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Resumen

La leche humana es el alimento fundamental para el desarrollo y crecimiento de los recién
nacidos, la cual esta conformada por una gran variedad de compuestos nutricionales y
bioactivos, entre los que se encuentran a los oligosacaridos de la leche humana (HMOs).
Esta compleja familia de carbohidratos contiene a los oligosacéaridos fucosilados (FucOS)
como el grupo de mayor interés, debido a que participan en numerosos y cruciales procesos
fisiologicos importantes para la salud de los lactantes. En el presente trabajo se evaluo el
efecto de diferentes iones (Ca?*, Mg?*, Mn?* y Cu?*) sobre la actividad de la a-L-fucosidasa
de Thermotoga maritima (FUC-Tm), con el objetivo de aumentar el rendimiento de sintesis
de FucOS a través de la reaccién de transfucosilacién. En primera instancia, se evalué el
efecto de los iones anteriormente citados en la actividad hidrolitica de FUC-Tm, utilizando
concentraciones de CaCl,, MgCl,, y MnCl; de entre 0.25 y 1.5 M y concentraciones de
CuS0O4 de 1 y 10 mM. Las concentraciones evaluadas tuvieron un incremento en la
actividad hidrolitica del 173% en presencia de CaCl; a una concentracién de 1 M, del 138%
con 1 M de MgCl, y solo del 53% con 0.75 M de MnCl.. Por otro lado, en presencia de Cu?*
la actividad de la enzima fue inhibida empleando concentraciones de CuSOs de 1y 10 mM.
Dado que la actividad hidrolitica de la enzima fue mayor cuando se emple6 CaCl,, se decidio
evaluar su efecto sobre la sintesis de FucOS, empleando como sustrato donador el
compuesto p-nitrofenil-a-L-fucopiranésido (pNP-Fuc) y lactosa como sustrato aceptor. Se
obtuvo un rendimiento maximo del 55.24% con 0.5 M de CaCl; y actividad de agua (aw) de
0.976, asimismo, estas condiciones representaron una produccion de FucOS dos veces
mayor a lo obtenido en ausencia de dicho ion, indicando que la presencia de Ca?*, junto
con la disminucion de aw favorecieron la transfucosilacion. Posteriormente, se realizd un
estudio in silico sobre la interaccién entre Ca?* y FUC-Tm a través de una simulacién de
dindmica molecular (DM), tanto en ausencia como en presencia del ion. No se observaron
cambios a nivel global en la estructura de la enzima, de acuerdo con los valores de la raiz
de la desviacion estdndar cuadratica (RMSD) y el radio de giro (Rg). Sin embargo, los
resultados de la raiz de la fluctuacion estandar cuadratica (RMSF) revelaron que el Ca?",
puede inducir un cambio en la estabilidad del bolsillo catalitico de la enzima, al disminuir la
fluctuaciéon de residuos que influyen en la cavidad del sitio activo como el Asp!®,
aumentando su accesibilidad para la unién con la fucosa, lo que ayuda a explicar el
incremento en la actividad de la enzima al estar presente el ion. Finalmente, con la
simulacion de DM del complejo enzima-sustrato, se observo una diferencia en la estabilidad

del complejo entre pNP-Fuc y FUC-Tm en presencia y ausencia de Ca?", reflejando una



menor energia de union, sugiriendo la formacion de un complejo enzima-sustrato mas
estable al estar presente el ion calcio, concordando con resultados obtenidos de forma in

vitro.

Abstrac
Human milk is the fundamental food for the development and growth of newborns, which is

composed of a great variety of nutritional and bioactive compounds, among which are the
human milk oligosaccharides (HMOs). This complex family of carbohydrates contains the
fucosylated oligosaccharides (FucOs) as the group of greatest interest, because they
participate in numerous crucial physiological processes important for the health of infants.
In the present work, the effect of different ions (Ca?*, Mg?*, Mn?*, and Cu?*) on the activity
of a-L-fucosidase from Thermotoga maritima (FUC-Tm) was evaluated, with the aim of
increasing the yield of FucOS synthesis through the transfucosylation reaction. In the first
instance, the effect of the aforementioned ions on the hydrolytic activity of FUC-Tm was
evaluated using CaCl,, MgCl;, and MnCl, concentrations of between 0.25 and 1.5 M and
CuSO. concentrations of 1 and 10 mM. The concentrations evaluated had an increase in
hydrolytic activity of 173% in the presence of CaCl, at 1 M concentration, 138% with 1 M
MgClz, and only 53% with 0.75 M MnCl,. On the other hand, in the presence of Cu?* the
enzyme activity was inhibited using CuSO. concentrations of 1 and 10 mM. Since the
hydrolytic activity of the enzyme was higher when CaCl, was used, it was decided to
evaluate its effect on the synthesis of FucOS, using p-nitrophenyl-a-L-fucopyranoside (pNP-
Fuc) as donor substrate and lactose as acceptor substrate. A maximum yield of 55.24% was
obtained with 0.5 M CaCl, and water activity (a,) of 0.976, likewise, these conditions
represented a FucOS production two times higher than that obtained in the absence of said
ion, indicating that the presence of Ca?*, together with the decrease in aw favored
transfucosylation. Subsequently, an in silico study on the interaction between Ca?* and FUC-
Tm was performed through a molecular dynamics (MD) simulation, both in the absence and
presence of the ion. No changes were observed at the global level in the enzyme structure,
according to the root mean square standard deviation (RMSD) and radius of gyration (Rg)
values. However, the results of the root of the squared standard fluctuation (RMSF) revealed
that Ca?*, can induce a change in the stability of the enzyme catalytic pocket by decreasing
the fluctuation of residues that influence the active site cavity such as Asp'®, increasing its
accessibility for binding to fucose, which helps to explain the increase in enzyme activity

when the ion is present. Finally, with the MD simulation of the enzyme-substrate complex, a



difference in the stability of the complex between pNP-Fuc and FUC-Tm in the presence
and absence of Ca?" was observed, reflecting a lower binding energy, suggesting the
formation of a more stable enzyme-substrate complex when calcium ion is present, agreeing

with results obtained in vitro.
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1 Introducciodn

La leche humana es un biofluido, considerado como el alimento esencial de los recién
nacidos, debido a que aporta los nutrientes que son imprescindibles para su desarrollo y
buen crecimiento. Ademds, parte de sus componentes son compuestos bioactivos
considerados como los responsables de los efectos beneficiosos de la misma. Entre dichos
compuestos se encuentran los oligosacaridos de la leche humana (HMOSs), que representan
a una familia compleja y abundante de carbohidratos que no son digeribles ni fermentables
por el organismo humano. Estos compuestos son sintetizados a partir de una molécula de
lactosa a la cual diferentes enzimas le unen monosacéaridos (glucosa, galactosa, N-
acetilglucosamina, fucosa y acido sialico). Asimismo, son el tercer componente sélido en

mayor concentracion en la leche humana por debajo de la lactosa y las grasas.

Uno de los principales tipos de HMOs que representa el grupo de mayor interés por los
beneficios que se le atribuyen son los oligosacéridos fucosilados (FucOS), ya que muestran
muchos efectos importantes sobre la salud infantil, por ejemplo: pueden actuar como
prebidticos, moduladores de la motilidad intestinal y agentes bloqueadores de la adhesién
de patégenos, ayudando a evitar infecciones entéricas (Rudloff & Kunz, 2012; Zehra et al.,
2018). Debido a la actividad bioldgica que presentan al ser consumidos, son componentes
de interés para su uso en las formulas lacteas infantiles y como aditivos para alimentos

funcionales (Krupinskaité et al., 2024).

Una alternativa para la sintesis in vitro de este tipo de compuestos son los métodos
enzimaticos, mediante una reaccién conocida como transfucosilacién, la cual puede
llevarse a cabo utilizando a-L-fucosidasas (FUCSs), que son glicosilhidrolasas (GH) con un
rendimiento de sintesis dependiente de un balance entre reacciones de hidrélisis y
transfucosilacion (Zeuner et al., 2019). En este caso, el sustrato hidrolizado por la enzima
funciona como donante del grupo fucosil y un segundo sustrato, funciona como aceptor de

este grupo (Palcic, 2011).

