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1. Resumen

La produccion de proteinas recombinantes en levaduras se ha vuelto cada vez mas frecuente debido
a los beneficios que representan, tales como su facil manipulacion, la capacidad para generar
modificaciones postraduccionales y la alta viabilidad para el escalado del proceso. Dentro de las
proteinas producidas en dicho microorganismo se encuentran algunas con potencial terapéutico, y
otras con aplicaciones cosméticas. Una de estas es el factor de crecimiento epidérmico humano
(hEGF), el cual es un polipéptido que se encuentra de forma natural en orina, plaguetas leche y
plasma, se conoce que es fundamental en las vias de sefializacion celular que regulan la division y
la supervivencia celular. Ademas, se ha demostrado una buena capacidad en la reparacion tisular,
por lo que, es empleado en estudios para la regeneracion de la piel en diversos campos que van
desde curacion de heridas hasta el tratamiento contra arrugas. Es importante destacar que hoy en
dia su produccidn no es lo suficientemente eficiente para la demanda que se tiene y que se espera.
A partir de lo anterior, se ha planteado este proyecto, en busqueda de desarrollar e implementar
una metodologia para la produccién de este factor de manera recombinante mediante el uso de la
levadura Komagatella pastoris, generando asi conocimiento para diferentes sectores de la
economia como lo son el educativo y el industrial. *

Palabras clave: rhEGF, Proteinas recombinantes, ADN recombinante, K. pastoris.
2. Introduccion

El Factor de Crecimiento Epidérmico Humano (hEGF) es un polipéptido de 6kD que se produce
naturalmente a nivel fisioldgico por diversas células como plaquetas, macréfagos, fibroblastos y
células epiteliales. De igual forma, se encuentra presente en diferentes fluidos corporales como
orina, saliva, leche y plasma. Este juega un papel fundamental en la regulacion de las vias de
sefializacion celular relacionadas con el crecimiento, la proliferacion y la diferenciacion celular,
mediante la union a su receptor de membrana especifico, es decir, el receptor del factor de
crecimiento epidérmico (EGFR). Asi pues, se ha encontrado que esta molécula presenta un rol
importante en procesos relacionados con la regeneracion tisular. En este sentido, la versatilidad
funcional de esta proteina de sefializacion ha llevado a su aplicacién en mudltiples campos,
principalmente en la industria cosmética, farmacéutica y biotecnolégica. Lo anterior se debe a que,
tiene un gran impacto en el desarrollo de tratamientos eficaces para lesiones dermatoldgicas como
quemaduras, Ulceras cutaneas, alopecia y arrugas 1234,

Tabla 1. Caracteristicas fisicoquimicas del hEGF.
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El polipéptido hEGF, ha sido protagonista de multiples investigaciones clinicas por su impacto en
procesos fisioldgicos como la cicatrizacion de heridas, reparacion de tejidos y la regeneracion de
la piel, un ejemplo de esto es la investigacion de Young-Bae Kwon y colaborados donde se emplea
hEGF obtenido de forma recombinante para acelerar la cicatrizacion en ratas, obteniendo
resultados positivos al acelerar el proceso de cicatrizacion. Esta actividad bioldgica ocurre al
estimular la angiogenesis y la reepitelizacion, asi como promover la activacion de miofibroblastos
por medio de las vias de sefializacion PI3BK/AKT y ERK/MAPK generando asi la proliferacion
celular 28,

Cell Proliferation
Cell Survival
Cell Migration

YOOTOTOOOOK

Figura 1. Esquema de las vias de sefializacion implicadas en la funcion del rhEGF’.

Hoy en dia existen diferentes metodologias para la produccién del hEGF; sin embargo, las méas
importantes se basan en extraccion de fuentes naturales (sangre) y estrategias biotecnoldgicas que
incluyen el uso de diversos organismos. Entre estos ultimos, se encuentran plantas como Nicotiana
tabacum, células de mamifero y la expresion en bacterias como en Escherichia coli. Por un lado,
E. coli, es uno de los sistemas mas utilizados debido a su simplicidad a nivel de crecimiento y
proceso de transformacion, asi como una produccién econémica; sin embargo, suele producir el
hEGF en formas insolubles y mal plegadas. Ademas, no posee la capacidad de realizar
modificaciones postraduccionales, como la glicosilacién, que son necesarias para la actividad
bioldgica adecuada del hEGF. Ahora bien, las células de mamifero han demostrado ser un sistema
que permite realizar esta clase de modificaciones y generar un producto estructural y
funcionalmente idéntico al hEGF aut6logo. No obstante, estos sistemas son mas complejos e
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implican un proceso altamente costoso. Por otro lado, en cuanto al uso de plantas transgénicas, se

conoce que ofrecen bajos rendimientos y enfrentan problemas de aceptacion publica y regulacion
8,9,10,11

