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RESUMEN

Debido a que la terapia de remplazo enzimatico es una estrategia prometedora en
el ambito de tratamientos para los errores innatos del metabolismo, se han
estudiado las mejores estrategias para la produccién de proteinas heterdlogas,
utilizando diversos sistemas de expresion como lo son las bacterias, levaduras y
células de animales o plantas. En el caso de las levaduras una de las mas
empleadas ha sido Pichiapastoris, la cual ha mostrado grandes ventajas frente a
los demas sistemas en cuanto a su productividad. Sin embargo, factores
relacionados con las condiciones de cultivo y el empleo de secuencias génicas
optimizadas tienen efectos importantes sobre la produccion de la enzima
recombinante. En este sentido, en el presente proyecto se caracterizaron los
niveles de produccion de la enzima iduronato 2-sulfato sulfatasa humana
recombinante (IDS) producida en P. pastoris GS115, bajo condiciones limitadas de
oxigeno y sustrato, empleando tanto un gen nativo como optimizado. Los
resultados obtenidos en el presente trabajo constituyen informacién importante en
el desarrollo de una terapia de reemplazo enzimatico para la enfermedad de

Hunter.



JUSTIFICACION Y PLANTEAMIENTO

LaMucopolisacaridosis Il (MPSII oenfermedad de Hunter) pertenece a un grupo de
trastornos de almacenamiento lisosomal conocidos como mucopolisacaridosis, los
cuales se caracterizan por la alteracion en el catabolismo lisosomal de los
glicosaminoglicanos (GAG) (1,2). Para el caso especifico de la MPS Il esta es
causada por la deficiencia de una de las enzimas encargadas de la degradacion
de los GAG heparan y dermatan sulfato (1,2). La enzima deficiente en los
pacientes con MPS |l es la iduronato 2 sulfato sulfatasa (IDS), cuya herencia es
ligada al cromosoma X (3). Actualmente, la terapia de reemplazo enzimatico (TRE)
se ha utilizado para el tratamiento de pacientes con MPS IlI, empleando una
proteina recombinante producida en células de mamifero (4). Sin embargo, aun es
necesario continuar con la busqueda de alternativas para la produccién de esta
proteina recombinante, debido a los altos costos e inconvenientes asociados con

la produccion en células de mamifero.

En el IEIM durante los ultimos afios se ha trabajado en la produccién de las
sulfatasas IDS y N-acetilgalactosamina-6-sulfato sulfatasa humana recombinante
en Escherichiacoliy Pichiapastoris(1,5). P.pastoris presenta ventajas importantes
como sistema de expresion de proteinas recombinantes tales como la facil
manipulacién a nivel molecular, altos niveles de expresion de proteinas
extracelulares y la realizacion de modificaciones postraduccionalespropias
deorganismos eucariotas superiores como glicosilacion y formacion de

puentesdisulfuro, entre otras (6).

A pesar de que los resultados han mostrado la posibilidad de producir la proteina
humana recombinante IDS en Pichiapastoris, aun es necesario continuar
evaluando las condiciones necesarias para obtener los niveles de enzima
necesarios con miras a su uso en TRE. La produccion de una proteina
recombinante en P. pastoris se ve afectada por las condiciones de cultivo tales
como la concentracién del sustrato, oxigeno disuelto y la agitacion, entre otras (7).

Adicionalmente, el empleo de genes optimizados en cuanto al uso de codones y la

10



presencia de secuencias que puedan tener un efecto negativo sobre la sintesis de
la proteina recombinante, como el no poseer RNAs de transferencia que
reconozcan dichas secuencias, es otro factor a considerar durante la produccion
de estas proteinas en P. pastoris (8). Para el caso especifico de IDS el efecto de
su produccion en P. pastoris bajo condiciones limitadas de oxigeno y sustrato
(metanol), asi como del uso de un gen optimizado no han sido aun evaluados. Por
tanto este proyecto evaluo el uso de estrategias de cultivo limitadas por oxigeno y
sustrato, asi como el uso de un gen optimizado en comparacion conuno nativo y
suefecto en la produccion de la enzima humana recombinante IDS en el sistemaP.
pastoris GS115, como un paso preliminar para el desarrollo de una TRE para la

enfermedad de Hunter.
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1. MARCO TEORICO

1.1 MUCOPOLISACARIDOSIS TIPO Il (MPS IlI) O SINDROME DE HUNTER

La MPS Il es una enfermedad causada por la deficiencia de la enzima lisosomal
iduronato-2-sulfato sulfatasa (IDS). Esta enzima es la encargada de catalizar la
degradaciéon de los GAG dermatan y heparan sulfato, lo cual resulta en la
acumulacion lisosomal de estos sustratos sin degradar en las células de los
organos y tejidos (1,2,3). La pérdida de la funcionalidad de la IDS es consecuencia
de mutaciones en el gen,localizado en el cromosoma Xg28, que codifica para esta
enzima, (1,2).

Los pacientes con la enfermedad de Hunter presentan una afeccionmultisistémica,
con caracteristicas clinicas que incluyen problemas esqueléticos, estatura baja,
engrosamiento de los rasgos faciales, anomalias articulares y Oseas, problemas
en el sistema respiratorio y cardiaco, y en algunos casos compromiso neuroldgico,
con alteraciones en el comportamiento y retraso mental. Actualmente, la terapia de
reemplazo de enzimas (ERT) se ha utilizado para el tratamiento de pacientes con
MPS 1l (4), y para estudios funcionales y estructurales es necesario grandes
cantidades de esta.Por esto fue necesario expresar esta enzima en un sistema
adecuado como la levadura metilotréficaP.pastoris, que con sus caracteristicas se
convierte en un sistema promisorio de expresion de proteinas recombinantes

humanas(9).

1.2 EXPRESION DE PROTEINAS RECOMBINANTES EN Pichiapastoris

Pichiapastorisse ha convertido en una de las levaduras mas estudiadas por ser
uno de los sistemas mas utiles para la expresion de proteinas heterdlogas (10).
Este sistema es de particular interés industrial debido a su capacidad para
secretar  proteinas, para llevar a cabo modificaciones postraduccionales,
incluyendo glicosilacion y formacién de enlaces disulfuro; su capacidad de crecer a
altas densidades celulares en medios definidos y su fuerte preferencia por el

metabolismo respiratorio que por uno fermentativo, ademas de poseer un genoma
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conocido y relativamente sencillode manipular (10). Mas de 500 proteinas
recombinantes se han expresado en P. pastoris con niveles de expresion de hasta

el 80% de proteina secretada (10).