La a-L-fucosidasa de Thermotoga maritima (FUC-Tm) ha sido ampliamente estudiada por
su actividad de transfucosilacion y capacidad para resistir condiciones adversas (Guzman-
Rodriguez et al. 2018c; Robles-Arias et al. 2021b; Pavon-Chimal et al. 2022a), por lo que,
la investigacion en torno a esta enzima y las condiciones de reaccioén que conducen a la

sintesis de FucOS representa un campo de estudio muy importante.



Para favorecer la reaccion de transfucosilacion sobre la de hidrélisis empleando FUCs, se
han disefiado diferentes estrategias basadas en la relacién molar entre sustrato donador y
aceptor, temperatura, pH, fuente de enzima, ingenieria de proteinas, actividad de agua (aw),
entre otros (Zeuner et al., 2014). De hecho, la reduccién de ay de los sistemas enzimaticos
para aumentar los rendimientos de sintesis en la reaccion de transfucosilacién ha sido
comunmente abordada utilizando solventes organicos (Bridiau et al., 2010; Vera et al.,
2017; Robles-Arias et al., 2021b). Sin embargo, otra alternativa interesante para reducir la
aw es mediante la adicion de sales inorganicas, con las cuales ademas se ha reportado que
algunos cationes juegan un papel importante en la estructura de muchas enzimas,

aumentando su actividad catalitica (Vieille & Zeikus, 2001).

En diversas investigaciones en donde se han utilizado sales inorgénicas, se ha comprobado
que su presencia aumenta el rendimiento de la sintesis de HMOs (Guzméan-Rodriguez et
al., 2018c; Liu et al. 2022; Shi et al. 2023), sin embargo, hasta el momento no se ha
reportado el mecanismo por el cual se lleva a cabo este efecto, por lo que este trabajo busca
describir la forma en que interactian los iones Ca?*, Mg?*, Mn?*y Cu?* con la FUC-Tmy su
relacién con la sintesis de FucOS, empleando técnicas de analisis in vitro y modelamiento

molecular in silico de la interaccién del ion con la enzima.



2 Antecedentes

2.1 Leche humana

La leche humana es un biofluido, que se caracteriza por una extrema versatilidad en su
composicion, tanto en componentes nutricionales como bioactivos. Se considera que su
composicion ha evolucionado a lo largo del tiempo para brindarle al bebé una nutricion
balanceada y proteccion contra posibles patégenos infecciosos mientras el sistema
inmunitario neonatal completa su desarrollo. Las variables que afectan y determinan la
constitucion de la leche humana incluyen el tiempo de lactancia, duracion de la gestacion,

enfermedades maternas, genotipo, dieta, entre otras (Mosca & Gianni, 2017).

La leche humana proporciona a los lactantes nutrientes esenciales como agua,
carbohidratos, lipidos, proteinas, vitaminas y minerales, asi como moléculas bioactivas,

como citoquinas, factores de crecimiento y oligosacéaridos (Lyons et al., 2020).

Una clasificacion basada en los cambios graduales que ocurren en la leche humana segun

la etapa de lactancia es: calostro, leche de transicién y leche madura (Andreas et al., 2015).

La funcion protectora del calostro se ve reforzada por el contenido particularmente alto de
oligosacéridos (Smilowitz et al., 2014). De acuerdo con Brunser, (2019a) la concentracion
en la que se encuentran presentes en el calostro oscila de 20-25 g/L, mientras que en la
leche madura va de 10-15 g/L (Salazar et al., 2009).

2.1.1 Beneficios de la leche humana

La lactancia materna tiene beneficios a corto y largo plazo para la salud infantil,
principalmente en la disminucibn de la mortalidad y la morbilidad resultantes de
enfermedades, como infecciones gastrointestinales y del tracto respiratorio (Moubareck,
2021).

Una revisién sistematica publicada por la Organizacién Mundial de la Salud (OMS) en 2013
sugiere que la lactancia materna protege sustancialmente contra la diarrea, con una
reduccion del 50% en la morbilidad y del 80-90% en la mortalidad y los ingresos
hospitalarios, en comparacion con los lactantes con poca o0 ninguna lactancia materna
(Moubareck, 2021).



De acuerdo con Moubareck, (2021), son numerosos los estudios que relacionan la leche
humana con la proteccién contra enfermedades del tracto gastrointestinal. Durante las
ultimas dos décadas, la leche humana se ha asociado con una incidencia reducida de

enterocolitis necrotizante en bebés prematuros.

Conforme a lo reportado por Yan et al. (2014) en una revisién de metaandlisis, la lactancia
materna parece proteger significativamente contra la obesidad infantil, aunque la evidencia

sobre este papel aun es controvertida y los mecanismos subyacentes ain no estan claros.

Los oligosacaridos de la leche humana (HMOs) son compuestos nho metabolizables por el
ser humano y por la mayoria de las bacterias intestinales. Se ha demostrado que intervienen
en el asentamiento, estimulacion y desarrollo de la microbiota intestinal de los lactantes,
actuando como prebiéticos, fomentando el predominio de Bifidobacterium y Bacteroides, lo
gue a su vez representa una ventaja de adaptacion, promoviendo el desarrollo de bacterias
beneficiosas mientras suprimen el crecimiento de otras bacterias enteropatégenas que
causan enfermedades gastrointestinales (Arslanoglu, et al., 2008, Ravindran, 2015). Un
ejemplo se puede encontrar en los FucOS, los cuales se asocian con el desarrollo
significativo de Bifidobacterium longum subsp infantis, bacteria con la capacidad de
estimular la funciébn de barrera de los enterocitos, ademas de aportar propiedades

antiinflamatorias (Brunser, 2019b).

Los HMOs interacttian con los glicanos que estan presentes en la superficie de las células
epiteliales intestinales o con las células dendriticas que sobresalen hacia la luz intestinal.
Esto da como resultado un apoyo directo a la maduracién de la barrera epitelial y un efecto
indirecto sobre la integridad de la barrera a través de la modulacién de la microbiota y la

consiguiente produccion de acidos grasos de cadena corta (AGCC) (Holscher et al., 2017).

Algunos microorganismos tienen la capacidad de sintetizar AGCC y lactato al llevar a cabo
la fermentacion de algunos HMOs, provocando efectos metabdlicos sistémicos. La
liberacién de dichos &cidos provoca la disminucion del pH del lumen del colon, ademas de
que influyen en la formacion del perfil de microorganismos que se encuentran en la

microbiota y pueden presentar actividades antibacterianas (Garrido et al., 2013).

Otro estudio demostr6 que los HMOs pueden actuar como carnada para los
enteropatdégenos, ya que pueden unirse a las lectinas, y por consiguiente son capaces de
bloquear la adhesion de estos a los enterocitos, como resultado se tiene la prevencion de

episodios de diarrea que suelen ser muy comunes en los recién nacidos. Un ejemplo de la



relacion receptor-enteropatdgenos-oligosacaridos se puede describir con la diarrea
causada por Campylobacter jejuni. Anteriormente se creia que solo las inmunoglobulinas
podian impedir la unién de esta bacteria a cultivos de células intestinales de cerdos recién
nacidos, por lo que no se habia demostrado que otros componentes de la leche materna
presentaran dicha capacidad. Sin embargo, los FucOS fueron muy efectivos para actuar

como bloqueadores (Ruiz-Palacios et al., 2003).

En los recién nacidos que son amamantados, la superficie del epitelio intestinal se
encuentra rodeada por abundantes HMOs, los cuales son capaces de bloquear la entrada
del virus de la inmunodeficiencia humana (VIH) a los enterocitos, por ende, funcionan como
escudo para los lactantes al encontrarse expuestos al virus, en el caso de estar presente

en la leche de sus madres (Henrick et al., 2017).

Por otra parte, un estudio in vitro realizado por Minteer et al. (2014) demostré que la 2'-
fucosillactosa (2'FL) y la 3-fucosillactosa (3FL) tienen la capacidad de bloquear la

adherencia de norovirus, rotavirus y VIH a enterocitos.

2.1.2 Oligosacaridos de la leche humana (HMOs)

Con los recientes avances y el desarrollo de herramientas analiticas para la caracterizacion
estructural, los cientificos han trabajado en la identificacién de la composicion que presenta
la leche humana, que como ya se ha mencionado se caracteriza por la presencia de
abundantes y diversos HMOs (O'Sullivan et al., 2018).

