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Introducciéon. Uno de los problemas para la correcta
caracterizaciéon bioquimica de las enzimas nativas y
recombinantes es la protedlisis, donde en ocasiones los
inhibidores de proteasas inhiben también a la enzima de
interés. Para resolver este problema al producir enzimas
recombinantes, se han disefiado cepas con deficiencia
en proteasas, como la cepa SMD1168H de Pichia
pastoris [1] deficiente en proteasas tipo A. Enzimas como
la lipasa pancredtica humana relacionada del tipo 2
(HPLRP2), cuya actividad preferencial se ha reportado
para los galactolipidos [2], son muy sensibles a la accion
de las proteasas presentes en el medio de cultivo, lo cual
dificulta su estudio bioquimico debido a su inestabilidad
al momento de ser purificada y caracterizada.

El objetivo del presente trabajo fue transformar la cepa
SMD1168H de Pichia pastoris para la produccion de la
rHPLRP2 con la menor degradacion proteolitica posible
para su caracterizacién bioquimica.

Metodologia. EIl ADNc de la HPLRP2 clonado en el
plasmido pGAPZB [2] fue utilizado para clonacién en las
levaduras de P. pastoris (invitrogen) X-33 (cepa silvestre)
y SMD1168A (cepa -PA) por electroporacion. Los clones
positivos fueron seleccionados y crecidos por 3 dias en
un medio YPD con aitibidtico. La actividad enzimética se
midi6 con tributirina (TC4) a pH 8.0 y 37°C [2]. Los clones
con mayor actividad fueron seleccionados para cinéticas
de produccion en YPD por 7 dias. Se realiz6 Western blot
cargando la misma cantidad de unidades totales de
rHPLRP2 con anticuerpos policlonales para la HPLRP2 e
inmunoglobulinas de cabra anticonejo conjugadas a la
fosfatasa alcalina.

Resultados y discusiéon. En la Fig. 1A, se muestra la
actividad de los clones positivos para los dos tipos de
cepas de P. pastoris. En las cinéticas de produccién de la
rHPLRP2 para cada cepa (Fig. 1B), se observo una
mayor producciéon para la cepa SMD1168H (31 U/mL)
respecto a la X-33 (22 U/mL) a los 7 dias de cultivo,
debido a que existe una mucho menor protedlisis de la
rHPLRP2 con la cepa - PA (Fig. 1C). Se recomienda
parar el cultivo de la rHPLRP2 a los 2 dias para
SMD1168H, ya que su produccion es mayor (24 U/mL)
y la enzima se encuentra con una baja protedlisis en

comparacion con X-33 (16 U/mL).
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Fig. 1. Produccion de la HPLRP en la cepa X-33 y SMD1168H de
Pichia pastoris. (A) Actividad en tributirina (TC4) de los clones
positivos. (B) Cinéticas de cultivo de los mejores clones obtenidos para
la rHPLRP2 de cada cepa. Analisis por Western blot de las cinéticas de
produccion de la rHPLRP2.

Conclusiones. El empleo de la cepa deficiente en
proteasas (SMD1168H) de P. pastoris permitié producir
una rHPLRP2 con una menor degradacion lo cual
permiti6 su posterior purificaciébn y caracterizacion
bioguimica.
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