Un gran numero de proteinas heter6logas se han producido en la levadura
metilotroficaPichiapastorisusando el promotor del gen que codifica para la enzima
alcohol oxidasa (AOX), inducible por metanol y encargada de permitirle a la célula
asimilar el metanol como fuente de carbono (11, 13). P. pastoris cuanta con dos
copias del gen de la enzima AOX, designados como AOX1 y AOX2 (13). El
promotor AOX1 regula el 85% de la produccion de la alcohol oxidasa mientras que
el promotor AOX2 es menos activo (14,7). El sistema de expresion de P.
pastorishaceuso de estos dos promotores para regular la expresion de proteinas
heterdlogas utilizando el metanol como inductor (13,7). Durante la recombinacién
genética, que sucede al incorporar un casete de expresion que contiene el
transgen dentro del genoma de la levadura se pueden generar tres fenotipos
diferentes dependiendo del locus de insercion: i) el que es capaz de utilizar
rapidamente y en grandes cantidades el metanol (Mut®), ii) el que lo utiliza
lentamente (Mut®) y iii) aquel que no utiliza el metanol como fuente de carbono
(Mut) (7,10).

Las condiciones de cultivo y la fisiologia de la levadura tienen un impacto
importante en los rendimientos finales y productividad de la proteina heterdlogas.
Varios estudios han mostrado que las variaciones en la concentracion del metanol
influyen drasticamente en el consumo vy las tasas de produccién (11). Dado que el
metanol es altamente téxico para la célula, es necesario mantenerlo en
concentraciones bajas, alrededor de 0,5% v/v, para alcanzar un alto rendimiento

de biomasa y produccion de proteina (12).

Debido a que el metanol, como inductor de la expresion del transgen es un
sustrato con alta demanda de oxigeno, el consumo elevado de oxigeno en cultivos
de P. pastorisprovoca problemas en su transferencia (16), por lo que condiciones
limitaciones de oxigeno puede afectar de forma negativamente la expresion de la

proteina (7). Sin embargo, se han encontrado que es posible obtener elevados

13



niveles de produccion de proteinas recombinantes tanto en condiciones elevadas
de oxigeno disuelto como bajo condiciones limitadas de oxigeno (17).
Adicionalmente un cultivo bajo condiciones limitadas de oxigeno puede aumentar
la pureza de la proteina de interés con relacién a la cantidad de proteina total
liberada al medio en comparacion (17).Por otro lado en cultivos donde se
mantiene la concentracion de metanol limitada, se puede mantener una tasa de
crecimiento especifico contante (18). Como en este caso la concentracion de
metanol residual en el medio es cercana a cero durante la fase de induccion, se
pueden reducir al minimo las desviaciones en la tasa de alimentacién de este y
también reducir algunas otras complicaciones que se deriven de la acumulacién
excesiva del metanol; la principal ventaja de este aspecto es que al mantener una

tasa de crecimiento constante, mejora la reproducibilidad del proceso (18).

El fenotipo Mut’suele ser el mas utilizado para la produccién de proteinas
recombinantes ya que con él se reducen los problemas operativos, observados en
cepas Mut® con respecto a los requerimientos mayores de metanol y oxigeno
disuelto (7). Adicionalmente, las cepas con fenotipo Mut®alcanzan mayores niveles
de expresion de la proteina que los observados con cepas Mut® (16), y son menos
sensibles que las cepas Mut” a concentraciones de metanol (7). Sin embargo, las
cepas Mut® presentan tiempos de prolongados de induccién para lograr el maximo
de produccion y bajas tasas de crecimiento (7). Para ambos fenotipo el uso de
fuentes de carbono adicionales pueden minimizar estos problemas. Por ejemplo,
para cepas Mut®, debido a la utilizacion lenta de metanol, la coadministracién de
glicerol y metanol se emplea comunmente en la fase de induccion (14,15). En este
caso el glicerol funciona como sustrato para el crecimiento celular y, mientras que

la funcion del metanol esde inductor dela proteina de interés(14,15).
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1.3 OPTIMIZACION DEL GEN

El codigo genético es degenerado, para cada aminoacido, existe mas de una
tripleta o codén que lo codifica, y la frecuencia uso de estos codones varia segun
la especie u organismo (8). El uso de codones se ha identificado como un factor
importante en la expresion génica, debido a que los codones preferidos se
correlacionan con codones afines a los tRNAs disponibles en la célula (8).
Generalmente, mientras mayor sea el numero de codones extrafios presentes en
un gen, menor es la probabilidad de que la proteina heteréloga se exprese en
niveles elevados (8). Una estrategia comun para superar este inconveniente es la
de cambiar los codones en el gen de modo que concuerden con el uso de
codones de la célula hospedera, pero sin alterar la secuencia de aminoacidos de
la proteina (8). De hecho, en sistemas de expresion de proteinas como P.pastoris
esta técnica ha sido ampliamente utilizada reportandose aumentos de hasta diez

veces con respecto a los obtenidos con el gen nativo (no modificado) (10).
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2. OBJETIVO GENERAL

Evaluar el efecto de las condiciones de cultivo y el uso un gen optimizado
sobre los niveles de produccién de la enzima iduronato-2-sulfato sulfatasa
(IDS) en una cepa MUT® de Pichiapastoris GS115.

2.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Confirmar el fenotipo de los clones de Pichiapastoris IDS, con el gen
optimizado y el gen nativo.

Cuantificar la produccion de IDS recombinante a escala de 100mL
empleando un clones con el gen IDS nativo y optimizado.

Evaluar la produccién de la proteina recombinante Iduronato 2- sulfato
sulfatasa (IDS) en una cepa de PichiapastorisMut® con el gen nativo u
optimizado bajo condiciones limitadas de oxigeno o sustrato a escala de
1,65 L.
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3. METODOLOGIA

3.1 CLONES DE Pichiapastoris

Para la expresion de IDS en se utilizé la cepa PichiapastorisGS115 (his4")
(Invitrogen, San Diego Ca. U.S.A.). Esta cepa fue previamente transformada por
electroporacion con el plasmido pPIC9 portando el gen nativo (IDSnat) u
optimizado (IDSopt) (Rodriguez A. et al, datos sin publicar, 19). Las cepas
GS115/His"/Mut’/HSA y GS115/His*/Mut’/B-Gal (Invitrogen) fueron usadas como
control de fenotipos (20).

3.2 DETERMINACION FENOTIPICA DE LOS CLONES

3.2.1 MEDIO SOLIDO

Los clones de P. pastorisGS115 portadores delos genes IDSnat e IDSopt se
sembraron, al igual que los controles de fenotipo, en agar medio minimo con
dextrosa (YNB al 1.34% y biotina al 4 x 10°%)por estria y se incubaron por 48h a
28 °C, luego de las 48 h se hicieron repiques en medio minimo (YNB al 1.34% y
biotina al 4 x 10°%) enriquecido con metanol al 0.5% v/v., en el cual se sembré

por estria una colonia de cada clon.