Los HMOs son el tercer componente sélido mas abundante en la leche humana por debajo
de la lactosa y las grasas (Zuurveld, et al., 2020), se sintetizan en la glandula mamaria y
tienen como nucleo una molécula de lactosa, la cual forma el extremo reductor de los HMOs
(Bode, 2009). Ademds, estan compuestos por una mezcla de monosacaridos como
galactosa, glucosa, fucosa, N-acetilglucosamina y acido sidlico, los cuales son adicionados
a la lactosa con una gran diversidad de uniones y orientaciones espaciales, lo que da origen
a la formacion de una abundante variedad de estructuras quimicas con diferentes
actividades biologicas (Neville, 2009). Pueden formar oligosacéaridos de 3 a 32 unidades de
monosacaridos (Morrow et al., 2019). De hecho, se han identificado mas de doscientas

formas estructurales distintas de HMOs (Zuurveld, et al., 2020).



De acuerdo con la Figura 1 A) es posible observar que los HMOs tienen una estructura
basica de construccién conformada por cinco monosacaridos, la lactosa es el extremo
reductor de las estructuras con algunas excepciones (como la 2'FL o difucosillactosa),
puede estar unida a lacto-N-biosa o N-acetillactosamina. Ademas, a la molécula de lactosa
se pueden unir unidades de otros azucares como la lacto-N-tetraosa (tipo 1) o Lacto-N-
neotetraosa (tipo 2) (Figura 1 B). La lactosa también puede ser fucosilada o sialilada a
través de diferentes enlaces y formar trisacaridos (Figura 1 C). Las cadenas alargadas de
tipo | o Il pueden fucosilarse a través de diferentes enlaces para formar isbmeros
estructurales (Figura 1 D). Por otro lado, las cadenas elongadas pueden ser sialiladas

mediante enlaces a 2-3 o a 2-6 para formar diferentes isomeros sialilados (Figura 1 E)

(Bode, 2012).
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Figura 1. Ejemplos de diversas estructuras de HMOs (Modificado de Bode, 2012).



Una clasificacion de los HMOs que es considerada como sencilla, se presenta en la Tabla
1, estd compuesta por tres categorias importantes; los oligosacaridos neutros como los
fucosilados (FucOS), los oligosacaridos 4cidos, los cuales tienen un mayor contenido de
acido sialico, por lo cual a pH neutro se encuentran en forma anidnica y los sialil-fucosil-

oligosacéridos que contienen fucosa y acido sialico.

Tabla 1. Clasificacion de oligosacaridos de la leche humana
(Adaptada de Gudiel y Goni, 2001; Escamilla-Lozano, 2011; Guzman-Rodriguez, 2018a).

Neutros Acidos/Sialilados Sialilfucosilados
2'-Fucosil-lactosa Sialil-(a2,3)-lactosa 3’-Sialil-3-fucosil-lactosa
3-Fucosil-lactosa Sialil-(a2,6)-lactosa Sialil-fucosil-lacto-N-tetraosa

Monofucosil-monosialil-lacto-N
Lactodifucotetraosa Sialil-lacto-N-tetraosa-a
hexosa
3’-Sialil-lactosa Sialil-lacto-N-tetraosa-b

En la leche materna, del 35 al 50% de los HMOs son fucosilados, de 12 a 14% son
acidos/sialilados y de 42 a 55% son HMOs neutros no fucosilados. En la Tabla 2 se enlistan
algunos ejemplos de HMOs que se encuentran en la leche materna (Donovan & Comstock,
2016; Brunser, 2019a). Por ejemplo, la 2'FL cuya estructura quimica se presenta en la
Figura 1 F, es el HMO que se encuentra en mayor proporcién con una concentracion

promedio de 2.7 g/L, de hecho, representa alrededor del 30% del total de los HMOs.
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Figura 1F. Estructura quimica de la 2'FL



Tabla 2. Principales oligosacéridos en la leche materna
(Adaptada de Donovan y Comstock, 2016; Brunser, 2019a, Zhou et al., 2021).

Concentracion promedio

Categorias de HMOs. Oligosacéridos e intervalo de
concentracion (g/L)

2'-Fucosil-lactosa (2'FL) 2.70 (1.88 a 4.90)

F ilad 3-Fucosil-lactosa (3'FL) 0.50 (0.25 a 0.86)
ucosilados Lacto-N-fucopentaosa | (LNFP 1) 0.12 (0.11a 0.15)
Lacto-N-fucopentaosa Il (LNFP I1) 0.14 (0.12 a 0.16)

Sialilad 3'Sialil-lactosa (3'SL) 0.20 (0.10 a 0.30)
laltlados 6'Sialil-lactosa (6'SL) 0.50 (0.20 a 1.22)

No fucosilados, 0.30 (0.17 a 0.45)

Lacto-N-neotetraosa (LNNT)
neutros

De acuerdo con la Tabla 2, la 2'FL representa el HMO que se encuentra considerablemente
en mayor proporcion, de hecho, la concentracion en la que lo que es posible encontrarla
llega a representar alrededor del 30% del total de los HMOs, ademas de estar presente en
~80% de las muestras de leche de madres en Europa y América (Madrazo de la Garza,
2017).

Sin embargo, como ya se ha mencionado la composicion de los HMOs esta condicionada
por multiples factores entre los que destaca la genética materna. Un caso importante de la
influencia de este factor se encuentra en los FucOS, debido a que la unién de la fucosa
para la formacion de estos compuestos depende de la expresion de dos fucosiltransferasas
(FUT) (Donovan & Comstock, 2016). Los genes necesarios para dicha expresion son el gen
que codifica la sintesis de la fucosiltransferasa 2 (FUT2), siendo esta Ultima responsable de
catalizar la adicién de fucosa a los oligosacaridos a través de un enlace al-2. Se dice que
la expresion de este gen condiciona el caracter secretor en las mujeres, por lo que la
ausencia de la expresion de este gen estaria condicionando el carcter no-secretor. Por
otro lado, el gen que codifica la sintesis de la fucosiltransferasa 3 (FUT3), que es la enzima
encargada de catalizar la unién de fucosa a través de enlaces a1-3/4, se asocian con el
grupo sanguineo Lewis+ en las mujeres que son capaces de expresar este gen, por lo tanto,

la carencia de este gen designa a las portadoras como Lewis- (Brunser, 2019a).



2.1.3 Oligosacaridos fucosilados (FucOS)

De acuerdo con Brunser (2019a), se han comparado los oligosacéaridos presentes en la
leche de otros mamiferos con los de la leche humana, sin embargo, no se encontré punto
de comparacion entre la cantidad y la diversidad de estructuras moleculares que presenta
la leche humana, ademas la leche de otros mamiferos practicamente no contiene FucOS.
Por ejemplo, en la leche de vaca los oligosacéaridos se encuentran en bajas cantidades
~0.05 g/L, ademas de que los HMOs presentes son principalmente no fucosilados y acidos,
estando en mayor cantidad aquellos en forma de lactosa galactosilada sin N-
acetilgalactosamina o, con acido N-glucolilneuraminico, ademas, es posible encontrar en
algunos de ellos lactosamina en lugar de lactosa. Por lo tanto, las férmulas infantiles que
son fabricadas usando como base la leche de vaca tienen muy bajo contenido de
oligosacéridos similares a los de la leche humana y por lo tanto no presentan los mismos
efectos funcionales. Del mismo modo, se ha reportado que la leche de cabra y camello
contienen una mayor proporcion de oligosacaridos acidos y una menor concentracion de

oligosacéridos neutros (Lan et al., 2022).

Los FucOS se caracterizan por tener un residuo de L-fucosa en su extremo no reductor. La
L-fucosa es de los pocos azlcares que se encuentran en la naturaleza en forma de isémero-
L y su presencia se ha confirmado no sélo en los HMOs, sino también, en diversos
compuestos como mucinas intestinales de los humanos, antigenos de los grupos
sanguineos, en polisacéaridos estructurales como fucoidan y xiloglucano (abundante en la
pared vegetal de muchas dicotiledéneas), entre otros (Venditti et al., 2010: BeneSova et al.,
2013).

