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Introduccion: La formacion de cuerpos de inclusion
(ClI), abaten los rendimientos obtenidos en la produccion
de proteinas recombinantes expresadas en E. coli. Las
proteinas de CIl requieren de un proceso de
replegamiento (espontaneo ¢ asistido), para la recuperar
su estructura nativa; sin embargo, algunas proteinas
como la hGH e insulina, ademas de plegarse, requieren
de la formacion de sus enlaces disulfuro. En el
“replegamiento oxidativo” se han empleado con éxito
catalizadores del plegamiento (D.A.rel), Y de la
formacion de enlaces disulfuro (DsbA y DshC);
acoplados a sistemas cromatograficos (1); sin embargo,
su aplicacién a mayor escala, esta limitada por los costos
involucrados en la inmovilizacidn de estas proteinas. Se
ha demostrado que los modulos de afinidad a celulosa
(CBD) son una alternativa de purificacion e
inmovilizacion econémica y aplicable a gran escala en la
preparacién de estos biocatalizadores (2).

En éste trabajo, se evalué la funcionalidad de las
proteinas D.A.goeL, DSbA y DshC fusionadas al CBDceyx
de Cellulomonas fimi, en un sistema de replegamiento
oxidativo empleando lisozima como proteina modelo.

Metodologia: Se disefiaron los oligonucleétidos para la
amplificacién de las secuencias dsbA y dsbC. Los
fragmentos amplificados se subclonaron en el vector
PET 38-b(+). Las proteinas de fusion DsbA-CBDcey ¥
DsbC-CBDcex ¥ D.A.groet—CBDcex, Se expresaron y
purificaron por cromatografia de afinidad a niquel o de
interaccion hidrofébica. Las proteinas purificadas, se
adicionaron en forma libre 6 inmovilizadas en celulosa
cristalina, en ensayos de replegamiento oxidativo de
lisozima previamente reducida y desnaturalizada. Por
otra parte, para abatir la interaccion inespecifica de la
lisozima desnaturalizada con la celulosa, ésta se saturo
con CBDcey, una vez inmovilizados los biocatalizadores
(“celulosa saturada™). La evaluacién del replegamiento
de lisozima se llevo a cabo monitoreando su actividad
enzimatica en funcion del tiempo de replegamiento.

Resultados y Discusion: En el replegamiento oxidativo
de lisozima en forma libre asistido por D.A.goer -CBDcex,
DsbC-CBDcey ¥ DsbA-CBDcey Se recuperd 75%, 93% y
98% de actividad enzimatica respectivamente, superando
en todos los casos al replegamiento espontaneo (Fig. 1,
panel A). El replegamiento asistido por dos o tres
biocatalizadores en forma libre tuvo rendimientos
menores, que el asistido por un solo biocatalizador y sus
cinéticas mostraron una ligera tendencia sigmoidal,
sugiriendo efectos cooperativos y/o competitivos (Fig. 1,
panel B). Todos los ensayos de replegamiento asistidos
por DsbA-CBDc, tuvieron los mejores rendimientos,
sugiriendo que el “paso limitante™ es la formacion de los
enlaces disulfuro en el replegamiento de lisozima. Los
rendimientos del replegamiento asistidos por los

biocatalizadores inmovilizados en celulosa fueron
menores que los obtenidos en forma libre (Fig. 1, panel
B), este efecto sugiere que la inmovilizacién en celulosa
disminuye el replegamiento de la lisozima tanto por la
interferencia en su interaccion especifica con los
biocatalizadores como las interacciones inespecificas de
lisozima con la celulosa. Las interacciones inespecificas
se disminuyeron saturando la celulosa con el CBDcey, l0
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Fig 1.- Replegamiento oxidativo de lisozima

Panel A: Replegamiento en forma libre. asistido por: DsbA-
CBDcex  (m); DsbC-CBDcex  (¢); D.Agroei—CBDcex  (4);
replegamiento espontaneo (¢). Panel B: Replegamiento de
lisozima asistido por los tres biocatalizadores simultdneamente.
Inmovilizados en: celulosa ( ); “celulosa saturada”(e); forma
libre (v); replegamiento espontaneo en presencia de celulosa
saturada (0).

Conclusién: Las proteinas D.A.groet-CBDcex, DSbA-
CBDcex ¥ DsbC-CBDcey asistieron el replegamiento
oxidativo de lisozima y pueden ser utilizadas en el
desarrollo de un sistema de replegamiento oxidativo
cromatografico a gran escala.
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