Los clones se incubaron a 30°C durante 96 h. Pasada la incubacién se comparo la
morfologia, y el tiempo de crecimiento de los clones IDS contra lo observado para
los controles de fenotipo, con el objetivo de clasificar los clones como Mut"
oMut®(20).

3.2.2 PCR

El fenotipo de los clones IDS se confirmé mediante reaccion de PCR empleando el
método reportado por el fabricante de la cepa (Invitrogen). Para este fin los
microorganismos (clones IDS y controles de fenotipo), fueron cultivados en 40 mL
de medio YPD durante 48 h. Posteriormente se tomaron 0,3 g de biomasa, la cual

fue empleada para la extraccion de ADN gendmico siguiendo el protocolo de

17



extraccion con fenol cloroformo (Anexo 1). La integridad del ADN gendmico fue
confirmada mediante electroforesis en gel de agarosa al 1% (p/v) y la
cuantificacion se realiz6 a 260 nm empleando un Nanodrop 2000

(ThermoScientific).

Para la reaccion de PCR se emplearon los cebadores Forward 5°-
GACTGGTTCCAATTGACAAGC-3° yReverse 5-
GCAAATGGCATTCTGACATCC-3", y La reaccion de PCR se realizé6 de la

siguiente manera:

Tabla 1. Componentes de la PCR para la confirmacion del fenotipo

Concentracion

Compuesto Final Volumen
ADN genémico lug ---
Buffer 2,5uL
mg*? 1,5 puL
dNTP’s 0,5 uL
Primer AOX1 5’ 1uL
Primer AOX1 3’ 1uL
taqPol 0,2 uL
Agua desionizada Hasta 25 pL

La reaccion de PCR se llevd a cabo bajo las siguientes condiciones

estandarizadas en el laboratorio:

Tabla 2. Condiciones de la PCR para la confirmacion del fenotipo.

Paso Temperatura Tiempo Ciclo
Denaturacién 94°C 2 min 1X
Denaturacion 94°C 1 min

Hibridacién 55°C 1 min 35X
Extension 72°C 1 min
Extension Final 72°C 7 min 1X

18



Los productos de PCR fueron analizados en gel de agarosa al 0,8% (p/v). Para el
caso de una cepa Mut’ se espera obtener bandas con tamarios de 2000 y 2200 pb
aproximadamente, mientras que para una cepa Mut® se espera obtener una banda
de2000 pb (20).

3.3 EVALUACION DE EXPRESION DE IDS EN CLONES IDSnat e IDSopt A
ESCALA DE 100ML

Previamente, se habia realizado la evaluacién de la produccion de la enzima IDS
en los clones con los genes de IDSnat e IDSopt a escala de 10 mL (Rodriguez A.
et al datos sin publicar y (19)). A partir de los datos de actividad especifica y
volumétrica se selecciono el clon con fenotipo Mut® que presentara los mayores
valores de actividad IDS y se empled para su evaluacion a escala de 100 mL. Para
este fin se tomd un vial de este clon y se inoculé en 10 mL de caldo YPG (Extracto
de levadura 1%p/v, Peptona 2%pl/v, Glucosa 2%), incubando a 28°C, 290 rpm por
24h. Posteriormente, estos 10 mL se inocularon en 90 mL de caldo BMG (fosfato
de potasio al 100mM, YNB al 1.34%, Biotina al 4 x 10°% vy Glicerol al 1%) y se
incubaron por 48h a 28°C. Transcurridas las 48h de crecimiento se centrifugo el
medio y se re suspendieron las células en 100 mL de medio BMM (fosfato de
potasio al 100mM, YNB al 1.34%, Biotina al 4 x 10°%) con una concentracion de
metanol de 0,5%. El cultivo se incub6 durante 120h a 290 rpm y 28 °C. Cada 24 h
se adicionaron 500 pL de metanol puro para mantener una concentraciéon de 0.5%
v/v en el medio de cultivo. Alicuotas de 1 mL fueron tomadas cada 24 h para los

respectivos analisis. Este ensayo se realizo por triplicado.

3.4 EVALUACION DE EXPRESION DE IDS A ESCALA DE BIOREACTOR
EMPLEANDO ESTRATEGIAS DE CULTIVO LIMITADAS POR OXIGENO Y
SUSTRATO
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Los clones IDSopt e IDSnat evaluados a 100mL se evaluaron a escala de 1,65L
en bioreactorBioengineering® KFL2000 de 3,7 L. Para esto se utilizé un vial de
cada uno de los clones y se inocularon en 10 mL de medio YPD (pre-inoculo x2).
Pasada la incubacion a 28 °C y 280 rpm por 48 horas, este pre-indculo se empled
para inocular dos Erlenmeyer con 90 mL de medio MGIi (Glicerol 1%, YNB al
1,34% vy Biotina al 4 x 10°%). Luego de 24 horas de incubacién, los 200 mL del
inoculo se mezclaron con 1450 mL de medio salino (KH2PO4 25,74 g/L; (NH4)2
S04 3 g/L; K2SO4 8,58 g/L; CaSO4 2H,0 0,60 g/L; Glicerol 4%; MgSO,7H,0 7,02
g/L), para obtener un volumen final de trabajo de 1,65L. Finalmente se adicionaron
1,5 mL de solucion de trazas minerales (CuSO45H,0 2,0 g;Nal0,08 g, MnSO4,H,0
3,0 g; NaMoO42H,O 0,2 g, H3BO30,02 g; CaSO42H, 0 0,5 g; CoCl0,5 g,
ZnCl,7,0 g; FeSO47H,0O 22,0 g; Biotina 0,2 g;1,0 mL H,SO,4 concentrado), 1 mL
de antiespumante de silicona y 3 mL de Biotina al 4 x 10°%. El cultivo se realiz6
durante 96h y durante todas las etapas del cultivo el pH del cultivo se mantuvo
en5,0 ajustandolo con hidroxido de amonio, mientras que la temperatura fue de 28
°C y la agitacién en valores entre600-900 rpm dependiendo de los requerimiento
de oxigeno del microorganismo. El cultivo de las dos cepas se dividio en tres
etapas: 1) un cultivo en lote hasta alcanzar una concentracion de biomasa
alrededor de 40 g/L, 2) un lote alimentado con glicerol al 40% hasta obtener una
concentracion de 60 g/L, y 3) una fase de induccion mediante cultivo en lote
alimentado con metanol, cuya concentracion dependiéde las condiciones
experimentales. En los cultivos limitados por oxigeno, la concentracién de metanol
se mantuvo en un valor de 0,5% v/v empleando una bomba peristaltica de flujo
variable y un sensor de metanol con control automatico, mientras que el oxigeno
disuelto se mantuvo cercano a 0%. Por otro lado, para los cultivos bajo
condiciones limitadas de sustrato la concentracion del metanol se control6 en
valores cercanos a 0,03% v/v (limite de cuantificacién del sensor de metanol),
mientras que el oxigeno disuelto se intentd mantener en valores por encima del