De esta manera, la tecnologia del ADN recombinante basada en sistemas de expresion eucarioticos
resulta ser una solucion prometedora para la obtencion del hEFG. Estos, poseen la maquinaria
necesaria para realizar modificaciones postraduccionales complejas, facilidad de produccion a gran
escala y estd en un rango intermedio de costos en comparacion con los métodos tradicionales.
Actualmente, la Universidad Icesi se ha destacado por la aplicacion de esta tecnologia para la
produccion de proteinas heterélogas; sin embargo, esta ha utilizado Gnicamente organismos
procariotas como las bacterias y eucariotas como las plantas. Por lo tanto, es crucial expandir el
espectro de herramientas disponibles en los laboratorios de investigacién y avanzar hacia una
metodologia mas completa y versatil, mediante la integracion de organismos eucariotas como
vehiculos de expresion, como la levadura Komagataella pastoris. >

En este contexto, el presente proyecto se propuso sentar las bases para la produccion de proteinas
recombinantes en K. pastoris, empleando el plasmido pPinkalfa-HC en la cepa PichiaPink Strain
1. Hasta ahora, los estudios de produccion de proteinas recombinantes en la Universidad lIcesi se
han concentrado mayormente en bacterias como sistemas de expresion y, en menor medida, en
plantas. La introduccion de levaduras, como K. pastoris, representa un avance significativo que
ampliara las capacidades de los laboratorios de investigacion, abriendo nuevas oportunidades para
el desarrollo de proteinas de alto valor en contextos biomédicos y biotecnolégicos. Asi, este
proyecto no solo buscé expandir las técnicas de produccion de proteinas recombinantes en sistemas
eucariotas, sino también posicionar a la universidad como un referente en investigacion y establecer
una base sélida para futuras aplicaciones en la produccion de proteinas recombinantes de interés
terapéutico.

3. Metodologia
3.1. Establecimiento de las condiciones de crecimiento de Komagataella pastoris.

Como primer paso, se verificd que si hubiera presencia del plasmido dentro de las levaduras a
emplear, para esto se realizo PCR a las colonias con las que contdbamos, estas colonias se
diferenciaban en 2 grupos, con marcador His-Tag y sin marcador His-Tag. Inicialmente se realizd
el proceso de lisado de las células, el cual consistié en tomar una coloniay diluirla en 70uL de agua
DPC, posteriormente la muestra se calentd durante 2 minutos en microondas y se agito, este
proceso se repitid 3 veces para luego poner la muestra a -80°C durante minimo 10 minutos, luego
se volvié a calentar a 95°C para finalmente centrifugar a temperatura ambiente por 10 minutos a
2500 rpm, del sobrenadante se tomaron 5uL que fueron empleados como muestra para preparar el
mix de PCR y finalmente llevando a cabo la reaccién de PCR en el termociclador. Las condiciones
de la reaccion se encuentran en la Tabla 3.



Para la visualizacion de los resultados se empled un gel de agarosa al 1% y se tifi6 con bromuro de
etidio por 20 minutos.

Tabla 2. Mix para la confirmacion del plasmido mediante PCR.

Componente Cantidad (pL)

Agua DEPC 10,3

DNTP’s 10 mM 0,4
Buffer de Taq 2
Primer pPink_nuevo Forward 10uM 1
Primer pPink_nuevo Reverse 10uM 1
Template* 5

Taq Polimerasa (Dream taq Thermo) 0,3
Volumen Total 20

Tabla 3. Termoperfil para la confirmacion del transgén mediante reaccion de PCR.

Etapa Condiciones
o o 95°C
Desnaturalizacion Inicial i
1,5 minutos
S wralizacis 95 °C
esnaturalizacion 30 segundos
] 58.9°C
Annealing 1 minuto X 34
-7 72 OC
Extension i
1 minuto
oo i 72°C
xtension fina 10 minutos

3.2.  Establecimiento de las condiciones de crecimiento de Komagataella pastoris.

En un principio, para el proceso de expresion, es crucial determinar las condiciones optimas para
el crecimiento de la levadura Komagataella pastoris modificada. Para ello, inicialmente, se inoculo
25 mL de medio BMGY en erlenmeyers con baffle de 250 mL. Posteriormente, se incubaron a
30°C con agitacién continua a una velocidad de 250 rpm. La progresién del crecimiento se evalu6
continuamente mediante la medicion de la densidad Optica (OD) hasta que alcanzara un valor de
ODeoo = 2,0. Seguido a esto, el cultivo se centrifug6 a una velocidad de 2000 rpm a temperatura
ambiente controlada. Todo lo anterior, con el fin de obtener las células de K. pastoris como
preparacion para las fases posteriores del proceso de expresion.



3.3.  Determinacion de las condiciones para la expresion del rhEGF

Una vez realizada la fase de crecimiento de la levadura, se determinaron los pardmetros adecuados
para la induccion de la expresion del rhEGF. En este caso, se evalué el efecto de la variacion de
dos variables: Tiempo de incubacion post-induccion (48 a 96 horas) y concentracion de metanol
(0.25% a 1%). Las variaciones mencionadas previamente, se determinaron de acuerdo a lo
reportado en la literatura. Para cada experimento, en un inicio, se partié de un stock en glicerol de
las levaduras transformadas para inocular 25 mL de medio BMGY. Posteriormente, se siguio el
procedimiento descrito en la Figura 2, se descartd el sobrenadante, y, el pellet resultante se
resuspendio con 30 mL de medio BMMY.

