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Pichia pastoris es wuna levadura muy utilizada
actualmente como sistema de expresion para la
produccién de proteinas recombinantes, tanto para
investigacion basica como para fines industriales, debido
a su facil manipulacién genética, a los altos niveles de
produccién tanto intra como extracelular de la proteina de
interés, la habilidad de realizar modificaciones
postraduccionales similares a las de los organismos
eucariontes superiores (glicosilacion, puentes disulfuro y
procesado proteolitico) que generan un plegamiento
correcto de la proteina, y en el caso de expresion
extracelular, a las etapas sencillas de concentracion y
purificacién de la proteina recombinante. Este sistema de
expresion emplea vectores de integracion que generan
una estabilidad génica incluso en procesos a gran escala.
Los cultivos se realizan con medios minimos sencillos y
econdémicos, y son escalables. Los parametros que
influyen en la productividad y actividad de la proteina
recombinante (pH, aireacién, velocidad de adicion de la
fuente de carbono, etc.) son controlados facilmente.
Proteinas dificiles de producir en otros sistemas de
expresion han sido producidas con éxito en P. pastoris.
Todo esto hace a P. pastoris un sistema de eleccion para
la produccion de proteinas recombinantes.

Nosotros iniciamos a trabajar con la levadura P.
pastoris hace 17 anos. En nuestro grupo de trabajo han
participado y participan estudiantes voluntarios de
diversas licenciaturas, estudiantes de servicio social, y
estudiantes de tesis de licenciatura, maestria y
doctorado. Hasta la actualidad se han construido cepas
recombinantes de P. pastoris con fenotipos Mut® y Mut®
(utilizacibn de metanol tipo positiva y lenta,
respectivamente) que secretan al medio de cultivo once
proteinas diferentes. Hemos podido constatar que la
seleccion de la cepa recombinante al momento de la
integracién del gen heter6logo en el genoma de la
levadura aumenta tres veces la produccion de la proteina
recombinante, el uso de biorreactores de 10 a 100 veces,
la optimizacion de las condiciones de cultivo otras tres
veces mas y el uso de genes sintéticos con codones
preferenciales 15 veces mas. Todo esto nos ha llevado a
niveles de proteina recombinante en el medio de cultivo
del orden de 10 g/L. Ademéas se han desarrollado
estrategias de concentracion y purificacién de la proteina
recombinante producida.

Con una de las cepas construidas se realizé6 una
transferencia tecnolégica y tres patentes (1).

Conjuntando técnicas de ingenieria de proteinas y el uso
de genes sintéticos se mejor6 la termoestabilidad y se
consiguié la sobreproduccion de una enzima de utilidad
en la nutricion de especies acuicolas agastricas (2). Con
otra de las cepas se hizo un estudio comparativo del
efecto en la fisiologia de P. pastoris y en la produccién de
la proteina recombinante al cultivar esta cepa en medio
liquido sumergido o sobre soporte sélido (3). Con tres de
las cepas se estan haciendo estudios para determinar las
propiedades bioquimicas de las proteinas debido a su
dificil obtencién de su fuente natural, y ademas se han
desarrollado estrategias para producir en P. pastoris
proteinas téxicas para el hospedero (4). Con otra de las
proteinas producidas se esta realizando una evaluacién
en campo para su aplicacion comercial en la nutricién
animal (5) y simultaneamente se estan realizando
estudios de escalamiento del proceso. Por Ultimo,
estamos trabajando en la construccién de dos nuevas
cepas de P. pastoris productoras de proteinas con
utilidad en el area de alimentos y en un proyecto de
ingenieria metabdlica de P. pastoris.
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