10%. Alicuotas de 5 mL se tomaron cada 6 y 12 horas.
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4. EVALUACION DE LOS RESULTADOS DE EXPRESION DE CLONES
P.PASTORIS IDSnaTE IDSoptA DIFERENTES ESCALAS

4.1 DETERMINACION DE BIOMASA

Para determinar la concentracion de biomasa presente en cada uno de los
muestreos a escala de 100 mL y 1,65L, se determind la densidad optica (DO) a
620 nm haciendo diluciones seriadas a partir de las muestras tomadas. Con estos
valores, se calculdé la concentracion de biomasa (g/L) empleando la curva de

calibracién reportada por Cérdoba, 2003 (21):

Concentracion biomasa g/L: ~22x2922.q g9
0,528xfd

4.2DETERMINACION DE PROTEINAS EXTRACELULARES

Para la cuantificacion de las proteinas extracelulares, las muestras se
centrifugaron a 4000 rpm durante 30 min a 4°C. La proteina presente en el
sobrenadante se cuantifico por el método de Follin-Lowry(Anexo 2), empleando

una curva de calibracion con BSA entre 0,187; y 2,4 mg/mL.

4.3DETERMINACION DE ACTIVIDAD ESPECIFICA Y VOLUMETRICA DE IDS

La actividad especifica se calculd6 empleando el sustrato fluorogénico4-
metilumbeliferona(MoscerdamSubstrates). La reaccion de actividad enzimatica se
realizé empleando el protocolo descrito por Poutou RA ,2006 (22) (Anexo 3). Una
unidad de actividad enzimatica se definio6 como los nmoles de 4-metilumbeliferona
liberados por hora. La actividad especifica se calcul6 empleando la siguiente

ecuacion:

U/mg de prot= (%) /(CxD)
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En donde A representa la fluorescencia de la muestra, B la fluorescencia del
blanco, C la fluorescencia del estandar de 1 nmol de 4-metilumbeliferona y D la

concentracion de proteina de la muestra (mg/mL).

4.4DETERMINACION DE TASA DE CRECIMIENTO Y DE TASA DE
PRODUCCION

La tasa de crecimiento (h™") (a) fue calculada teniendo en cuenta el cambio de la

concentracion de biomasa en el tiempo y la tasa de produccién (mg de proteina/g

de biomasa/h) (b) fue calculada teniendo en cuenta el cambio de la concentracion

de proteina en el tiempo.

dX  Xpi1 — Xpq

(@) —=

) 9P _ Pis1— Pis

en donde X es biomasa (g/L), P es proteina (mg/L), k es el momento de toma de
muestra, k-1 es la muestra anterior, k+1 es la muestra siguiente y At es el tiempo

en entre k-1 y k+1 en h.

45DETERMINACION DE LOS RENDIMIENTOS BIOMASA/PRODUCTO,
ACTIVIDAD ESPECIFICA/BIOMASA, BIOMASA/SUSTRATO Y
PRODUCTO/SUSTRATO.

El rendimiento producto/biomasa (Yex) dado como g de proteina/g de biomasa, se
calculé con la ecuacion (c), el rendimiento actividad especifica/biomasa (Yaex)
expresado como actividad especifica/g de biomasase calculd con la ecuacion (d),
en donde AE es la actividad especifica para los rendimientos biomasa/sustrato

(Yxss) y producto/sustrato (Yps)
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Py

(€ Ypix= X

AE,
(d) YAE[X_ X

k
La tasa de consumo se calculd con la ecuacion (e), en donde as/a: corresponde a
la pendiente de consumo recuperada del programa controlador de metanol. Estas
velocidades de consumo fueron empleadas para calcular los rendimientos

empleando las ecuaciones (f) y (g).

ds AS

(e) P —

ax
i} Yx/s = s

dp

4.6DETERMINACION DE LAS PRODUCTIVIDADES DE BIOMASA Y DE
PROTEINA

Las productividades se calcularon relacionando los g de biomasa o mg proteina
obtenidos en 1,65 L de cultivo en eltiempo de induccion y estan dados en g de

biomasa/h y mg de proteina/h respectivamente.

4,7 DETERMINACION DE PROTEASAS

Para los cuatro cultivos realizados, se determind la concentracion de enzimas
proteoliticas presentes, las cuales tienen la capacidad de degradar toda clase de
proteinas suspendidas en el medio.Para esto se utilizé una solucién de caseina
usando el protocolo descrito en el anexo 4 y la siguiente ecuacion:

UP/L 2 Unidades proteoliticas por litro

UupP _ DOpZSO nm * 10
L 30x0.5

103
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5. RESULTADOS

5.1 CONFIRMACION DEL FENOTIPO DE LOS CLONES DE PICHIA
PASTORISIDSnat E IDSopt

Para la evaluacion de los clones con IDSnat se analizaron 6 clones, previamente
generados en el instituto, mientras que para IDSopt el clon empleado en el
presente trabajo fue el seleccionado en el trabajo de Diaz S et al (19), por
presentar los mayores valores de actividad enzimatica, pero al que no se le habia
logrado establecer correctamente su fenotipo. Luego de la siembra en medio MD
y MM se observaron las caracteristicas de las colonias, en cuando su tamafio y
color. Mediante comparacién con los controles de fenotipo se determind de los
clones IDSnatevaluados tan sdélo el clon Bgl Il 1 presentaba un fenotipo Mut®,

mientras que el clon con IDSopt presentd un fenotipo Mut®.

Figura 1. A): ClonIDSoptMut®. B): ClonIDSnatMut®. C): 1 Control HAS Mut®, 2. Control
Bgal Mut".
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La segunda confirmacion del fenotipo de estos clones se llevd a cabo mediante
PCR (Figura 2). Para los clones Bgl Il 1 e IDSopt se observa una banda intensa a
una altura de 2000pb aproximadamente correspondiente a la integracion del gen
en el promotor de AOX17 presente en el genoma de P. pastoris, clasificando los

clones como Mut®.

PM C- C+ PM 12 3 4 56

10000
8000
6000
5000
4000
3000
2500
2000
1600

88888

2500
2000
1500

Figura 2. Identificacion de fenotipo para clones de IDSnatelDSopt mediante PCR.
Electroforesis en gel de agarosa.