3.3.1. Determinacion del tiempo de induccién

Para esta primera condicion de la expresion, se trabajo con tiempos de post-induccion de 48 a 96
horas, manteniendo una concentracién de inductor (metanol) fija igual a 0,5%. En este sentido, se
Ilevd a cabo el proceso descrito anteriormente y se siguid con la transferencia a un erlenmeyer con
baffle de 1 L y en este se agregaron 120 mL de medio BMMY suplementado con metanol, para asi
iniciar la expresion del rhEGF. El cultivo se incub6 a 29°C con agitacion a 270 rpm durante 48 a
96 horas para permitir la produccion del hEGF recombinante. Para mantener la induccién de la
produccion de hEGF, se agregd metanol al cultivo cada 24 horas, de manera que se obtuviera una
concentracion final de 0,5%. Es importante sefialar que, se tomé una muestra del medio de cultivo
después del tiempo de induccidn de la proteina, pues, segun lo reportado en la literatura, es en este
dénde se da la produccion del rhEGF.

Partiendo del proceso anterior, se centrifugo el cultivo a una velocidad de 6000 rpm a 4 °C durante
10 minutos, para obtener el sobrenadante y el sedimento celular (proteina total). mediante su
resuspension en un tampon de lisis, seguida de una sonicacion en frio con una amplitud del 50% y
ciclos de 49% de pulso durante 4 minutos, alternando 1 minuto de sonicacién activa (ON) y 1
minuto de pausa (OFF). En un segundo paso de centrifugacion a 11000 rpm por 20 minutos y una
temperatura de 4°C, se obtuvieron las proteinas solubles (sobrenadante) e insolubles (pellet). Todo
lo anterior se analizé por SDS-PAGE con el proceso descrito en la seccion 3.4.

3.3.2. Determinacién de la concentracién de metanol

Teniendo en cuenta los resultados previos, se procedio a evaluar diferentes concentraciones de
metanol como inductor, especificamente en un rango de 0,5% a 2%, bajo el proceso descrito en la
seccion 3.3 y 3.3.1. Dado que en los experimentos iniciales para determinar el tiempo éptimo de
post-induccién se observaron bajas concentraciones de proteina, se decidié concentrar
directamente las muestras obtenidas tras el periodo de incubacion mediante el uso de un Vivaspin.



Posteriormente, se realizo un andlisis por Western Blot para evaluar la expresion de la proteina
recombinante. Es importante destacar que en esta etapa no se analizaron las fases soluble e
insoluble, ya que dichas fracciones habian sido evaluadas en experimentos anteriores, como se
detalla en la Figura 2.
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Figura 2. Protocolo para el crecimiento de K. pastoris y expresion del rhEGF.

3.4.  Verificacion de expresion mediante SDS-PAGE y Western Blot
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Las muestras obtenidas en la seccion 3.3.1 se analizaron mediante SDS-PAGE. Para ello, se
tomaron alicuotas de 1 mL de la proteina total obtenida tras la sonicacion, asi como de las
fracciones solubles e insolubles. Cada alicuota se mezclé con un volumen igual de tampon de
tricina, incubandose a 95 °C durante 5 minutos y centrifugdndose a 12000 rpm por 1 minuto.
Posteriormente, se cargaron 20 ul. de cada preparacion en un gel de poliacrilamida al 14 %,
utilizando tampones de 4nodo y tricina para la electroforesis. El gel se tifi6 con soluciones de azul
de Coomassie y &cido acético en diferentes concentraciones, siguiendo un protocolo del grupo de
investigacion que emplea cuatro soluciones denominadas A, B, C y D, con distintas proporciones
de azul de Coomassie, acido acético e isopropanol, permitiendo la visualizacion de bandas con una
concentracion minima de proteina de 5 ng. Por ultimo, se determind la concentracion de proteina
de interés en las muestras mediante el método de Bradford.

En lo que respecta a la técnica de Western blot, para las muestras de la seccion 3.3.2, se transfirid
la proteina rhEGF desde el gel de SDS-PAGE a una membrana de PVDF, utilizando una corriente
de 0,3 A durante 70 minutos. Posteriormente, la membrana se sometié a un proceso de bloqueo
con una solucién de leche desnatada al 5% en TBS al 0,2% de Tween durante un periodo de una
hora. Seguido a esto, se llevo a cabo la incubacidén con el anticuerpo primario (6x-His Tag
Monoclonal Antibody, ThermoFisher Catalog#MAZ1-135) a una dilucion de 1:5000 en la solucion
de bloqueo, se realiz6 durante 2 horas a temperatura ambiente. Tras completar cuatro lavados con
TBS al 0,2% de Tween, la deteccion de la sefial inmunorreactiva se llevd a cabo utilizando un kit
de quimioluminiscencia Femto (sustrato de maéaxima sensibilidad Thermo Scientific™
SuperSignal™ West Femto Catalog #34095). La sefial quimio luminiscente se capturé mediante
un analizador Amersham Imager 600 equipado con exposicién automatica.