Se ha reportado que los FucOS estan implicados en numerosos y cruciales procesos
fisiol6gicos, como la respuesta inmunitaria, la transduccion de sefiales, la embriogénesis y
el desarrollo temprano, la regulacion del crecimiento, la apoptosis, la adhesion de
patdgenas, la extravasacion de leucocitos, la maduracion e interaccion de los gametos y

procesos patolégicos (Guzman-Rodriguez et al., 2019).

Entre los FucOS, la 2'FL, un trisacarido compuesto por un enlace glucosidico a-1,2 que une
L-fucosa y D-lactosa, es el mas abundante, con un contenido de ~2 g/L en la leche humana
(Zhou et al., 2021), y tiene una estructura relativamente simple en comparacién con otros
HMOs (Figura 1).



Las FUT 2 y 3 codificadas por el gen secretor (Se) y Lewis (Le), respectivamente, son las
principales enzimas implicadas en la sintesis de los FucOS (Lefebvre et al., 2020). Las
madres consideradas como no secretoras tienen ausente la expresion de la enzima FUT2
y forman parte del 30% del total de mujeres en el mundo, y como ya se ha mencionado
producen leche con ausencia de oligosacaridos a1-2-fucosilados (como por ejemplo 2'FL y
LNFP 1). Al no estar presentes estos compuestos, se tienen repercusiones funcionales en
el sistema inmune, como una mayor probabilidad de sufrir infecciones, morbilidad y la
necesidad de medicamentos como antibidticos (Donovan & Comstock, 2016; Brunser,
2019a).

Se resalta que la cantidad de HMOs presente en la leche humana es mas baja cuando en
la glandula mamaria no se encuentran activas las enzimas FUT2 ni FUT3. Por otro lado, se
ha comprobado que los hijos de madres secretoras tienen menor probabilidad de sufrir
enfermedades como la de Crohn, diabetes tipo 1, asi como casos menores de diarrea,
ademas, los bebés prematuros presentan tasas de supervivencia mas altas. No obstante,
las madres no secretoras tienen hijos mas fuertes ante infecciones causadas por norovirus,

rotavirus y Helicobacter pylori (Brunser, 2019b).

Lewis et al. (2015) demostraron que los lactantes de madres secretoras contienen en sus
heces cantidades significativas de Bifidobacterium y Bacteroides asi como poblaciones de
clostridios, enterobacterias y estreptococos mas bajas. Por otra parte, las heces
pertenecientes a los lactantes de madres no secretoras presentan cantidades bajas de
Bifidobacterium y mas altas de Escherichia, Enterobacteriaceae, Clostridium, Shigella y

Streptococcus.

Por consiguiente, los lactantes de las madres no secretoras son mas susceptibles a padecer
enfermedades del tracto gastrointestinal (infecciosas e inflamatorias), sin embargo, también
presentan una mayor percepcion y captacion de la vitamina B12 y una defensa considerable
ante microorganismos infecciosos. A causa de lo antes mencionado, el hecho de que el gen
gue codifica la FUT2 se encuentre o0 no activo, provoca tanto consecuencias positivas como

otras potencialmente negativas (Brunser, 2019b).
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2.2 Sintesis de oligosacéaridos

2.2.1 Generalidades

Se han desarrollado varias estrategias quimicas y enzimaticas para obtener oligosacaridos.
Por su parte, la sintesis quimica de carbohidratos es un desafio debido a los humerosos
pasos de proteccion/desproteccion, las grandes cantidades de reactivos téxicos y las duras
condiciones de reaccion requeridas (Zeuner & Meyer, 2020; Zhao et al., 2017). Mientras
que la sintesis enzimatica utiliza glicosiltransferasas (GT) o glucosidasas de procariotas y
eucariotas, no requiere productos quimicos agresivos y es mas econémica, convirtiéndola
en una estrategia alternativa para la produccion comercial de carbohidratos

estructuralmente complejos (Zhong et al., 2021).

2.2.2 Sintesis enzimatica

Se han realizado diversos esfuerzos para sintetizar FucOS, ya que es dificil purificarlos de
sus fuentes naturales, como la leche humana, el tejido epitelial, la sangre, entre otros.
Dentro de las estrategias para su sintesis in vitro, destaca el empleo de fucosidasas, las
cuales se distribuyen en una gran diversidad de organismos como: algas, arqueas,
bacterias, plantas, hongos, moluscos, ascidias, aves y mamiferos (Guzman-Rodriguez et
al., 2019).

Investigaciones recientes han demostrado que se puede producir una gran variedad de
HMOs in vitro a través de reacciones catalizadas enzimaticamente utilizando enzimas
derivadas de microorganismos, especialmente fucosidasas, trans-sialidasas o sialidasas.
(Perna et al., 2023).

Una opcion interesante es la sintesis enzimatica promovida por GT y glucosilhidrolasas
(GH) que trabajan en modo de transglicosilacion. Las primeras enzimas son
extremadamente eficientes, pero su uso esta limitado por el costo elevado de los sustratos
(azucar nucleétido), las dificultades para obtener los catalizadores en cantidades suficientes

y la extrema especificidad de las enzimas (Hancock et al., 2006).
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2.2.2.1 Transferasas

Las GT necesitan sustratos donadores que se encuentren activados con difosfato de
nucleésido, el estado activado de dichos sustratos hace que la glicosilaciébn sea
energéticamente favorable y comUnmente irreversible, se trata de enzimas altamente
selectivas y sin hidrélisis simultanea de los productos. La mayoria de las GT se encuentran
en la membrana y por lo general se dificulta su expresiéon recombinante en E. coli (Wu et
al., 2020).

Un tipo de GT son las fucosiltransferasas (FUTSs) las cuales se encargan de sintetizar los
FucOS en los seres vivos. La biosintesis de FucOS y demas HMOs se lleva a cabo en el
aparato de Golgi de las células que componen a los alvéolos de la glandula mamaria, donde
las FUTSs realizan la unién de fucosa a lactosa para la formacién de estos compuestos
(Gudiel-Urbano & Goiii., 2001).

En otras palabras, la sintesis de FucOS se lleva a cabo mediante la transferencia del grupo
fucosil, de un sustrato donador (comunmente fucosil-nucleétidos) a un sustrato aceptor
(otros carbohidratos). Se suele decir que el sustrato donador se encuentra activado, debido
a la presencia de un nucleétido-difosfato, el cual actia como un mejor grupo saliente

durante la transfucosilacién (Hancock et al., 2006).

Las FUTs se clasifican de acuerdo con su especificidad por la formacion de enlaces en a-
1,2-, a-1,3/4. Se han identificado varias a-1,2 FUTSs, por ejemplo, en las bacterias H. pylori
y E. coli, en mamiferos como Caenorhabditis elegans y Schistosoma mansoni, asi como en
plantas (Parkot et al., 2011).

Asi también, las FUTs ofrecen varias ventajas como los altos rendimientos de sintesis, la
transferencia de los grupos fucosilo con estricta regio y estereoselectividad, sin embargo,
su aplicacién en sintesis preparativa, la cual tiene como objetivo producir en mayor escala
el compuesto de interés, esta restringida debido a la poca disponibilidad de este tipo de
enzimas y de sus sustratos donadores, ademas de que estos ultimos son dificiles de

sintetizar y por lo tanto costosos (Palcic, 2011).

Este tipo de enzimas al ser dependientes de azucares unidos a nucleétidos, tienden a ir
acompafiadas de acoplamiento multienziméatico de azlcares y tienen altos costos, baja
estabilidad y disponibilidad limitada de donantes. Se comportan mejor en un entorno neutro,
y requieren de la regeneracion de los donantes de azucar nucleétidos. (Mestrom et al.
2019).
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Sin embargo actualmente se ha desarrollado el uso de enzimas provenientes de diferentes
microorganismos, las cuales son aisladas, purificadas y modificadas genéticamente para
optimizar su actividad (Zeuner et al.,, 2018). Una de las estrategias en las que se han
obtenido los mejores rendimientos y en donde se han desarrollado los mayores avances en
los ultimos afos, son las fermentaciones en células completas. En este método, se utilizan
generalmente cepas de E. coli modificadas genéticamente para expresar enzimas
necesarias para la sintesis endégena de GDP-Fucosa, asi como enzimas necesarias para
la produccion de HMOs como por ejemplo la a1,2-fucosiltransferasa intracelular, ademas
de llevar a cabo el silenciamiento de genes implicados en la asimilacién de lactosa con el
fin de mejorar su aprovechamiento en la sintesis estos compuestos (Chin et al. 2017,

Seydametova et al. 2019).

