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Introduccion. Las proteinas expresadas de forma
heteréloga en E. coli frecuentemente forman agregados
insolubles e inactivos denominados cuerpos de inclusién
(Cl). Los CI son aislados, solubilizados, y después
sometidos a un proceso de replegamiento en el cual la
proteina recupera su estructura nativa y funcional. A nivel
de laboratorio se ha demostrado que el replegamiento
cromatografico asistido por chaperones moleculares tiene
un gran potencial para su uso a nivel industrial (1), por lo
que es deseable contar con herramientas que faciliten su
escalamiento. Un modelo matemético combinado con la
estimacion experimental de algunos parametros, es una
herramienta que puede ahorrar tiempo y costos de
investigacion en el proceso de escalamiento. Para la
descripcion de los procesos de plegamiento no asistido
de proteinas se ha planteado un modelo simple (Fig 1),
en el que se forma un intermediario de plegamiento (I) a
partir del cual la proteina puede pasar a un estado nativo
activo (N) o a un estado agregado inactivo (A), con una
constante de plegamiento kN y una de agregacion KA,
(2,3).
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Figura 1. Modelo de plegamiento de proteinas de tres estados.

El objetivo de este trabajo es determinar si la cinética de
replegamiento de lisozima asistido por el Dominio Apical
de la chaperonina GroEL (DAge) de forma libre o
inmovilizado en celulosa se puede describir y predecir
por un modelo simple de tres estados.

Metodologia. Las cinéticas de replegamiento
espontaneo o asistido por el DAgoe, de diferentes
concentraciones de lisozima se realizaron manteniendo
una relacién molar 1:1, a 125 rpm y 10% de glicerol. Los
datos obtenidos fueron normalizados y ajustados
mediante Origin 7.0.

Resultados y discusion. La figura 2 muestra las
cinéticas de replegamiento espontaneo y asistido de 25
ug/mL de lisozima. Los simbolos muestran los datos
experimentales y la linea punteada el ajuste a modelo de
tres estados. Se observa claramente que las cinéticas de
replegamiento se ajustan mejor al modelo que considera
a las reacciones de plegamiento de primer orden y a la

s de agregacion de segundo orden, como limitantes del
replegamiento. Los resultado obtenidos al replegar 50
pg/mL de lisozima fueron similares y muestran que aun
aumentando la concentracion lisozima, el factor “fi””
(fiasistido/fiespontaneo) €S mMayor a 1 lo que indica que el
DAgoeL €S capaz de evitar la agregacién y favorecer el
replegamiento (cuadrol).
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Figura 2. Cinéticas de replegamiento espontaneo y asistido de
lisozima por DAgoeL @ 25 pg/mL.

Cuadro 1. Parametros del replegamiento espontaneo y asistido.

Replegamiento N/U kN KA figkn i r’
Lisozima 25 pg/mL
Espontaneo 0.46 0.018 141 0.013 0.98
Asistido 0.58 0.028 1.60 0.018 1.39 0.99
Lisozima 50 pg/mL
Espontaneo 0.43 0.0833 2.09 0.016 0.98
Asistido 0.48 0.047 254 0.019 1.18 0.98
Conclusiones. Las cinéticas de replegamiento de

lisozima asistido por el DAge. S€ ajustan un modelo
simple de tres estados.
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