PM: Peso molecular C-: Control Negativo C+: Control Positivo(Mut®) 2: Clon Bgl Il 1
(nativo) 7: Clon IDSopt. Los carriles 1,3,4,5,6 son los demas clones IDSnatevaluados que
no presentaron fenotipo Mut®

5.2 EVALUACION DE LA PRODUCCION IDS EN LOS CLONES DE P.pastoris
CON IDSnat O IDSopt A ESCALA DE 100ML

En la figura 3 se observan los cultivos a 100mL realizados con el clon IDSnat e
IDSopt. La figura 3A muestra los parametros evaluados para el clon IDSnatel cual
al final de la etapa de induccién mostr6 una biomasa de 13,5 g/L, y una
concentracion maxima de proteina de 0,28 mg/mL alcanzada a las 120 h de
cultivo. Las actividades especifica y volumétrica presentaron su valor maximo a las
48 h de induccion, con valores de 1,0 U/mg y 0,22 U/mL, respectivamente. Sin
embargo, se observé una fuerte caida a las 72 h de cultivo, incrementandose

nuevamente para las 96 h, alcanzando valores de 0,7 U/mg y 0,21 U/mL,
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respectivamente. Por su parte, para el cultivo del clon de IDSopt a escalada de

100 mL (figura 3B), la concentracién maxima de biomasa se dio a las 96 h con un

valor de 17,43 g/L, mientras que el maximo valor de la concentracion de proteina

se observé al final de cultivo con un valor de 0,72 mg/mL. Las actividades

enzimaticas especifica y volumétrica presentaron el valor maximo a las 96 h de

induccién con valores 0,51 U/mg y 0,21 U mL los cuales fueron, para el caso de la

actividad especifica, 2 veces menores que los observados con el clon de IDSnat.
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Figura 3. Seguimiento de los cultivos a escala de 100 mL para los clones de P.

Tiempo de induccion (h)

—4— Biomasagl
—4— Proteing mg'ml
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pastorisGS115 con IDSnat (A) o IDSopt(B).
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5.3 EVALUACION DE LA PRODUCCION IDS EN LOS CLONES DE P.pastoris
CON IDSnat O IDSopt A ESCALA A ESCALA DE 1,65L

En la figura 4 se observan los resultados de biomasa, concentracion de proteina,
actividad especifica, actividad volumétrica, %OD y % metanol para los cultivos de
IDSnatrealizados a 1.65L. La figura 4A muestra el cultivo de IDSnatrealizado bajo
condiciones limitadas de oxigeno, el cual se logré mantener entre valores de 0,0 y
2,8 % durante las 96 h de induccién. Con respecto a la concentracion de metanol
para esta cultivo esta se mantuvo en valores cercanos al 0,5% v/v durante gran
parte de la etapa de induccién, aunque debido a inconvenientes técnicos la
concentracion de metanol alcanzo un valor de 1,3% hacia la mitad de la fase de
induccion. Es de notar que un poco después de comenzar a incrementarse el
metanol también con él, se incrementd el oxigeno aunque de forma retardada y
este volvid a niveles bajos cuando el metanol regreso a 0,5%. La biomasa alcanzo
su maxima concentracion a las 96 h de induccion con un valor de 296 g/L. Por su
parte, la concentracion de proteina un valor maximo de 1,5 mg/mL a las 80 h de
induccion, disminuyendo a 1,1 mg/mL al finalizar el cultivo. Con respecto a los
valores de actividad enzimatica, se observd que los maximos valores se
alcanzaron hacia las ultimas horas de cultivo, con valores de 0,04 U/mg y 1,14

U/mL, 96 h respectivamente.

La figura 4B muestra los resultados del cultivo de IDSnatrealizado bajo
condiciones limitadas de sustrato, con concentraciones de metanol entre 0,04 y
0,06 % v/v durante la gran mayoria del cultivo. Bajo estas condiciones la biomasa
alcanzd6 su maxima concentracion a las 96 h de induccion con un valor de 316 g/L,
mientras que la concentracion de proteina alcanzo valores de 0,65 mg/mL a las 70
h de induccion, disminuyendo a valores de 0,43 mg/mL al finalizar el cultivo. Bajo
estas condiciones, no se observd un aumento en los valores de actividad

enzimatica durante ninguna hora de la fase de induccion.
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Figura 4. A) Cultivo a 1,65L de IDSnat limitado por oxigeno. B) Cultivo IDSnat limitado
por sustrato.

En la figura 5 se observan los resultados de biomasa, proteina, actividad
especifica, actividad volumétrica, %0OD y %Metanol para los cultivos con clones
de IDSoptrealizados a 1.65L. La figura 5 A muestra los resultados del cultivo
realizado bajo condiciones limitadas de oxigeno, en el cual se logré mantener el
oxigeno disuelto entre valores 0,6 y 3 % durante las 96 h de induccion, y a partir
de las 20 h de induccién la concentracion de metanol logr6 mantenerse estable
con valores alrededor del 0,5% hasta la finalizacion del cultivo. Bajo estas
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condiciones la biomasa aumento de forma constante durante la etapa de induccion
hasta alcanzar una concentracion maxima de 188 g/L al final del cultivo. De igual
forma, la producciéon de proteina extracelular presentd un aumento a lo largo del
tiempo obteniéndose una concentracion maxima de proteina de 0,68 mg/mL a las
80 h de induccidén. Con respecto a los valores de actividad especifica y
volumétrica, los maximos valores se alcanzaron a las 55 y 65 h de cultivo con

valores de 1,58 U/mg y 0,13 U/mL, respectivamente.

La figura 5 B muestra los resultados del cultivo del clon con IDSopfrealizado bajo
condiciones limitadas de sustrato (metanol), el cual se logré6 mantener entre un 0,0
-0,04 % durante las 96 h de induccion. Debido a una falla en el programa de
adquisicion del sensor de metanol, los datos de concentracion de metanol durante
las primeras 30 h de induccién no se muestran. A pesar que el objetivo para este
cultivo era mantener la concentracion de oxigeno disuelto en valores por encima
del 10%, se observd un pico de 42,8 % a las 26 h y luego un rapido descenso
llegando a una concentracion de 1,0% a las 44h, la cual se mantuvo constante
hasta el final del cultivo. La biomasa alcanzé un valor de 240 g/L a las 96h de
cultivo, mientras que la concentracion de proteina que presentd una concentracion
maxima de 0,7 mg/mL a las 75 h de induccién. Los mayores valores de actividad
especifica y volumétrica se alcanzaron a las 26 y 75 h de cultivo, con valores de

0,87 U/mg y 0,36 U/mL, respectivamente.
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Figura 5. A) Cultivo a 1.65L de IDSopt limitado por oxigeno. B) Cultivo IDSopt limitado

por sustrato.

De acuerdo con las tasas de crecimiento de los cultivos realizados a 1.65L (figura
6A)y el rendimiento biomasa/sustrato (figura 7A) se puede observar que el valor
mas alto de rendimiento biomasa/sustrato fue para el clon de IDSnat bajo
condiciones limitadas de oxigeno a las 79 h. Con respecto a la tasa de produccion

(figura 6B) y Rendimiento producto/sustrato (figura 7B) también existe la misma
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Tasa de crecimiento (h-1)

0,05

tendencia, siendo nuevamente el cultivo IDSnat limitado por oxigeno el que
obtiene el mayor rendimiento Producto/sustrato a las 79 h, seguido del cultivo del

clon IDSopt limitado por oxigeno.

