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Introduccion.  El replegamiento de proteinas es una
operacion unitaria crucial en la produccion de proteinas
recombinantes por lo general con bajos rendimientos
(1%-8%). Recientemente, hemos desarrollado un sistema
de replegamiento cromatografico oxidativo asistido por
DAgroeL, DSbA y DsbC inmovilizados a una matriz de
celulosa por medio de la fusion al CBDcex. COMO una
alternativa para mejorar los rendimientos del
replegamiento. El sistema ha probado ser eficiente para
el replegamiento de lisozima (1) e hialuronidasa
recombinante (2). Para facilitar el uso de este sistema en
los casos donde la proteina a replegar carece de
actividad enzimatica o su ensayo enzimatico es complejo
y tedioso, como en el caso de la hialuronidasa, se
requiere una alternativa para medir el grado de
replegamiento. En el presente trabajo se determind la
fluorescencia intrinseca de la hialuronidasa en funcién de
la concentracion de GdnHCI (curva de desnaturalizacion).
Estos datos se usaron como referencia para estimar el %
replegamiento obtenido en el sistema de replegamiento
cromatografico asistido de la hialuronidasa.

Metodologia . Muestras de hialuronidasa (replegadas por
replegamiento cromatografico) a 0.0435 mg/ml se
incubaron a 25°C en Tris-HCI pH 8.0 adicionado con
GdnHCI a concentraciones crecientes (OM-6M) durante
16h. Posteriormente, se determinaron los espectros de
emission de fluorescencia de 300-350 nm con excitacion
a 295 nm en un espectrofluorémetro FluoroMax-3
(Horiba) a 25C. Después de normalizar el promedio de
tres barridos, mediante la ecuacion de Weibull de 5
parametros (Sigma Plot v10.0) se determind la longitud
de onda correspondiente al maximo de emision (3,4).

Resultados . Como se esperaba, los espectros de
emision mostraron un desplazamiento de la longitud de
onda del maximo de emision hacia el rojo en funcién de
la concentracion de GdnHCI; (344 nm hasta a 358 nm a
6M) como puede observarse en la Figura 1. La tabla |
muestra los valores de replegamiento obtenidos para
cada ciclo del sistema cromatografico asistido (85%-
100%), al extrapolar los espectros de fluorescencia en la
curva de desnaturalizacion. El contraste entre los % de
replegamiento de cada método, puede deberse a
diferencias como la glicosilacion entre el veneno de
tarantula, usado como control, y la proteina recombinante

que podrian influir en la desnaturalizacién por SDS y la
subsecuente renaturalizacion, en determinacién de
actividad (% plegamiento) por zimograma. Por lo anterior,
se postula al monitoreo de la fluorescencia intrinseca

como un método rapido y confiable, para Ila
determinacion de % replegamiento.
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Fig. 1. Espectros de emisiéon de fluorescencia de hialuronidasa
recombinante. Los espectros de fluorescencia se obtuvieron en el
fluorémetro FluoroMax-3 (Horiba) las muestra analizadas contenian

0.0435 mg/ml de hialuronidasa y GdnHCI a (****) OM y (---)6M.

Tabla 1. Interpolacién de la A onga méxima de cada ciclo de
replegamiento, en la curva de desnaturalizacién de hialuronidasa.

1 7.1 80
2 9.8 82
S 7.9 84
4 11.3 84.1
® 17.9 87.4
6 38.7 94
7 58.5 100

Conclusiones .  Se monitore6 el replegamiento
cromatografico oxidativo asistido de hialuronidasa por
medio de fluorescencia de forma rapida y confiable.
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