Tal es el caso de la investigacion realizada por Chin et al. (2017) donde lograron desarrollar
una cepa recombinante de E. coli con la cual se obtuvo una produccion de 15.40 g/L de
2'FL después de 29 hrs.

2.2.2.2 Fucosidasas

Una alternativa a las FUTs, son las GH como las a-L-fucosidasas (FUCs), que conservan
la configuraciébn anomérica en el producto, son enzimas que, utilizando condiciones
adecuadas de reaccion, promueven la sintesis de oligosacaridos (Cobucci-Ponzano et al.,
2009).

En la base de datos de enzimas activas en carbohidratos (CAZy por sus siglas en inglés),
se encuentran grupos de familias que abarcan enzimas con mecanismos y estructuras en
comun, pero con diferentes especificidad (Martinez-Gascuefia et al. 2024). Ademas, el
namero de GH va en aumento debido a la secuenciacibn metagenémica. Esta base de
datos agrupa a las FUCs en cuatro familias GH29, GH95, GH141 y GH151, siendo las dos
primeras las mas comunes. La familia GH95 comprende enzimas que siguen un mecanismo
de inversion de la configuracion del carbono anomérico para la catélisis (Moya- Gonzalvez
et al.,, 2022), ademas las enzimas que han sido caracterizadas hasta el momento
pertenecientes a esta familia muestran una estricta especificidad de sustrato, en cuanto al

enlace terminal Fucosa a1,2-Galactosa (Martinez-Gascuefia et al. 2024).

Por otro lado, la familia GH29 esta compuesta por FUCs que llevan a cabo la hidrdlisis de
los enlaces glucosidicos manteniendo la configuracion anomérica en los productos de la

reaccion, empleando un mecanismo de doble desplazamiento (Summers et al., 2016).
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La reaccién se produce con la asistencia de dos aminoacidos, uno que actla como
acido/base general y otro como nucledfilo. En la Figura 2 se presenta el mecanismo de
reacciéon que consta de dos pasos. En el primer paso de este mecanismo, el centro
anomeérico del sustrato donador es atacado por el aminoacido nucledfilo para desplazar al
aglicon y formar un intermediario covalente fucosil-enzima. Al mismo tiempo, el otro
aminoacido funciona como un acido general y protona el oxigeno del enlace glicosidico a
medida que este se escinde. En el paso numero dos, el intermediario fucosil-enzima es
atacado nucleofilicamente por el grupo hidroxilo de un aceptor (agua o algin carbohidrato),
y el otro residuo de aminodacido actia ahora como base general y desprotona la molécula
de aceptor cuando éste realiza el ataque. En esta Ultima etapa, si el grupo hidroxilo que
participa en el ataque nucleofilico proviene del agua, el resultado es la hidrélisis del
compuesto, pero si el hidroxilo proviene de un carbohidrato se logra la transfucosilacion
(Hancock et al. 2006; Zeuner et al. 2014).
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Figura 2. Mecanismo catalitico de las fucosidasas GH29
(Adaptado de Zeuner et al., 2014).
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Las reacciones de transfucosilacién exigen un sustrato donante activado, lo que significa
gue la fraccién fucosa que se va a transferir debe formar un enlace de alta energia con un
buen grupo saliente (los iones mas voluminosos o capaces de estabilizar la carga negativa
son considerados como los mas adecuados), de modo que la energia liberada por la
escision de este enlace contribuya a reducir la energia de activacion en la reaccion de
transfucosilacion, por ejemplo, mono o disacéaridos, un grupo metilo, un grupo nitrofenilo e
incluso algunos haldégenos. El sustrato mas reportado en las reacciones de
transfucosilacion es el p-nitrofenil-a-L-fucopirandsido (pNP-Fuc) (Zeuner et al., 2014;
Guzmén-Rodriguez et al., 2019). Una razon es que muchas fucosidasas reconocen este
compuesto como sustrato. Otra caracteristica es su cromogenicidad (debido a la liberacién

de nitrofenol), que permite el seguimiento espectrofotométrico de la reaccion de hidrdlisis.

Ademas de lo anterior, este compuesto esta disponible comercialmente y, es uno de los
donantes comerciales de fucosil mas econdémicos disponibles (Guzman-Rodriguez et al.,
2019).

De los dos aminoacidos cataliticos, el que actia como nucledfilo esta bien conservado en
cuanto a su posicién en la secuencia de aminoacidos en toda la familia de fucosidasas
GH29. Por otra parte, la posicién del aminoacido que actia como &cido/base general no
esta bien conservada, y con base a relaciones filogenéticas, la posicién de este aminoacido
es un criterio para dividir la familia GH29 en dos subfamilias; subfamilia GH29A (EC
3.2.1.51), cuyo acido/base general es el acido glutamico (Glu) y son enzimas con una
especificidad relajada (son capaces de reconocer una mayor variedad de enlace) y la
subfamilia GH29B (EC 3.2.1.111) que son enzimas con especificidad hacia los enlaces a-
1,3 y a-1,4 (Shaikh et al., 2013), ademas de ser consideradas enzimas activas en sustratos
ramificados con galactosa. Se ha descrito que la mayoria de los miembros de la subfamilia
GH29A pueden hidrolizar el sustrato artificial pNP-Fuc, mientras que en la GH29B la

actividad es baja o ausente (Moya-Gonzalvez et al., 2022).

Como se puede observar en la Figura 3, la transfucosilacion tiene lugar en competencia
con la hidrdlisis. Existen diferentes estrategias para minimizar la hidrélisis con el objetivo de
mejorar los rendimientos de transfucosilacion, tales como: el uso de una relacion
donante/aceptor (D:A) adecuada (mayor concentracion de sustrato aceptor), el control del
tiempo de reaccion, la eliminacion continua del producto, el reciclaje de enzimas y/o el uso
de cosolventes, la aw, la temperatura, y el pH (Zeuner et al., 2014; Lundemo et al., 2017).

La ingenieria de proteinas también es una técnica prometedora para obtener altos
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rendimientos de transfucosilacion. Sin embargo, la ruta de ingenieria de proteinas
actualmente requiere esfuerzos de investigacion significativos en cada caso (Zeuner et al.,
2014; Zeuner et al., 2019), por ejemplo del conocimiento de la estructura, estabilidad y el
plegamiento de la proteina de interés, asi como las interacciones en la estabilizacion
conformacional de las cadenas polipeptidicas y los factores que contribuyen con su funcién

o0 actividad catalitica (Amara, 2013).

Para la sintesis de HMOs, la estrategia mas comun es el uso de una alta concentracion de
sustrato aceptor. Una proporcién alta de (D:A) puede hacer que muchas GH retenedoras

catalicen la transfucosilacion con mejores rendimientos (Zeuner et al., 2019).
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I
O—-Ry + Sustrato aceptor
a-L-Fucosidasa (HO-R.)
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Figura 3. Ejemplo de mecanismo de doble desplazamiento de retencion de Fucosil
hidrolasas GH29 (Adaptado de Zeuner et al., 2019).

Si bien las GH son estereoespecificas, ya que generan productos con una configuracion
anomérica definida, la regioselectividad varia entre las enzimas y puede depender de la
estructura del aceptor, es por ello que debe aprovecharse cuando se emplean glicosidasas

para la sintesis de HMOs, eligiendo enzimas altamente regioselectivas (Zeuner et al., 2019).

La reduccion de aw de los sistemas enziméticos para aumentar los rendimientos de sintesis
en la reaccion de transfucosilacion ha sido cominmente abordada utilizando solventes
organicos (Vera et al. 2017; Robles-Arias et al., 2021b). Otra alternativa para reducir la aw

es mediante la adicion de sales inorganicas, se ha informado que algunos cationes juegan
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un papel importante en la estructura de muchas enzimas aumentando su actividad catalitica
(Vieille & Zeikus, 2001).

