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Introducciéon. Para aumentar los rendimientos en el
replegamiento de proteinas recombinantes expresadas
como cuerpos de inclusién se ha demostrado, que el
empleo de catalizadores del plegamiento y de la formacion
de enlaces disulfuro, acoplados a sistemas
cromatograficos son eficientes, reusables y potencialmente
aplicables a escala de produccion. Sin embargo, la
limitante de éste método denominado “replegamiento
cromatogrdfico asistido’, es el costo extra que involucra la
preparacion de estos biocatalizadores y su estabilidad
operacional (1,2). Con el objetivo de evaluar una
alternativa de purificacion e inmovilizacion aplicable a gran
escala se fusioné el dominio apical de GroEL, y las
oxidoreductasas DsbA y DsbC al modulo de unién a
celulosa CBDgey de Cellulomonas fimi. Estas proteinas
fusionadas al CBDc¢ey, se purificaron e inmovilizaron a
celulosa en una sola etapa y asistieron de forma eficiente
el replegamiento oxidativo de lisozima tanto en lote como
en forma cromatografica (3). Para determinar la estabilidad
de este sistema de replegamiento cromatogréfico asistido,
en el presente trabajo, se evalué la funcionalidad de
D.A.Groel-CBDgex, DsbA-CBDcex Yy DsbC-CBDgex al
exponerlos a condiciones desnaturalizantes severas.

Metodologia. Los biocatalizadores se inmovilizaron en
celulosa y fueron expuestos a diferentes concentraciones
de GdnHCI/B-Me, durante 10-120 minutos; después se
removié la mezcla GdnHCI/B-Me, y las matrices de
replegamiento “tratadas “se emplearon en ensayos de
replegamiento oxidativo de lisozima. Por otra parte se
prepar6 la columna catalitica con o sin los
biocatalizadores inmovilizados la cual se empleo durante
8 ciclos de replegamiento de una muestra de lisozima
desnaturalizada 6M GdnHCI y 120mM B-Me (condiciones
extremas). Se determiné la actividad enzimatica de
lisozima en cada muestra y la fraccién (0-1.0) o el % de
replegamiento se determiné en funcién de la actividad
correspondiente a la lisozima nativa.

Resultados y discusion. En la Fig. 1 se muestran las
curvas que describen la disminucion de la actividad de
los biocatalizadores por la exposicion a GdnHCI/B-Me.
Después de 120 min de incubacion. A 4M/80mM
GdnHCI/B-Me D.A.goe-CBDgey, conserva tan solo 0.29
de su actividad (panel A), mientras que DsbA-CBDce
(panel B) y DsbC-CBDg¢x (panel C) conservan hasta un
0.7 de su capacidad de replegamiento inicial. Sin
embargo cuando los tres biocatalizadores son expuestos
a tiempos cortos o condiciones de 2M/42Mm GdnHCI/B-
Me solo pierden 0.1-0.15 de su actividad catalitica. En la

columna catalitica los tres biocatalizadores se
mantuvieron inmovilizados a la matriz de replegamiento y
conservaron su funcionalidad hasta por cinco ciclos de
replegamiento con una eficiencia del 0.9 contra un 0.5 del
sistema espontaneo, aln cuando la lisozima inyectada se
encontraba en 6M GdnHCI y 80Mm -Me (Panel D).
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Fig. 1.Estabilidad de los biocatalizadores del replegamiento
en condiciones desnaturalizantes. Actividad remanente de
los biocatalizadores inmovilizados en celulosa en funcion de la
exposicion a GdnHCI/ B-Me. Panel A: D.A.GroeL-CBDgex . Panel
B: DsbA-CBDcex y Panel C: DsbC-CBDcex. Panel D: Cinética del
replegamiento oxidativo cromatografico de lisozima durante 7
ciclos, desarrollado en forma asistida por DsbA-CBDcex, DsbC-
CBDcex, D.A.Groer-CBDcex, expresada como % de replegamiento
asistido (+) o espontaneo (®) y Eficiencia del replegamiento
asistido () o espontaneo ().

Conclusiones. DsbA-CBDcey, DSbC-CBDcey, ¥ D.A.GroeL-
CBDcex permanecen inmovilizados y estables a las
condiciones desnaturalizantes que se emplean en el
sistema de replegamiento cromatografico oxidativo.
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