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Introduccién. La tripsina del camardn Litopenaeus
vannamei tiene mayor actividad especifica que la tripsina
humana y bovina, lo que la hace una candidata potencial
para su produccién en forma recombinante. Una opcién
seria producir esta proteasa a través de su zimégeno
inactivo (tripsinégeno). Ademas, el tripsinégeno de L.
vannamei no ha podido ser aislado de su fuente natural,
por lo que su produccién en un sistema de expresion
proporcionaria la posibilidad de hacer estudios
funcionales dirigidos a entender su mecanismo de
activacion y regulacién. Sin embargo, su sintesis en
Pichia pastoris a través de su zimdgeno causa toxicidad
sobre su hospedero debido a una rapida autoactivacién
del tripsingeno recombinante producido (1). Un
tripsin6geno quimérico de lenta autoactivacién facilitaria
la sintesis de tripsina de camarén en P. pastoris.

En el presente trabajo se evalué la toxicidad de un
tripsinégeno quimérico (TgQ) sobre células de P. pastoris
y se correlaciond con el mecanismo de autoactivacién de
los tripsindgenos.

Metodologia. Se empleé una cepa de P. pastoris
productora de un tripsinégeno quimérico (KM71TgQ)
formado por la tripsina del camarén L. vannamei y el
péptido de activacion del tripsinbgeno humano,
construida previamente en nuestro laboratorio. Se
realizaron cinéticas de crecimiento comparativas en
condiciones de induccién por 12 h como método indirecto
para evaluar la toxicidad de una proteina heteréloga
sobre su hospedero. Se determin6é la velocidad
especifica de crecimiento (u) de la cepa KM71TgQ en los
medios BMM y BMM suplementado con sorbitol o alanina
(BMMS o BMMA), y se compararon con las
correspondientes de dos cepas testigo productoras del
tripsindgeno |l de L. vannamei (KM71Tg4) y de una fitasa
bacteriana (KM71PhyC). Se realizd un analisis de
varianza (ANOVA) y comparaciones multiples de Tukey.

Resultados. Las cinéticas de crecimiento en el medio
BMM de las cepas KM71TgQ y KM71Tg4 mostraron un
comportamiento muy similar entre las dos cepas sin
presentarse un incremento significativo en el nimero de
células viables a través del tiempo (4 ~0 h™). Sin
embargo, la cepa KM71PhyC presenté un incremento de
células viables desde el inicio y hasta el final del cultivo
(W = 0.060 h™). En el medio BMMS la cepa KM71TgQ

mostré un crecimiento exponencial desde el inicio del
cultivo hasta las 8 horas (u = 0.074 h'1), con una fase
estacionaria posterior. Mientras que la cepa KM71Tg4
presenté la fase estacionaria a partir de las 4 horas y
hasta el final del cultivo (u = 0.052 h"), y la cepa
KM71PhyC una fase de crecimiento exponencial desde el
inicio hasta el final del cultivo (u = 0.102 h'1). En el medio
BMMA las tres cepas evaluadas (KM71TgQ, KM71Tg4 y
KM71PhyC) mostraron un crecimiento exponencial desde
el inicio hasta el final del cultivo (4 = 0.111, 0.091 y 0.074
h”, respectivamente).

Conclusiones. Los resultados de las cinéticas de
crecimiento indicaron que en los medios de cultivo BMM
y BMMS, TgQ vy el tripsinbgeno de camardn presentan
toxicidad sobre las células hospederas de P. pastoris,
pero en el medio BMMS, TgQ muestra menor toxicidad
que el tripsinogeno de camar6n sobre las células
hospederas. La adicion de alanina en el medio de cultivo
genera una mayor disminucién de la toxicidad de TgQ vy
el tripsinégeno de camaroén sobre las células hospederas
que la adicién de sorbitol. Ademas, la alanina tiene un
efecto adicional que estimula el crecimiento celular en las
cepas KM71TgQ y KM71Tg4 que no tiene efecto en la
cepa KM71PhyC, siendo este efecto mayor en la cepa
KM71TgQ que en la cepa KM71Tg4. Estos resultados
sugieren que la velocidad de autoactivacion del TgQ es
s6lo un poco menor que la del tripsindgeno de camarén.
Un analisis de la secuencia aminoacidica de TgQ sugiere
que el residuo de tirosina de TgQ en la posicion
equivalente al Asp®'® de la tripsina humana podria
disminuir la repulsién electrostatica del péptido de
activacion de TgQ que generaria una autoactivacion con
una velocidad intermedia entre la correspondiente al
tripsinogeno de camarén y la del tripsinbgeno de
vertebrados.
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