3.4.1. Tincion con plata

Teniendo en cuenta las diferentes sensibilidades entre los métodos de tincion, en algunas casos, se
hizo uso del método de tincidn con plata para la visualizacion de los resultados en los geles de
electroforesis SDS-PAGE. Este, permitié la visualizacion de bandas con concentraciones de
proteina inferiores a los 5 ng, para este método se hizo uso del kit “Pierce Silver Stain Kit, catalogo
No. 24612, de Thermo Scientific” y se siguieron todos los pasos descritos por el protocolo de este
Kit.

3.5.  Cuantificacion de proteina por método de Bradford

Para determinar la concentracion de proteina se empled el método de Bradford. Para ello, se
construyé una curva de calibracion utilizando BSA (albumina sérica bovina) como estandar. En
especifico, se prepararon seis concentraciones de BSA para la curva: 0.1, 0.2, 0.3, 0.6, 0.7,09 y
1.2 mg/mL. Luego, se tomaron 5 pL de cada punto de la curva y se mezclaron con 250 pL del
reactivo de Bradford. Para las muestras de proteina, se realizaron diluciones 1:10 y se siguio el
mismo procedimiento que con la curva de BSA. Las muestras y la curva de calibracion se
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adicionaron en una microplaca y se dejaron en incubacion durante 10 minutos. Posteriormente, las
muestras fueron analizadas en un lector de placas a una longitud de onda de 595 nm.

Finalmente, se emple6 la ecuacion (1) para calcular la concentracion total de proteina,
considerando que la pendiente y el intercepto corresponden a la ecuacion de la recta de la curva de
calibracién, y el factor de dilucion es de 10.

Abs muestra—intercepto

[proteina total en fase soluble] = x 10. [1]

Pendiente

3.6. Concentracion de la proteina rhEGF

Finalmente, teniendo en cuenta que la proteina estaba presente en el medio de cultivo, lo cual
implicaba una alta dilucion, se procedid a concentrar las muestras de los diferentes tratamientos
utilizando dos dispositivos VivaSpin de 15 mL, equipados con una membrana de 3 kDa. Antes de
cada uso, los dispositivos fueron limpiados con una solucion de etanol al 20% y agua tipo I,
centrifugando cada solucién a 7000 x G durante 30 minutos para asegurar la eliminacion de
posibles contaminantes. Posteriormente, se afiadieron 14 mL del medio de cultivo a cada VivaSpin
y se sometieron a centrifugacion a 7000 x G durante un minimo de 90 minutos a 10 °C. Tras la
centrifugacion, se recolectd Unicamente el retenido ubicado en la parte superior del VivaSpin,. Este
proceso de concentracion se realiz6 con casi 50 mL del medio de cultivo hasta obtener un volumen
de 10 mL. Por altimo, se realizaron los lavados correspondientes de la membrana siguiendo el
mismo procedimiento de limpieza inicial, y los dispositivos VivaSpin fueron almacenados con
etanol al 20% junto con las muestras concentradas a 4°C para su conservacion.

4. Resultados y discusion

4.1.  Analisis por PCR del transgén de hEGF.

En primera instancia se verifico la transformacion de la cepa de Komagataella pastoris,
proveniente de un proyecto previo en los laboratorios de investigaciéon. Se disponia de dos
transformaciones distintas: la primera contenia un constructo con la secuencia codificante para
hEGF fusionada a una etiqueta de histidina, designadas como EGFHT1 y EGFHT5; la segunda
carecia de dicha etiqueta y se identificd como EGF1, EGF2, EGF3, EGF5 y EGF6. Cada colonia
se evalué mediante PCR de colonia (ver Figura 3) para confirmar la presencia del constructo
genético necesario para la produccion de la proteina. Se esperaba un producto de amplificacion de
aproximadamente 800 pares de bases (pb), utilizando como control positivo una muestra del
plasmido empleado para la transformacion.
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Figura 3. Analisis por PCR de colonia de K. pastoris transformadas con el plasmido pPink-HC
(~800 pb) y visualizacion en gel de agarosa al 1%. Escalera (bp): Escalera de peso molecular;
control positivo (C+), colonias EGFHT1, EGF1, EGF2, EGF3, EGFHT5, EGF5, EGF6; control
negativo (C-); HT: Inserto del gen de hEGF unido a His-tag.

Al analizar el gel de agarosa, se observO que Unicamente cuatro muestras presentaban bandas
correspondientes al tamafio esperado del plasmido (~800 pb), de las cuales dos provenian de
transformaciones con la etiqueta His-tag. Confirmada la presencia de levaduras transformadas, se
decidié trabajar exclusivamente con las colonias EGFHT1 y EGFHT5 para facilitar los
experimentos posteriores en los que se quisiera realizar una purificacion mas sencilla de la proteina.
Con estos resultados, se procedio a la etapa de expresion de la proteina recombinante.

