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Introduccién. La cloroperoxidasa de C. fumago es una
hemoproteina versatil con altas actividades de peroxidasa, de
halogenasa, de oxigenasa y de @talasa. La actividad de
peroxidasa ha sido explotada exitosamente en la oxidacién
selectiva de compuestos azufrados del diesel generando
procesos alternativos alos tradicionales parala desulfuracién
de fracciones de petroleo (1,2). En contraste, |os conpuestos
polindcleo-aromaticos son exlusivamente halogenados aln
bajo las condiciones de reaccién éptimas para la reaccion de
peroxidacion (2). Esta propiedad de la cloroperoxidasa es
inevitable, ya que se requiere adicionar haldgenos en la
mezcla de reaccion. Los compuestos hal ogenados en general
son indeseables desde el punto de vista ambiental y limitan
la utilizacion de la cloroperoxidasa como catalizador. Una
solucion atractiva seria generar variantes de cloroperoxidasa
con diferentes relaciones de las actividades peroxidasa y
halogenasa La Unica fuente de ésta enzima es el hongo
Caldariomyces fumago y hasta la fecha no ha podido ser
producida en un sistema recombinante, por lo cudl no existe
un sistema de expresion que permita la seleccion de
variantes con diferente funcion.

En este trabgjo presentamos los resultados que hemos
obtenido para la obtencion de un sistema de expresion
recombinante parala cloroperoxidasa de C. fumago.
Metodologia. Los procedimientos de biologia molecular se
[levaron a cabo de acuerdo a protocolos convencionales (3).
Las inmunodetecciones se realizaron utilizando anticuerpos
policlonales especificos contra la cadena polipeptidica de la
cloroperoxidasa.

Resultados y Discusién. Partimos del aislamiento de la
clona genémica del gene cpo de C. fumago. La
cloroperoxidasa sufre cuatro pasos de procesarmiento
durante su maduracion en el hongo: pierde el péptido lider,
pierde 55 residuos del extremo carboxilo, se glicosila e
incorpora €l grupo hemo. No se sabe el orden en que
suceden estos procesos ni si ocurren espontaneamente o son
asistidos. Inicialmente tomamos dos diferentes variantes de
la clona gendmica para expresar en E. coli, una
comprendiendo la secuencia completa incluyendo su codén
de término natural y otra hasta el sitio de procesamiento del
extremo carboxilo incluyendo un nuevo codén de término.
Experimentos de induccion e inmunodeteccion demostraron

que en E. coli solamente se producen cantidades
significativas de la proteina codificada por la clona larga, 1o
gue indica que los 55 residuos del extremo carboxilo son
indispensables para la produccion heteréloga de ésta
proteina. La apoproteina expresada en E. coli no sepliegani
se ensambla correctamente, probablemente por la ausencia
de glicosilacién, un proceso celular exclusivo de eucariotes.
En consecuencia, intentamos la expresion parala clona larga
de cloroperoxidasa en la levadura Saccharomyces
cereviseae. Para esto se subclondé el gene que codificaparala
proteinalargasin su péptido lider y seinsertd en fase con un
péptido lider de K. lactis en el vector de expresion comercial
pYEX1. Cultivos de S. cereviseae transformados con esta
construccion expresaron pequefias cantidades de la
cloroperoxidasa recombinante en el sobrenadante. Aun no
podemos discriminar si la proteina detectada se procesa en
ambos extremos pero no se glicosila o si se glicosilay no se
procesa en el carboxilo. De cualquier manera parece que no
se ensambla, ya que no detectamos la sefia
espectrofotométrica caracteriztica de la cloroperoxidasa
madura aunque sabemos que si se pliega ya que no
recuperamos proteina en cuerpos de inclusion.

Conclusiones. Aungue hemos avanzado en la produccion de
apocloperoxidasa recombinante en E. coli y levadura, alin
gueda pendiente el modificar nuestras variantes para
[levarlas hasta el ensamblaje productivo. Una alternativa que
exploraremos es el uso de otro péptido lider.
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