En cuanto al rendimiento actividad especifica/biomasa (figura 7C), para los
cultivos realizados con el clon de IDSnatno se observaron valores de rendimiento
ya que no se pudieron calcular debido a la poca o nula actividad enzimatica que se
presentd en ellos, mientras que para los cultivos realizados con el clon IDSopt, los
mayores rendimientos actividad especifica/biomasa se obtuvieron en el cultivo

limitado por oxigeno.
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Figura 6. A) tasas de crecimiento (h™') de los diferentes cultivos realizados. B) Tasas de
produccion (mg prot/g biom) de los diferentes cultivos realizados a 1,65L.
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Figura 7. A) Rendimiento Biomasa/ sustrato (X/S) de los diferentes cultivos realizados a
1,65 L. B) Rendimiento Producto/sustrato (P/S) de los diferentes cultivos realizados a 1.65
L. C) Rendimiento Actividad especifica/g biomasa de los diferentes cultivos realizados a
1,65L

En las Figura 8 A y 8 B, se muestran las graficas integradas de productividad de
biomasa y productividad de proteina para cada uno de los cultivos realizados a
1,65L, en las que se puede observar que los cultivos que presentaron la mayor
productividad de biomasa fueron IDSnat limitado por oxigeno y limitado por
sustrato, mientras que la mayor productividad de proteina se obtuvo en el cultivo

IDSnat limitado por oxigeno.
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Figura 8. A) Productividad de la biomasaen los diferentes cultivos realizados a 1,65 L. B)
productividad de la proteina en los diferentes cultivos realizados a 1,65 L.

En la figura 9 se presenta la grafica integrada de Unidades proteoliticas por litro
yla biomasa de cada uno de los cultivos realizados.Se puede observar que los
cultivos que presentaron mayor cantidad de biomasa durante las 96 horas que
fueron IDSnat limitado por oxigeno y limitado por sustrato estan asociados a una
mayoractividad proteolitica a lo largo del cultivo siendo estas de 1634 UP/L a las
96 horas y 1635 UP/L a las 55 horas respectivamente mientras que laactividad
proteolitica de los cultivos de IDSopt limitados por oxigeno y sustrato fueron de
1093 UP/L a las 96 horas 1161UP/L a las 95 horas respectivamente, asociadas

también a una menor densidad celular.
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6. DISCUSION

El desarrollo de una terapia de reemplazo enzimatico para la enfermedad de
Hunter requiere la produccion de elevados niveles de la enzima recombinante para
ejecucion de las diferentes etapas preclinicas y clinicas asociadas al desarrollo de
un producto farmacéutico. En este sentido, es de gran importancia evaluar los
diferentes factores que pueden afectar la produccion de la enzima recombinante.
Por tanto, este trabajo evalud el efecto del uso de una secuencia optimizada, asi
como de las condiciones de cultivo (limitadopor sustrato u oxigeno) sobre los
niveles de produccidon en P. pastorisGS115de la enzima recombinante humana
IDS.

Una de las condiciones principales de este trabajo fue el uso de una cepa P.
pastorisMut® La mayoria de las investigaciones sobre la produccion de enzimas

recombinantes en P. pastorisse han realizado con cepas con fenotipo Mut®. En
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general, esta cepa se caracteriza por una tasa de crecimiento mas alta que las
cepas de Mut® y también se han reportado para mostrar productividades mas altas
(23). Sin embargo, se ha demostrado que las cepas Mut’son superiores a las
cepas Mut” en términos de produccion de proteinas recombinantes (23). Tener un
sistema controlado de metanol es necesario para evitar las variaciones bruscas
en la concentracién de metanol residual siendo esencial para el desarrollo de un
proceso de produccion robusto y reproducible, este sistema es mas necesario
para el fenotipo Mut” debido a su tasa de consumo de metanol elevada (24). Por el
contrario, debido a que las cepas Mut® realizan el metabolismo del metanol
exclusivamente con el producto del gen AOX2, su tasa de consumo de metanol es
menor (24), lo cual significa un menor gasto de oxigeno para llevar a cabo este
metabolismo. Teniendo en cuenta estas cualidades para la cepa Mut®, se
seleccionaronlos clones con este fenotipo para realizar la evaluacion del efecto de
la limitacion por sustrato u oxigeno sobre la produccion de la proteina. Segun los
resultados de fenotipicacion obtenidos mediante medio sdlido y PCR (figuras1 y 2)
se puede concluir que a pesar de ser el medio solido un método donde se
observan las diferencias metabdlicas de cada una de las cepas a pequefia escala,
no es muy confiable comparandolo con el método de PCR ya que puede tener
mas interferentes que pueden alterar los resultados como la temperatura de
incubacién, la calidad de los componentes y la proporcion en la que se encuentran
en el medio. Por esta razon reforzar estos resultados con los obtenidos por PCR

reducen el error que pueda haber en el primer paso.

Luego de comprobar el fenotipo Mut® para los clones IDSnate IDSoptse evalud la
produccion de la enzima recombinante a escala de 100mL durante 120 horas
para. Los resultados obtenidos muestran que entre los 2 clones utilizadas el que
presentd la mayor produccion de proteina fue la cepa IDSoptcon concentraciones
finales de 0,72 mg/mL, la cual fue 2,6 veces mayor que lo observado con la cepa
con el gen IDSnat. Esta ultima cepa fue la que presentd los mayores valores de
actividad especifica, siendo 1,9 veces mayores que los observados con el clon
IDSopt. Sin embargo, al analizar los datos de actividad volumétrica se puede

observar que las dos cepas presentaron valores de actividad similares, sugiriendo
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producciones similares de la proteina IDS recombinante. De esta forma, la
reduccion en los valores de actividad enzimatica especifica para el clon IDSopt
puede ser el resultado de un aumento en la concentraciéon de proteinas totales. En
resumen, estos resultados sugieren que a escala de 100 mL el uso de una
secuencia optimizada no tiene un efecto significativo en los niveles de produccion
de la enzima recombinante. Al comparar estos resultado con el trabajo realizado
por Landazuri et al2009(9), quien evalué la produccion de la enzima IDS humana
recombinante a escala de 100 mL obteniendo una actividad de 4,21 U/mg en una
cepa IDS portando el gen nativo, se puede observar qua la optimizacion del gen
en este caso no fue exitosa presentando una actividad especifica casi 8 veces
menor que la obtenida por la cepa nativa en el trabajo de Landazuriy 2 veces

menor que la obtenida por la cepa nativa en este trabajo.