2.3 Efecto de iones en reacciones enzimaticas

Como ya se ha mencionado dentro de las estrategias desarrolladas con el objetivo de
orientar la sintesis de oligosacéridos sobre la hidrolisis para aumentar los rendimientos, se
encuentra el aumento de la actividad catalitica por iones, que en conjunto con la disminucion
de aw, (por uso de sales inorganicas), provocan un incremento en la actividad de sintesis.
Debido a ello, se ha despertado el interés por evaluar el efecto de distintos cationes
bivalentes sobre la sintesis de oligosacaridos utilizando GH. En este apartado se presentan
algunos estudios realizados en GH en donde se ha evaluado este efecto, ademas de
resultados obtenidos en hidrolasas diferentes a las FUCs, las cuales pueden reflejar un

comportamiento importante.

Guzman-Rodriguez et al., (2018c) desarrollaron una investigacion centrada en la influencia
de Ca? y Na* en la actividad hidrolitica y la influencia de Ca?* en la sintesis de FucOS
utilizando la FUC-Tm. En estas reacciones, la presencia de Ca?* en forma de CaCl, 1.1 M
favorecié la tasa de hidrélisis y de transfucosilacion, y mejor6 el rendimiento de sintesis
duplicandolo y triplicAndolo, con concentraciones de lactosa de 58 y 146 mM,
respectivamente. Los resultados antes mencionados permitieron intuir que la combinacion
del efecto activador del Ca?*, la disminucién de ay Y la alta concentraciéon de lactosa tuvo

un efecto sinérgico favoreciendo la sintesis de FucOS.

Por otro lado, Liu et al. (2022), llevaron a cabo el estudio del impacto de diferentes iones
sobre la actividad de la FUC de Pseudoalteromonas sp. OU03 (PsaFuc), perteneciente a la
familia GH29, empleando CaCl,, MgCl;, CuSQO4, ZnS0O.4, NiSO4, CoCl; y MnCl; a una
concentracion final de 1mM. En esta investigacion se reporté que la adicion de los iones
Mn2?*, Ca?* y Mg?* aumento la actividad de la enzima, de estos el Mn?* mostré la influencia
mas significativa sobre la actividad, sin embargo, después de un tratamiento de incubacion
se observé que el Ca?* prolongé la vida media de la enzima teniendo un mayor efecto.
Ademas, a través de experimentos de calorimetria se demostré que el Ca?* interactué con
PsaFuc a través de mudltiples sitios induciendo cambios de conformacion locales, lo cual

mantuvo el estado activo de la proteina, confiriéndole mayor estabilidad estructural.

Por otra parte, Arsov et al. (2022) realizaron una investigacion sobre la sintesis de

galactooligosacaridos (GOS) utilizando una B-galactosidasa de Lactobacillus bulgaricus, en
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donde evaluaron el efecto de ocho cationes distintos en una concentracion de 10 mM sobre
la actividad de la enzima. Lo que se observoé fue que tanto Cu?*y Zn?* inhibieron levemente
la actividad hidrolitica mientras que Mn?*, Mg?" y Ca?" provocaron un aumento en la
actividad, siendo el manganeso el ion que produjo el mayor incremento de la actividad, en
un factor de 3.5. Posteriormente, se estudio el efecto de estos tres cationes en la actividad
de transgalactosilacion, en esta Ultima cuando se usaron 80 g/L de lactosa se obtuvo un
incremento constante en alrededor del 10% de la produccion de GOS con grado de
polimerizacién 3, mientras que al utilizar concentraciones mas elevadas de lactosa (120 a
200 g/L) se perdio el efecto, ademas, al trabajar con una concentracion de 15 mM de los
iones tanto de forma separada como en conjunto con la lactosa, se produjo un efecto

inhibitorio sobre la produccion de GOS con grado de polimerizacion 3.

De igual forma, Du et al. (2022) llevaron a cabo la caracterizacién de dos [3-galactosidasas
provenientes de Bifidobacterium longum (BLGLB1) y Bifidobacterium pseudocatenulatum
(BPGLB1), dentro de la cual se determiné el efecto de diferentes cationes metalicos (Zn?*,
Co?*, Ni?*, AP, Li?*, Fe?*, Mn?*, Mg?*, Na* y Ca?*) empleandolos en una concentraciéon de 5
mM en las condiciones 6ptimas encontradas para la reaccion de hidrolisis. Para este estudio
se obtuvo que la presencia de Zn?*, Na*, Ca?*, Mn?" y Li?* incrementaron la actividad, sin
embargo, al comparar ambas enzimas se determin6 que el aumento fue menor en BLGLB1.
Por otro lado, APF* disminuyd la actividad en ambas B-galactosidasas y algunos iones
metalicos incrementaron la actividad de BPGLB1 pero a su vez disminuyeron la de BLGLB1

tal fue el caso de Co?*, Ni?*, Fe?'y Mg?*.

Asimismo, Shi et al.,, (2023), obtuvieron un aumento en la actividad de la FUC de
Pedobacter sp. CAU 209 del 9 % en presencia de Mn?*y 6% con Mg?*, ademas, también
se observo la inhibicién en la actividad en presencia de Cu?* (en esta investigacion las

concentraciones de los iones metalicos fueron de 1mM).

Otra investigacion en donde se estudio el efecto de iones en la actividad enziméatica es la
de Jeilu et al. (2024) en donde llevaron a cabo la caracterizacién de una B-glucosidasa, en
este estudio se analiz6 el efecto de diferentes iones metalicos utilizando las sales
inorganicas de CuCl,, FeCls, KCI, CaCl,, ZnCl,, MnCl,, MgSO, y AICI; en una concentracion
de 5 mM, demostrando que el Cu?*, Mg?* y Mn?* provocan una disminucién en la actividad

de la enzima, mientras que el resto de los iones no presenta un efecto significativo.
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Wang et al. (2024), crearon una B-glucosidasa/xilanasa/feruloyl esterasa multifuncional a la
que denominaron GXF, para ello utilizaron la B-glucosidasa aislada de Thermobifida fusca
y xilanasa/feruloilesterasa bifuncional de Prevotella ruminicola en la cual se analiz6 el efecto
de diferentes iones metalicos (Ba?*, Cu?*, Ca?*, Ni?*, Co?*, Cd?*, Zn?*, Mn?*, Fe?*, Mg?*, Ag*,
K*, Fe®*, AI**) sobre todas sus actividades enzimaticas. Para evaluar la actividad de GXF
se incubd en presencia de los iones en una concentracion 5 mM por 30 min para
posteriormente determinar la actividad residual de cada reaccion. Se obtuvieron actividades
relativas mayores al 80% cuando el K*, Ca?*, Mg?*, Mn?*, AI¥* y Cd?* estuvieron presentes.
En relacién con las demas actividades (xilanasa, feruloilesterasa y acetil xilano esterasa),

fueron inhibidas por la presencia de Cu?*, Fe®, Ag, Zn?'y Fe?",

Por otra parte, Feng et al. (2024), caracterizaron la esterasa de T. maritima, evaluando el
impacto de la presencia de iones metalicos (Fe®*, Cu?*, Fe?*, Mg?*, Ca?*, Mn?*, Ni?*, Co?",
Zn?*, Na* y K*) probando concentraciones de 1y 10 mM. Los resultados mostraron que K*,
Na* y Mg?* provocaron un incremento en la actividad de la esterasa, teniendo el mayor
aumento en la actividad en presencia de Mg?* (aumento del 47 %) en concentraciéon 1 mM.
Aunqgue, al aumentar la concentracién a 10 mM, el Na* ya no aumento la actividad, mientras
gue el Ca?*, Ni?*, y Cu?* la inhibieron siendo el Ca?* el ion que causo el mayor impacto

disminuyendo la actividad en un 68%.

Del mismo modo Zhu et al. (2024), realizaron la caracterizacion de una a-L-
arabinofuranosidasa proveniente de Bacillus subtilis (a-L-AFasa), para ello se evalué la
presencia de iones metélicos en concentraciones de 5y 25 mM, como resultado se
demostr6 que a dichas concentraciones el Ca?*, K*, Mg?*, Na*, Ni?* y Cu?* no presentaron
un efecto importante sobre la a-L-AFasa. Mientras que el Co?* tuvo un ligero impacto como
inhibidor.
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2.4 a-L-fucosidasa de Thermotoga maritima
T. maritima es una especie perteneciente al orden Thermotogales, son capaces de
mantener el crecimiento en un intervalo notablemente amplio de temperaturas (Latif et al.,

2013), se estima que su crecimiento 6éptimo se encuentra en un intervalo de 65 a 90 °C.