4.2.  Determinacion de las condiciones de expresion

En primer lugar, se partié de una cepa de levadura transformada previamente e identificada como
EGFHT-5, en la cual se habia confirmado la insercion del plasmido pPinkalfa-HC. A partir de esta,
se procedio a determinar las condiciones dptimas para la expresion del rhEGF. Para ello, se siguio
como referencia el protocolo descrito por Samira Eissazadeh y colaboradores, el cual establece
multiples condiciones para la expresion de proteinas recombinantes en Komagataella pastoris. En
este contexto, se seleccionaron dos variables a evaluar: el tiempo de incubacion post-induccion y
la concentracion de metanol, con base en las condiciones propuestas por el estudio mencionado
previamente y se utilizaron equipos similares para facilitar la replicabilidad de resultados.*®
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De esta manera, se evaluo el sobrenadante, es decir el medio de cultivo post-induccion, variando
el tiempo de incubacion post-induccion, donde el gel de electroforesis de SDS-PAGE (ver Figura
4), evidenci6 que el mejor tiempo de induccion es de 72 horas con la colonia EGFHTS5 de la cepa
de K.pastoris modificada. No obstante, estos resultados no concuerdan con estudios previos, que
indican que el tiempo ideal para la expresion de proteinas recombinantes en esta levadura suele ser
de 96 horas para maximizar la acumulacion de proteinas y la estabilidad en condiciones de
induccion prolongada. Esta discrepancia podria sugerir un posible error en la manipulacion
experimental, especialmente en el montaje de muestras en el gel de SDS-PAGE, lo cual pudo haber
afectado la visibilidad y resolucion de las bandas de proteinas en el analisis. Por esta razon, y con
el objetivo de garantizar condiciones dptimas que se alineen con las practicas reportadas en la
literatura, se decidio ajustar los experimentos posteriores a un tiempo de induccion de 96 horas.
Esta decision no solo sigue las recomendaciones de investigaciones anteriores, sino que también
minimiza la posibilidad de errores técnicos, permitiendo una mayor consistencia y confiabilidad
en los resultados obtenidos. 14151617

48h 72h 96h Lisado
MWM MWM
A (kD)  C(-) EGFHT1 EGFHT5 C(-) EGFHT1 EGFHTS B (kD)  C(-) EGFHT1 EGFHT5 C(-) EGFHT1 EGFHT5
1
250 RN 250 (55 | -
37 N 37 [— e
25 '
25 T f ' |
20 I
20
15 . , \.A’ 15 ;

]

- —

- 10 I
| | =

Figura 4. Determinacion de tiempo de post-induccion para la expresion de la proteina rhEGF.
Geles de electroforesis SDS-PAGE resultantes del ensayo de para determinacion de tiempo de post-
induccion a A. 48 y 72 horas y B. 96 horas. De izquierda a derecha estd el marcador de peso
molecular (MWM), control negativo (C(-)), muestra de la colonia EGFHT1, muestra de la colonia
EGFHTS.

Posteriormente, se siguio6 con la verificacion de la produccion heter6loga de la proteina de interés,
el rhEGF. Para ello, se realizo el proceso descrito en la seccion 3.2 y mediante un gel de SDS-
PAGE al 14% se evaluaron las 3 fases obtenidas: medio de cultivo post-induccion, fase soluble
(sobrenadante obtenido después de la centrifugacion de la lisis celular) y fase insoluble (pellet
obtenido después de la centrifugacion de la lisis celular). Como se puede observar en la Figura 5,
en la fase de medio de cultivo no se present6 ninguna banda que fuera correspondiente a la proteina
de 6 kDa en ninguna de las fases, lo cual indico una baja concentracion de proteina. Por tanto, se
repitid el proceso utilizando la tincion con plata, un método con mayor sensibilidad, en el rango de
nanogramos, que permite detectar concentraciones muy pequefias de proteina (Ver Figura 6). No
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obstante, se observo el mismo comportamiento, no habia ninguna banda a la altura de 6 kDa que
indicara la presencia de la proteina de interés.
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Figura 5. Gel de electroforesis SDS-PAGE para evaluar la concentracién de proteina en el medio
de cultivo post-induccion, fase soluble y fase insoluble. El orden de los pozos de izquierda a
derecha es marcador de peso molecular (MWM), medio de cultivo post-induccion (S), fase soluble
(L) y fase insoluble (FI). Cabe acotar, que se trabajo con las muestras obtenidas de la expresion a
partir de dos colonias distintas de la levadura, EGFHT1 y EGFHTS5.
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Figura 6. Tincion con plata de Geles de electroforesis SDS-PAGE para evaluar la concentracion
de proteina en el medio de cultivo post-induccidn, fase soluble y fase insoluble. EI orden de los
pozos de izquierda a derecha es marcador de peso molecular (MWM), medio de cultivo post-
induccidn (S), fase soluble (L) y fase insoluble (FI). Cabe acotar, que se trabajé con las muestras
obtenidas de la expresién a partir de dos colonias distintas de la levadura, EGFHT1 y EGFHT5.