Varios reportes han demostrado que la expresion de las proteinas recombinantes
se ve beneficiada por el uso de codones optimizados (25,26). Por ejemplo, Zhaoet
al 2009 emplearon P.pastoris para la produccién de la enzima acetaldehido
deshidrogenasa 2 humana, observaron que al usar un gen con los codones
optimizados para P. pastorislos niveles de expresion eran 5 veces mayores que
los obtenidos empleando el gen nativo (25). O Baiet al 2011 que evalué la
optimizacion de codones basado en los genes altamente expresados de P.
pastoris para la produccién de la glicoproteina P (Pgp), donde los niveles de
expresion de levadura y el rendimiento de la proteina purificada a partir de P.
pastoris fueron aproximadamente tres veces mas alto para Opti-Pgp que para la
proteina de tipo nativa (26). Este incremento en la expresion de la proteina
recombinante, se debe al aumento de la traduccion de la proteina debido que la
secuencia presenta los codones que pueden ser reconocidos por los aminoacil-
tRNA’s intracelulares frecuentes disponibles en la célula (19). A pesar de que las
investigaciones muestran que la optimizacion de codones tiene un efecto
significativo en la produccion de la enzima recombinante, para el caso de los
resultados obtenidos en este trabajo a escala de 100mL no se observo este
efecto. Sin embargo, es importante resaltar que las condiciones de cultivo afectan

directamente la produccion y la actividad de la enzima, ya que a 100mL es dificil
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controlar las variables como el oxigeno disuelto, la alimentacién de metanol y la
temperatura. La falta de control sobre estas variables pudo haber tenido un efecto

adverso en la produccion de la proteina con el uso de una secuencia optimizada.

Finalmente, las cepas de P. pastorisIDSnat e |IDSoptse evaluaron a escala de
bioreactor con un volumen efectivo de trabajo de 1,65 L bajo condiciones limitadas
de oxigeno o sustrato. El primer aspecto importante a destacar es que para el
caso del clon IDSopt los valores de actividad enzimatica a escala de bioreactor
fueron mayores que los observados a escala de 100 mL, mostrando las ventajas
del control de variables como la aireacion y la concentracion de sustrato. Con
respecto a las condiciones de cultivo, los resultados mostraron que las mejores
condiciones evaluadas en este trabajo para la produccién de IDS humana
recombinante activa se obtuvieron en el cultivo con el clon IDSoptbajo condiciones
limitadas de oxigeno (figura 5 A). Bajo estas condiciones, los niveles de actividad
fueron de hasta 1,57 U/mg, A pesar de que el cultivo con el clon IDSnat también
presento los mayores valores de actividad enzimatica bajo condiciones limitadas
de oxigeno, estos valores fueron menores a los observados mediante el uso del
gen optimizado. Estos resultados también sugieren que la variable mas sensible a
limitar es el sustrato, ya que en los dos casos (nativo y optimizado) se presentaron

los valores de actividad enzimatica mas bajos.

Se ha demostrado que el cultivo de P. pastorisMut® bajo condiciones limitadas de
oxigeno puede aumentar de manera significativa la produccion de la enzima
recombinante proteinas (10). Los resultados del presente trabajo concuerdan con
lo reportado por Charoenrat et al 2005, quienes durante la producciéon de [3-
glucosidasa en P. pastoris, encontraron que la actividad de esta fue mucho mayor
durante un proceso limitado por oxigeno que cuando el proceso estuvo limitado
por sustrato (metanol), con valores de actividad especifica de B-glucosidasa de 13
U/mg y 8 U/mg de proteina, respectivamente (27).Berdichevskyet al 2011 también
utilizo las condiciones limitadas de oxigeno en la produccion de anticuerpos en P.
pastoris donde observaron que este proceso no solo limitd la tasa de consumo de

oxigeno maximo en P. pastoris sino también, posibilitd la extension de la fase de
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induccion que condujo a un aumento de la concentracion de anticuerpo

monoclonales intactos en un 95% (28).

Los resultados de los cultivos del clon IDSnatlimitado por oxigeno y limitado por
sustrato mostraron que a pesar de haberse producido la mayor cantidad de
biomasa con valores de 296 g/L y 316 g/L y de proteina 1,5 mg/mL y 0,65 mg/mL
respectivamente, las actividades que se obtuvieron fueron 34 veces menores que
las obtenidas con el uso del clon con el gen optimizado. Estos resultados sugieren
que la elevada biomasa generada durante estos los cultivos pudo influir de manera
negativa sobre la produccion de la enzima, si bien se sabe que durante el empleo
de levaduras como P. pastoris para expresar proteinas heterdlogas uno de los
problemas que se presenta muy a menudo es la degradacion proteolitica de estas
por proteasas extracelulares o intracelulares que se liberan al medio luego de una
lisis celular (10). Es de suponer en estos cultivos que la cantidad de biomasa pudo
haber generado proteasas provenientes de la lisis celular que degradaron la
proteina de interés reduciendo al minimo los valores de actividad de esta y al
mismo tiempo se seguian generando proteinas normales del metabolismo de la
levadura asociadas a su crecimiento, lo cual pudo haber generado niveles altos en
la concentracion de proteinas al final del cultivo.Lo anterior se pudo comprobar
mediante una determinacién de proteasas en los cuatro cultivos realizados, donde
se compard la cantidad de biomasa producida contra las unidades proteoliticas
dando como resultado que los cultivos de IDSnatlimitado por oxigeno y sustrato
quienes presentaron mayor cantidad de biomasa también obtuvieron unidades
proteoliticas elevadassiendo estas de 1634 UP/L a las 96 horas y 1635 UP/L a las
55 horas en comparacion a los cultivos de IDSoptque fueron de 1093 UP/L a las

96 horas 1161UP/ a las 95 horas respectivamente (figura 9).

Asociado a esto podemos resaltar los resultados de productividad de biomasa
(figura 8A) donde se observa que en los cultivos IDSnat,se presentan los niveles
mas altos a las primeras horas de induccion, los cuales posteriormente

disminuyeron. En este caso se puede sugerir que el glicerol residual usado
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durante la fase de lote alimentado pudo causar el aumento rapido de la biomasa
durante las primeras horas de induccion al igual que la represién del promotor
AOX1 que pudo haber disminuido la produccién de la proteina de interés (29), lo
cual también se puede observar al analizar la productividad de la proteina (figura 8
B) donde se presenta una tendencia contraria a la vista en la productividad de la

biomasa.