La FUC-Tm es miembro de la familia GH29A de acuerdo con la clasificacion de CAZy, esta
enzima es el pariente bacteriano mas cercano de las FUCs de mamiferos y comparte un
38% de identidad con su contraparte humana (Sulzenbacher et al., 2004). Esta enzima esta
compuesta por 449 aminoacidos, y su masa molecular es de 52,205 Da (BRENDA, 2023).

La FUC-Tm se ensambla en un arreglo hexamérico compacto (Figura 4), este conjunto se
puede dividir en dos trimeros que se apilan uno sobre el otro y se giran 30°. Es una proteina
de dos dominios. El dominio N-terminal (residuos 7—-359) adopta un pliegue en forma de
(B/a)s barriles, con ocho hebras paralelas empaquetadas alrededor de un eje central y
rodeadas por seis a-hélices y un dominio C-terminal B-sandwich. Una cavidad en los
extremos C-terminales de las cadenas alberga el sitio activo. Los aminoéacidos del sitio
activo son el nucledfilo &cido aspartico (Asp?*4)y el acido/base Glu?%® (Sulzenbacher et al.,
2004).

Figura 4. Estructura del hexamero de la a-L-fucosidasa de T. maritima
(RCSB-PDB,2023, (PDB-ID:10DU); Sulzenbacher et al., 2004).
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En la Figura 5 se muestra la estructura de la FUC-Tm en complejo con fucosa (PDB-
ID:10DU; Sulzenbacher et al., 2004), como se muestra en la Figura 5 A, esta enzima esta
compuesta por un dominio N-terminal (catalitico), representado de color morado y el
dominio C-terminal (azul), ademas, los amino&cidos que se encuentran en el sitio activo, el
residuo nucledfilo Asp??*y el residuo acido/base Glu?¢ se muestran en presentacion de stick

0 bastén de color amarillo.

La Figura 5 B, permite identificar el sitio activo, ubicado en un pequefio bolsillo formado por
los extremos C-terminales de las hebras centrales del dominio (B /a)s representados de color
rosa. Ademas, como se puede observar en el bolsillo catalitico puede entrar un solo residuo
de L-fucosa, por lo que su tamafio pareciera estar adaptado para dicha molécula
(Sulzenbacher et al., 2004).

Figura 5. Representacion del modelo estructural de la a-L-fucosidasa de T. maritima PDB-
ID:10DU. (A) En color morado se representa el dominio N-Terminal, en azul el dominio C-
Terminal, amarillo los amino&cidos cataliticos y en verde la fucosa. (B) Bolsillo del sitio

activo con los residuos cataliticos.



En la Figura 6 se puede observar la secuencia de aminoacidos (estructura primaria), de la
a-L-fucosidasa de T. maritima, donde se encuentran sefialados en color verde los dos

residuos del sitio activo (Asp?**y Glu?®®).

0 M SMKPRYKP DWESLREHTY PKWFDKAKFG | FI HWGI YSV PGWATPTGEL GKVPMNDAWFF
60 QNPYAEWYEN SLRI KESPTW EYHVKTYGEN FEYEKFADLF TAEKWDPQEW ADLFKKAGAK
120 YVI PTTKHHD GFCLWGTKYT DFNSVKRGPK RDLVGDLAKA VREAGLRFGVY YYSGGLDWRF
180 TTEFI RYPED LSYI RPNTYE YADYAYKQVM ELVDLYLPDV LWNDMGWPEK GKEDLKYLFA
240 YYYNKHPEGS VNDRWGYPHW DFKTAEYHVN YPGDLPGYKW EFTRGI GLSF GYNRNEGPEH
300 MLSVEQLVYT LVDVWVSKGGN LLLNVGPKGD GTI PDLQKER LLGLGEW.RK YGDAI YGTSV
360 WERCCAKTED GTEI RFTRKC NRI FVI FLGI PTGEKI VI ED LNLSAGTVRH FLTGERLSFK
420 NVGKNLEI TV PKKLLETDSI TLVLEAVEE

Figura 6 . Secuencia de aminoacidos de la a-L-fucosidasa de T. maritima
(BRENDA, 2023).

2.4.1 Sintesis de Oligosacaridos fucosilados utilizando a-L-fucosidasa de T.
maritima

La FUC-Tm es una enzima de gran interés debido a que se ha comprobado que puede
llevar a cabo la transfucosilacién, ademas como se ha mencionado en los apartados
anteriores su estructura comparte similitud con la fucosidasa humana, lo que la vuelve un
buen modelo. Por otro lado, al ser una enzima proveniente de un microorganismo
extremofilo, presenta resistencia a condiciones extremas, haciéndola una enzima atractiva
para la optimizacion de su actividad, debido a ello a continuaciéon se presentan algunas

investigaciones realizadas en torno a esta enzima.

Osanjo et al. (2007) estudiaron la evolucion de la FUC-Tm en una a-L-transfucosidasa, para
ello la enzima se sometié a un ciclo de mutagénesis, seguido de una recombinacion racional
de las mutaciones seleccionadas, lo que permitié la identificacion de variantes con actividad
de transferasa mejorada. Se demostré que el mejor mutante exhibié un aumento de 32
veces en la relacion cinética de transferasa/hidrolitica. El modelo molecular sugirié que
algunas de estas mutaciones provocan una reorientacion de los aminoacidos que estan en

contacto directo con los sustratos, lo que resulta en una mejor energia de acoplamiento.
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Lezyk et al. (2016) utilizaron la FUC-Tm que se expresO en E. coli como modelo de
comparacion para evaluar el potencial de transfucosilacion de siete fucosidasas que se
obtuvieron del metagenoma del suelo. Al utilizar pNP-Fuc como donante y lactosa como
aceptor se obtuvo 2°FL con un rendimiento del 6.4%. Ademas, se observé que el pNP-Fuc

funciono también como aceptor para producir pNP-Fuc-Fuc con un rendimiento del 17.6%.

Zeuner et al. (2018), realizaron una investigacion con siete FUCs de las subfamilias GH29A
y GH29B en donde evaluaron su capacidad para liberar fucosa de xiloglucano (XyG)
extraido de la cascara de citricos, asi como su potencial de transfucosilacion. Entre las siete
fucosidasas utilizadas se encontraba la FUC-Tm. Para poder analizar la especificidad de
las FUCs se realizaron estudios de los modelos estructurales 3D de las enzimas y el

acoplamiento del sustrato.

Al analizar la actividad hidrolitica se observé que ninguna de las dos enzimas de GH29B
presentd actividad en XyG, por otro lado, cuatro de las cinco FUCs GH29A fueron
hidroliticamente activas en XyG de citricos, con excepcion de la FUC-Tm. Al estudiar los
sitios activos de los modelos estructurales de las FUCs, observaron que la apertura del sitio
activo de la FUC-Tm estaba parcialmente protegido por una estructura de bucle, lo que
significa que esto puede limitar el acceso a un sustrato grande como el XyG. Ademas,
probaron la actividad de transfucosilacién con una concentracion de lactosa de 100 mM
utilizando como donante de fucosilo una fraccion rica en XyG extraida de la cascara de
citricos. La reaccion se controlé durante un méaximo de 24 h. La FUC de Fusarium
graminearum (FgFCO1) fue la enzima mas prometedora para la transfucosilacién de XyG
de cascara de citricos, mostrando una mejor regioselectividad que condujo a la formacién

de una estructura HMO y con una menor actividad hidrolitica.

Guzman-Rodriguez et al., (2018b) realizaron la sintesis de un trisacarido fucosilado por
transfucosilacion utilizando la FUC-Tm, empleando como sustrato donador pNP-Fuc y
lactosa como sustrato aceptor. En esta investigacion se analizé el efecto de la relacion
sustrato donante/sustrato aceptor (D:A), en proporciones 0.001 a 0.828, se observo que, al
disminuir dicha relacién, la tasa de sintesis fue aumentando. Se alcanzé un rendimiento
maximo de 32.5% a una relacion D:A de 0.001. Ademas, en la identificacion del FucO se
determiné que posiblemente se trataba de 2'FL. Al realizar una espectrometria de masas
de tiempo de vuelo de ionizaciéon por desorcion laser asistida por matriz (MALDI-TOF MS),
se demostro que el oligosacarido sintetizado correspondia a un trisacarido fucosilado. Los

resultados del espectro de masas (MS/MS), junto con hidrélisis acida y cromatografia
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liguida de alta resolucion (HPLC) del compuesto hidrolizado permitieron confirmar que era

fucosilactosa.