Teniendo en cuenta lo anterior, y con el fin de descartar que la ausencia de bandas se debiera a una
baja concentracion de proteina en lugar de su inexistencia, se decidid concentrar las muestras del
medio de cultivo post-induccidn utilizando un VivaSpin de 3 kDay el procedimiento de la seccién
3.4.1. En este sentido, en la Figura 7, se logra observar una resolucion muy baja, posiblemente

15



debido a que el método de tincion con plata utilizado, a pesar de ser a partir de un Kit, podria decirse
que no esta completamente estandarizado en los laboratorios de biotecnologia de la Universidad
Icesi, pues no es un método de uso frecuente. Esto dificulta la identificacion clara de las bandas en
los geles; sin embargo, en la Figura 7, se observa una banda tenue debajo de la Gltima linea del
marcador de peso molecular (MWM), lo cual sugiere la posible presencia de rhEGF.
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Figura 7. Tincion con plata de Geles de electroforesis SDS-PAGE para evaluar la cantidad de
proteina reconcentrada (M1) y concentrada (M2) de las muestras de medio de cultivo de post-
induccion con la colonia EGFHTS5. El orden de las muestras estd ubicadas de la siguiente manera
de izquierda a derecha: marcador de peso molecular (MWM), 3 réplicas de muestra 1 (M1) y 3
réplicas de muestra 2 (M2).

A partir de lo anterior, se realiz6 un analisis mediante Western blot para confirmar la presencia de
la proteina recombinante. Este método destaca por su alta sensibilidad y especificidad, ya que
utiliza anticuerpos capaces de reconocer regiones especificas de las proteinas denominadas
epitopos. En nuestro caso, se empled un anticuerpo dirigido contra las colas de histidina (His-tag),
que fueron incorporadas a la proteina de interés, el rhEGF, durante su disefio para facilitar su
deteccidn. Asi, el anticuerpo utilizado en el Western blot se uni6 especificamente a estas colas de
histidina, permitiendo una identificacion precisa del rhEGF incluso en bajas concentraciones. Para
garantizar la consistencia en los resultados, se analizaron las mismas muestras previamente
evaluadas mediante SDS-PAGE (Ver Figura 7).
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Figura 8. Evaluacion de la expresion de rhEGF mediante Western blot en las muestras de cantidad
proteina reconcentrada (M1) y concentrada (M2) del medio de cultivo de post-induccién con la
colonia EGFHTS5. Las muestras estan ubicadas de la siguiente manera: marcador de peso molecular
(MWM), muestra reconcentrada (M1) y muestra concentrada (M2).

De acuerdo con la Figura 8, se verifico la presencia de la proteina mediante la observacién de una
banda a la altura correspondiente a un peso molecular superior a 10 kDa. No obstante, este peso no
coincide con el valor esperado para el rhEGF con His-tag, el cual, segln la literatura, deberia estar
en torno a los 7 kDa como méaximo. Esto se basa en que la adicion de una etiqueta de histidina de
seis residuos generalmente incrementa el peso molecular de la proteina en aproximadamente 0.7 a
1 kDa. La diferencia sugiere la posibilidad de modificaciones postraduccionales o de interacciones
no especificas que alteran el peso molecular aparente en la membrana. En concreto, K. pastoris
tiene la capacidad de glicosilar proteinas, lo que podria haber llevado a la adicion de un glicano
grande a la cadena principal de la proteina, por lo que el peso molecular pudiera verse afectado,
afectando su peso molecular. Ademas, hEGF cuenta con regiones propensas a interacciones no
covalentes que pueden influir en la formacion de dimeros, la cual no es desconocida e incluso se
sabe que aminoacidos como Leul5 y His16 contribuyen en las interacciones necesarias para la
formacion de estos, abriendo la puerta a hipétesis, como la formacidn de uniones intermoleculares
debido a las regiones no polares como Leul5, sin embargo, se sabe muy poco sobre el mecanismo
molecular de la dimerizacion del hEGF, y son varias las hipotesis que existen, 1819:20.2L

4.3.  Verificacion de la expresion de la proteina modificando la concentracion del inductor

Basandonos en los resultados de Adi Santoso y colaboradores, quienes evaluaron la cantidad de
proteina producida en funcion de la cantidad de inductor agregado, decidimos replicar el
experimento utilizando cuatro tratamientos diferentes Para ello, se varié la concentracion de
metanol, incrementandola en un 0,5% en cada tratamiento. De este modo, se comenz6 con una
concentracion de 0,5%, la cual es ampliamente empleada segun la literatura, y se alcanz6 una
concentracion final de 2%. Es importante sefialar que, para este experimento, se repitié el proceso
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de expresion y el medio de cultivo post-induccidn se concentré de acuerdo con el procedimiento
descrito en la seccion 3.5. Una vez finalizado el proceso proceso anterior, se realizaron geles de
SDS-PAGE vy se aplicaron técnicas de tincion con Coomassie y plata para analizar los resultados
(ver Figura 9).2%*
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Figura 9. Geles de electroforesis SDS-PAGE al 14% para la evaluacion de muestras de proteina
concentrada bajo diferentes condiciones de induccién. Se utilizaron cuatro tratamientos con
diferentes concentraciones de metanol durante el proceso de induccion de la proteina, ademas de
un control negativo sin metanol. La tincidn de proteinas se realizé con Coomassie (A) y con plata
(B). El orden de los pozos de izquierda a derecha es el siguiente: marcador de peso molecular
(MWM), tratamiento 1 (0,5%), tratamiento 2 (1%), tratamiento 3 (1,5%), tratamiento 4 (2%) y
control negativo (C(-)).