Los resultados obtenidos por los cultivos de la cepa IDSnat pueden compararse
con el trabajo realizado por Cérdoba-Ruiz et al (1), los cuales son mayores que los
reportados en el presente trabajo.Sin embargo, es importante destacar que las
condiciones de cultivo empleadas fueron distintas a las evaluadas en el presente
trabajo, tales como el uso de diferentes fuentes de carbono (glicerol, ribosa, xilosa
o sorbitol) y concentraciones de glicerol como, un dato importante que se logra
extraer de estos resultados fue que la biomasa con la que se inicia la fase de
induccion puede impactar de manera significativa en los valores de actividad
enzimatica. De esta forma cultivos con una biomasa alrededor de los 10 g/L en el
momento de la induccién lograron valores de actividad enzimatica de hasta 29,5
U/mg mientras que cuando la biomasa se encontraba alrededor de los 25 g/L no
se obtuvo actividad especifica. En el presente trabajo se empled una biomasa
inicial para la fase de induccién de 40 g/L logrando valores de actividad 19 veces
menores que el maximo valor reportado por Cérdoba-Ruiz et al (1). Estos
resultados muestran la necesidad de evaluar el efecto de la concentracion de
biomasa inicial en el momento de comenzar la fase induccién, con el clon portando

el gen optimizado y cultivado bajo condiciones limitadas de oxigeno.

Con respecto a los resultados de rendimiento biomasa/sustrato y proteina/sustrato
(figura 7A, 7B) a pesar de que se evidencio que el sustrato inductor esta siendo
usado tanto para el crecimiento de la levadura como para la produccion de
proteinas se puede observar claramente que en los cultivos limitados por sustrato
(concentraciones de metanol alrededor de 0,04%), estos rendimientos son
menores que los obtenidos en comparacion con los obtenidos con una

concentracion de metanol del 0,5%. Se han reportado que para los diferentes tipos
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de proteinas la concentracién de metanol éptima varia en un rango entre 0,1% y
3,0% (30). Por otro lado se reporté que al expresar la A33scFv la concentracion
mas alta de esta se obtuvo a una concentracién de 0,5 % de metanol (30), lo que
sugiere que las condiciones limitadas de sustrato no sean las optimas para poder

conseguir una alta concentracién de la proteina activa.
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7. Concluciones

1.

Se confirmé el fenotipo de los clones IDSnat e IDSopt empleados en el
presente estudio, encontrandose que se trata de clones Mut®, y que el uso
de la técnica de PCR puede representar una mejor alternativa para
clasificar el fenotipo de la cepa al evitar la subjetividad asociada al método

mediante cultivo.

. Se cuantificd la produccion de IDS recombinante a escala de 100mL

empleando clones con el gen nativo y el gen optimizado y se pudo observar
que a esta escalael uso de una secuencia optimizada no tiene un efecto

significativo en los niveles de produccion de la enzima recombinante.

A escala de bioreactor los mayores valores de actividad enzimatica se
observaron bajo condiciones limitadas de oxigeno y mediante empleo de la
secuencia IDS optimizada, logrando valores de actividad enzimatica de 1,57
U/mg, que fueron 34 veces mayores que los obtenidos con el uso del gen

nativo.
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8. RECOMENDACIONES

Evaluar los demas clones IDSoptobtenidos en el trabajo de Diaz et al 2010

a escala de 1,65 L utilizando condiciones limitadas por oxigeno.

Evaluar la co-expresion de SUMF1 con IDSopten P.pastoris.

Seguir utilizando el gen optimizado para la produccién de IDS recombinante

humana en P.pastoris.
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Anexo 1

PROTOCOLO DE EXTRACCION DE AND GENOMICO.

Colocar 0,3 g de biomasa en un vial de 1,5 mL.
Congelar el vialcon N3 liquido y extraer la biomasa congelada en un

mortero.

3. Macerar hasta formar un polvo
4. Agregar 500 pL de buffer de lisis (100mM Tris-HCL; 100 mMNaCl; 10mM

© ®© N o

EDTA)

Recuperar el macerado en un vialy adicionar 1 vol de
Fenol:Cloroformo:isoamilalcohol (25:24:1)

Mezclar por 10 min a T° ambiente

Centrifugar a 13000 rpm a 4°C por 15 min

Recuperar el sobrenadante y agregar 1 vol de isopropanol
Adicionar 1/10 vol de Na Acido 3M pH 5.0

10.Mezclar a T° ambiente por 5 min

11.Centrifugar a 13000 rpm por 10 min

12.Recuperar el pellet y lavar con 500 yL de etanol al 70%

13. Centrifugar a 13000 rpm por 10 min

14.Recuperar el pellet y resuspender en 100 uL de Buffer TE y 5 uyL de RNAsa.
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Anexo 2

METODO DE FOLLIN-LOWRY

N o o bk

Agregar 10 yL de cada muestra en un tubo de vidrio.

Adicionar 100 yL de SDS (dodecil sulfato de sodio) al 1 % y 100 pl
de reactivo de cobre.

Mezclaron los tubos y dejar en incubacion a temperatura ambiente
durante 10 min.

Adicionaron 400 ul de reactivo de Folin.

Mezclar e incubar en bafio serolégico por 5 minutos a 55 °C
Incubacion durante 5 minutos a 4 °C.

Leer absorbancias a 610 nm en espectrofotémetro
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Anexo 3

PROTOCOLO ACTIVIDAD IDURONATO 2-SULFATO SULFATASA (22)

N

W

Mezclar 10pL de muestra (extracto crudo) con 20uL de sustrato e Incubar
por 4 horas a 37°C

Agregar 40 pL de Buffer PiCiy 20 pyL de LEBT a la mezcla del numeral 1
luego de la incubacion

Incubar a 37C por 24 horas

. Agregar 200 pL de solucién de parada

Sustrato:
1,25 mMMetil-Umbeliferil-a iduronidoA-2S en Buffer sustrato.

Buffer sustrato:
0.1 M acetato de sodio/0.1 M acido acético pH 5

10 mM Acetato de Plomo

Buffer PiCi:
0.2 M Na,HPO,/ 0.1 M Acido citrico pH 4.5 + 0.02% azida de sodio

LEBT (Enzimas lisosomales de bovino)
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Anexo 4

PROTOCOLO DE DETERMINACION DE ACTIVIDAD PROTEOLITICA:

1. Tomar 1 ml de cada una de las muestras en estudio o de la dilucion de
las mismas.

2. Agregar a cada una 1 ml de la solucion de caseina al 1% (p/v).

3. Preparar el blanco mezclando 1 ml de agua destilada y 1 ml de la
solucion de caseina al 1% (p/v).

4. Incubar las muestras a 37°C durante 30 minutos.

5. Agregar a cada muestra 1 ml de la solucion de acido tricloroacético al
15% (p/v).

6. Colocar las muestras a 4°C durante 5 minutos para detener la reaccion.

7. Centrifugue 20 minutos a 5000 r.p.m.

8. Lea el sobrenadante en espectrofotometro de luz U.V a 280 nm
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