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A partir de la producción heteróloga de la insulina 
humana en Echerichia coli, la producción de proteínas 
recombinantes para su uso en diagnóstico y/o aplicación 
terapéutica, es una de las áreas más dinámicas de la 
biotecnología. Cada año nuevas proteínas recombinantes 
en fase de pruebas clínicas o producción se suman a las 
ya disponibles en el mercado. Si la función de la proteína 
de interés no depende de modificaciones 
postraduccionales, como la glicosilación, E. coli es sin 
duda la alternativa recomendada para la expresión de la 
proteína debido a su rápido crecimiento, sencilla 
manutención y capacidad para expresar grandes 
cantidades de proteínas a bajo costo. Sin embargo, la 
mayoría de las proteínas recombinantes se expresan en 
forma de agregados insolubles, de proteína mal plegada 
y sin actividad biológica, denominados cuerpos de 
inclusión (CI). Aunque, la expresión de proteínas 
recombinantes en CI facilita su separación y purificación, 
la baja eficiencia de los procesos de replegamiento para 
recuperar su actividad biológica, limita seriamente el uso 
de E. coli como sistema de expresión.   
Por el trabajo pionero de Anfinsen sabemos que el 
replegamiento de una proteína es un proceso 
espontáneo (1) que al incrementarse la concentración de 
proteína desnaturalizada compite desfavorablemente con 
la agregación de la proteína mal plegada. En la célula el 
plegamiento es asistido por proteínas conocidas como 
chaperones moleculares para evitar la agregación. Estas 
proteínas, como el complejo GroEL-GroES, son capaces 
de asistir in vitro el replegamiento de proteínas 
desnaturalizadas en proceso dependiente de ATP (2) y 
se ha demostrado que el Dominio Apical de GroEL, 
(ADGroEL) es suficiente para asistir el replegamiento de 
proteínas desnaturalizadas sin requerir ATP. La 
inmovilización de ADGroEL en soportes cromatográficos 
junto con enzimas que catalizan la formación o 
isomerización de enlaces disulfuro (PDI, DsbA, DsbC) 
permitieron desarrollar una metodología conocida como 
replegamiento cromatográfico asistido para el 
replegamiento eficiente in vitro de proteínas con enlaces 
disulfuro (3). El potencial de aplicación de esta 
metodología se ha limitado principalmente por la carencia 
de sistemas eficientes y económicos para la 
inmovilización de estos biocatalizadores del plegamiento.  
En la búsqueda de alternativas de inmovilización, en 
nuestro laboratorio se fusionaron el ADGroEL y las oxido-
reductasas DsbA y DsbC al modulo de unión a celulosa 
CBDCex de Cellulomonas fimi.  Para probar que estas 

proteínas de fusión (ADGroEL-CBD, DsbA-CBD y DsbC-
CBD) son una alternativa para implementar un sistema 
de replegamiento cromatográfico asistido, se 
inmovilizaron en celulosa, se mezclaron con una resina 
de filtración en gel y se empacaron en una columna 
cromatográfica. Esta columna se ha usado para el 
replegamiento cromatográfico de proteínas ampliamente 
reportadas en la literatura como modelo para ensayos de 
replegamiento como: las enzimas rodanasa, lactato 
deshidrogenasa (LDH) y lisozima. Los resultados 
obtenidos indican que este sistema de replegamiento 
cromatográfico asistido es eficiente y estable. En ciclos 
de replegamiento consecutivo, donde los 
biocatalizadores inmovilizados en celulosa estuvieron 
expuestos a condiciones desnaturalizantes por más de 
seis ciclos, se alcanzaron eficiencias de replegamiento 
hasta del 100% (4,5). Experimentos recientes usando 
una hiluronidasa recombinante de tarántula* han 
demostrado que este sistema se puede usar para 
recuperar la actividad biológica de proteínas expresadas 
como CI.  
 
En resumen los resultados obtenidos nos permiten 
concluir que el replegamiento cromatográfico asistido por 
el Dominio Apical de GroEL y las oxido-reductasas DsbA 
y DsbC inmovilizados en celulosa es una alternativa 
viable y eficiente para el replegamiento de proteínas 
recombinantes expresada como CI.  
 
Agradecimiento. Agradecemos al CINVESTAV, al  
CONACYT por proyectos 128694 y P49987-Z (JOL), al 
ICYTDF por el proyecto PIFUT08-108 (JOL) y *al Dr. 
Alejandro Alagón del IBT-UNAM por permitirnos usar la 
hiluorinadasa.  
 
Bibliografía.  
(1) Anfinsen C.B., Haber E., Sela M., White F.H. (1961). PNAS. 
47:1309-1314. 
(2) Mendoza J.A., Lorimer G.H., Horomitz P.M. (1991). J. Biol. Chem. 
266(20):13044-13049. 
(3) Altamirano M.M. Golbik R., Zhan R., Buckle A.M., Fersht A.R. 1997. 
PNAS. 94 (8):3576-3576. 
(4) Ramón-Luing L., Cruz-Migoni A., Ruiz-Medrano R., Xoconostle-
Cazares B., Ortega-Lopez, J. (2006). Biotech. Letters. 28: 301–307. 
(5) Antonio-Pérez A. and Ortega-Lopez J. (2010). J. Biotechnology. 
150S; S85-S86. 
 