Como se puede observar en la Figura 7, no se identificaron bandas visibles a la altura de 6 kDa o
10 kDa, en caso de que se hubieran formados dimeros, por lo tanto, no se puede establecer que la
proteina se produjo a partir del sistema de expresion empleado. Por esta razén, se realiz6 un
Western blot adicional con el objetivo de verificar la produccion de rhEGF. Sin embargo, de
acuerdo con los resultados mostrados en la Figura 10, se determind que la proteina no fue
producida. Esto sugiere que la cepa de K. pastoris utilizada podria no ser un sistema estable o
eficiente para la produccion de rhEGF en estas condiciones.

MWM
B o T T2 713 T4 Control(-)

10 | |
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Figura 10. Membrana de Western Blot evaluando proteina concentrada. El orden de los pozos de
izquierda a derecha es: marcador de peso molecular (MWM), tratamiento 1 (T1), tratamiento 2
(T2), tratamiento 3 (T3), tratamiento 4 (T4) y control negativo (C(-)).

La ausencia de expresion de la proteina de interés segln los resultados mostrados previamente
puede estar influenciada por multiples factores. En primer lugar, al disefio del casete de expresion
en el plasmido pPinkalfa-HC (Ver Figura 11), ya que segun la literatura, la estabilidad y eficiencia
de expresion de proteinas recombinante en sistemas, como las levaduras, pueden verse
comprometidas si este casete no esta bien disefiado o si la integracion del plasmido en el genoma
de K. pastoris es inestable, lo cual podria llevar a la pérdida del gen insertado o a niveles de
expresion insuficientes.?®
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Figura 11. Yeast plasmid pPINK(Alpha)-HC
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En segundo lugar, se debe acotar que la cepa de la levadura modificada, se encontraba almacenada
a manera de subcultivos de colonias que se conservaban en cajas Petri a 4°C. Este tipo de
almacenamiento, aunque es adecuado para periodos cortos de tiempo, no es el ideal para
conservacion prolongada de cepas transformadas. Diversos factores, podrian haber afectado la
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capacidad de la misma para la produccién del rhEGF de manera eficiente. Principalmente, la
viabilidad de las células puede disminuir si no se criopreservan correctamente usando agentes
crioprotectores como el glicerol. Esto, en vista de que las bajas temperaturas (-80 °C) ralentizan el
metabolismo, pero no lo detienen completamente, lo que puede causar un desgaste gradual de las
células y asi sean menos susceptibles a la inestabilidad genética. En cambio, si se son almacenadas
bajo métodos que no son de congelacion profunda, puede ocurrir una perdida parcial o total del
plasmido, asi como mutaciones no deseadas. Por esta razon, la mejor forma para almacenar cepas,
sin que haya cambios a nivel gendmico, es empleando la criopreservacion, ya que esta permite un
almacenamiento a largo plazo y es méas econdémica que otras técnicas como por ejemplo la
liofilizacion.?*

Asimismo, al desconocer con precision el tipo de cepa utilizada para el proceso de transformacién,
puede que se hayan cometido errores al momento de plantear los experimentos y la cantidad de
inductor empleado. Lo anterior, ya que existen fenotipos que cuentan con diferentes genes
codificantes como lo son AOX1 y AOX2, y segun el fenotipo que se tengan, varian las tasas de
crecimiento. Esto, partiendo de que si se cuenta Unicamente con AOX1 no hay problema con la
tasa de crecimiento, pero si no se cuenta con AOX1 el crecimiento se ve drasticamente afectado.
Otro factor es la produccion de proteina, en levaduras este depende del consumo de metanol, la
mayoria de autores recomiendan un uso de 0,5% de metanol y un maximo de 2,5% debido a que
mayores porcentajes son nocivos para la biomasa, pero en contraste se ha visto que pocas
cantidades de inductor generan una degradaciéon proteolitica por lo que se obtienen bajos
rendimientos.?

Ahora bien, es relevante destacar que en el proceso de expresion (Ver Figura 2), se considerd
constantemente la disponibilidad de oxigeno, ya que una baja oxigenacion afecta negativamente la
biosintesis de ergosterol, un componente crucial para la formacion de la membrana celular en
levaduras. Ademas, la falta de oxigeno impacta el metabolismo central del carbono y la respuesta
al estrés, elementos fundamentales para el crecimiento y productividad de las levaduras. Por esta
razén, se utilizaron Erlenmeyers con deflectores, ya que estos incrementan la transferencia de
oxigeno y aseguran un suministro mas adecuado para los microorganismos. De igual forma, estos
ayudan a prevenir zonas de baja oxigenacion, lo que permite una distribuciéon de oxigeno casi
uniforme. Sin embargo, también presentan ciertas limitaciones como la ubicacion de los
deflectores, pues esta puede generar variaciones en la tasa de transferencia de oxigeno entre
diferentes tratamientos. Esto, dificulta mantener condiciones uniformes en todos los ensayos.
Ademas, el aumento de la transferencia de oxigeno puede causar una mayor formacion de espuma,

lo cual es perjudicial para el incremento de la biomasa y puede afectar la eficiencia del proceso.?®
27.

Lo anterior, también se ve influenciado por la composicidn de los medios de cultivo empleados, se
emplearon medios ya conocidos por sus buenos rendimientos en K. pastoris que permitieran alta

20



formacion de biomasa y produccién de proteina. Para el crecimiento de levaduras se empleé medio
BMGY, las cuales sus siglas en ingles significan “Buffered Glycerol- complex Medium”, esta
solucion nutritiva es ideal para el crecimiento de biomasa ya que contiene glicerol como principal
fuente de carbono permitiendo un rédpido crecimiento sin inducir la expresion de los genes
controlados por AOX1;ademas, no es un compuesto toxico, por lo que, permite la acumulacion de
biomasa, cuenta tambien con sales que son vitales para las funciones de la levadura asi como para
el control del pH, el cual puede disminuir debido a desechos o células muertas.

Una vez alcanzada una densidad celular dptima, se realizé el cambio al medio de cultivo que
permitiera la induccion de la proteina recombinante. Para ello, se utilizé el medio BMMY
(Buffered Methanol- complex Medium), cuyos componentes son los mismos que el de crecimiento
con la Unica diferencia de la fuente de carbono, que en este caso es metanol y no glicerol. Este
compuesto es indispensable, ya que activa el promotor AOX1 del constructo genético y asi
desencadenar la produccion de la proteina.

Otro factor critico es la temperatura, ya que influye tanto en el desarrollo de biomasa como en la
eficiencia de expresion. La temperatura afecta aspectos como la cantidad de proteina secretada y
el correcto plegamiento. En este proyecto, se utilizd la temperatura recomendada por diversos
autores, gque oscila entre 25°C y 30°C. Estas temperaturas, inferiores a 30°C, son favorables para
el metabolismo energético, promueven un buen plegamiento y una eficiencia alta de expresion,
ademas de disminuir la muerte celular y la degradacion de proteina y aseguran una alta eficiencia,
especificamente para el factor de crecimiento epidérmico se determin6 que la temperatura mas
indicada era a 29°C y que temperaturas superiores disminuian drasticamente la cantidad
expresada®®?8,

Después de revisar y analizar las posibles causas por las que la produccién de rhEGF en K. pastoris
no fue la esperada, se presentan a continuacion algunas recomendaciones y perspectivas para
optimizar resultados en investigaciones futuras. En primer lugar, se sugiere utilizar una cepa
comercial bien establecida para la expresion de proteinas recombinantes, que haya demostrado
estabilidad y eficacia frente al inductor, y que no presente posibles mutaciones que comprometan
su rendimiento. Entre las cepas mas utilizadas y recomendadas en la literatura se encuentra GS115,
la cual ha sido empleada exitosamente en la produccién de diversas proteinas, incluido el factor de
crecimiento epidérmico humano (hEGF). Asimismo, es fundamental seleccionar un vector de
expresion confiable y ampliamente validado. En este sentido, se recomienda continuar utilizando
el plasmido pPIC9K, conocido por su eficacia en la expresion de proteinas recombinantes. Este
vector incluye el promotor AOX1 y el factor alfa, los cuales facilitan tanto la induccion como la
secrecion de la proteina de interés. La combinacion del vector pPIC9K con la cepa GS115 ha
demostrado ser una plataforma eficiente y confiable, incluso para la produccion de hEGF.**
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Finalmente, es crucial garantizar la correcta integracion del transgén en el cromosoma de la
levadura. Esto comienza desde el disefio de un casete de expresion adecuado, asegurando que la
informacidn genética se integre correctamente en el genoma de la cepa transformada. Antes de
continuar con experimentos de expresion, se debe verificar mediante analisis moleculares, como
PCR o Southern blot, que el transgén esté presente y correctamente integrado. Este paso es esencial,
ya que errores en la clonacion o la integracion pueden ser determinantes en el éxito o fracaso de la
produccion de la proteina recombinante.

5. Conclusiones

Dando cumplimiento al objetivo general del proyecto, se comprob6 que la metodologia aplicada
resultd efectiva para la expresion de una proteina recombinante con colas de histidina. Las
condiciones evaluadas (29 °C, 0,5% de inductor y 96 horas de expresion) demostraron ser
favorables para la expresion de rhEGF en Komagataella pastoris, consolidando un protocolo viable
para la produccién inicial de esta proteina recombinante.

No obstante, la variabilidad observada en la expresion del rhEGF sugiere posibles deficiencias en
el disefio del constructo genético y su integracion cromosémica en el genoma de K. pastoris. Por
lo tanto, la cepa y el constructo genético empleados no mostraron ser un sistema de expresion
completamente consistente para la produccion recombinante del factor de crecimiento epidérmico
humano.

En conclusion, si bien se logré cumplir el objetivo general de este proyecto, persisten incognitas
relacionadas con la optimizacion del disefio y la integracion del constructo genético para maximizar
la produccién de rhEGF. Por ello, este estudio constituye un punto de partida significativo y una
oportunidad para futuras investigaciones destinadas a desarrollar un sistema de expresion mas
eficiente y reproducible.
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