Por otro lado, Guzméan-Rodriguez et al., (2021) realizaron la sintesis de FucOS con FUC-
Tm inmovilizada en Eupergit® CM. En esta investigacion la enzima se inmovilizé
eficientemente sobre el soporte sin afectar la sintesis de FucOS. La sintesis se llevé a cabo
utilizando pNP-Fuc 3.5 mM y lactosa 146 mM, no se observo ningun efecto sobre la relacion
sintesis/hidrélisis cuando se inmovilizd la FUC. Ademés, se estudié el efecto de la
concentracion inicial de sustratos y se demostré que un aumento de la concentracion del
sustrato aceptor mejord los rendimientos de los FucOS independientemente de la
inmovilizacion de la enzima. Los rendimientos de sintesis fueron de 38.9% con la enzima

inmovilizada y 40.6% con la enzima no inmovilizada.

Robles-Arias et al., (2021a) estudiaron el efecto del pH y la temperatura sobre la actividad
hidrolitica y de transfucosilacion de la FUC-Tm. Se determiné que el pH 6ptimo para llevar
a cabo la reaccién de hidrélisis que cataliza la enzima antes mencionada se encuentra en
valores dentro de un intervalo de 6 a 8, por otro lado, en el caso de las reacciones de
transfucosilacion se observé que entre los valores de pH 7 y 10 se obtuvo la mayor
conversioén. Por otro lado, la temperatura mas alta en este estudio para llevar a cabo tanto
la reaccion de hidrdlisis como la de transfucosilacion fue de 95 °C. Al hacer la optimizacion
de la reaccion de transfucosilacion lograron obtener rendimientos de FucOS mas altos en
tiempos de reaccion mas cortos y ademas utilizando una menor cantidad de enzima.
Asimismo, se indica que posiblemente los FucOS que se lograron sinterizar tendrian las
funciones bioldgicas que presentan los HMOs, lo cual los haria Utiles para poder utilizarlos

como aditivos en productos como las férmulas infantiles.

De igual forma, Robles-Arias et al., (2021b) estudiaron los efectos de los solventes
organicos miscibles en agua en el sistema de reaccion para la sintesis de FucOS utilizando
la FUC-Tm. En la primera etapa de esta investigacion se determiné el pH, la temperatura 'y
la concentracion 6ptima de enzima para llevar a cabo la reaccion de transfucosilacion, en
el caso del pH el intervalo 6ptimo para llevar a cabo la reaccién fue de 7 a 10 mientras que
no fue posible encontrar una temperatura Optima para la reaccion (la mayor temperatura
probada en este estudio fue de 95 °C), asimismo, se demostré que al utilizar una
concentracion de enzima de 0.013 pg/mL se obtuvo la mayor actividad de transfucosilacion,
ya que al aumentar la concentracién de la enzima, la reaccién dominante fue la hidrdlisis.

Por otro lado, se probaron tres diferentes disolventes orgénicos acetona (aw: 0.97),
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acetonitrilo (aw: 0.96) y dimetilsulfoxido (DMSO) (aw: 0.99), se demostré que la presencia de
DMSO y acetona mejoraron la sintesis de FucOS, la mayor sintesis se logré en el medio
con acetona seguido de DMSO y acetonitrilo, demostrando que un cambio en el valor de ay
por adicibn de medios organicos mejoré los rendimientos de la reaccion de

transfucosilacion.

2.5 Métodos computacionales o In silico
El avance tecnolégico ha cambiado la forma clasica del estudio en todas las areas de la
ciencia y esto ha traido a su vez nuevas formas de entender diferentes procesos. Un

ejemplo son los métodos computacionales o in silico.

Se considera que los estudios in silico forman parte de una rama de la biologia
computacional, que tiene como objetivo investigar y examinar procesos biolégicos a través

de simulaciones computacionales (Vargas-Aguilar & Fuentes-Condori, 2021).

Estas nuevas herramientas han permitido: visualizar la organizacion tridimensional de
numerosas moléculas, estudiar el rol y funcion de diferentes proteinas o bien de una célula
completa, e incluso poder llegar a predecir respuestas a estimulos a través del uso de

experimentos in silico (Vargas-Aguilar & Fuentes-Condori, 2021).

Por lo tanto, es posible decir que estos métodos ofrecen una gran variedad de herramientas
dependiendo del objetivo por el cual se requiera estudiar un proceso, resaltando que son

utiles para entender y hacerlos mas eficientes.

2.5.1 Modelamiento molecular

El modelamiento molecular es un método computacional utilizado para llevar a cabo la
representacion tridimensional de las moléculas, con el objetivo de poder determinar sus
propiedades, entender o explicar los comportamientos observados experimentalmente, y

predecir su comportamiento ante nuevos estimulos (Lopez-Pérez, 2017).

El modelamiento molecular tiene gran importancia en todos los sectores industriales en
donde tanto el comportamiento y mejora de los productos y procesos dependen de las
propiedades de algun compuesto o material. En el caso de las proteinas su funcién depende
de su plegamiento, el cual se encuentra reflejado en su representacion tridimensional
correcta (Shapiro & Harris, 2008).

Debido a ello es una herramienta muy utilizada para poder interpretar, complementar,

predecir o sustituir métodos experimentales, o que ha llevado a un ahorro de material y
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tiempo, asi como el poder simplificar el trabajo realizado. Por esta razon es un método que
se ha aplicado en diferentes industrias como la farmacéutica (disefio de nuevos farmacos)
quimica (disefio de catalizadores, mejoramiento de mecanismos de reaccién,

formulaciones) o en la quimica atmosférica (Casanovas et al., 2005).

2.5.2. Acoplamiento molecular

La gran mayoria de procesos biologicos estdn determinados por la interaccion de
receptores moleculares y sus respectivos ligandos. El acoplamiento molecular es un
método computacional utilizado para predecir y evaluar la mejor posicion para que se pueda
llevar a cabo la interaccion entre un ligando (una molécula pequefia) y un receptor (por lo
general una proteina), y asi determinar la uniébn mas favorable de acuerdo con su
estabilidad y especificidad. Este método bioinformético no tiene una regla que se adapte a
todos los casos y la mayoria de los programas empleados con esta finalidad, tienen

diferentes métodos para tratar cada caso en particular (Ballon & Granados, 2019).

Por lo tanto, esta técnica tiene como objetivo averiguar la forma mas probable en que se
puede llevar a cabo la unién entre el ligando y el receptor. En otras palabras, se refiere a la
conformacion del complejo receptor-ligando que requiera menor energia para formarse y
que ademas la union se efectue en el sitio idoneo (Scior et al., 2007). Este proceso requiere
de dos pasos: la prediccion de la conformacion del ligando (orientacion y posicién) en el
sitio activo de la proteina y la determinacion de la afinidad de unién que permitira realizar
una clasificacién por medio de una funcién de puntuacioén, por lo que a su vez estos pasos
se relacionan con los métodos de muestreo y puntuacién con los que se evalla la

convergencia a la menor energia libre de Gibbs de unién (AG.,) (Meng et al., 2011).

En los dltimos afios, se han creado mas de 60 herramientas y programas de acoplamiento
con diferentes usos, ya que las estrategias de unién del ligando son diversas, dentro de los
programas desarrollados, se pueden clasificar en enfoques de construccién de los
complejos Proteina-Ligando, por ejemplo, FlexX emplea el de construccion incremental,
también estan los algoritmos basados en formas como el programa DOCK, asi como los
algoritmos genéticos que emplea GOLD y AutoDock (AD), también estan las simulaciones
de Monte Carlo en LigandFit, entre otros. Los programas de acoplamiento mas utilizados
son AD, el Unico de acceso libre, asi como los programas comerciales GOLD y Glide
(Pagadala et al., 2017).
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En estudios en donde se ha empleado el uso de AD se ha demostrado que es una
herramienta eficaz, con la que se puede predecir con mayor exactitud las conformaciones
y AG, del complejo Proteina-Ligando. Asimismo, tiene campos de fuerza adecuadamente
evaluados como el de Amber empleado en la version 4.2. Cuenta con un grid (cuadricula)
efectivo para acotar el area de busqueda en la zona de interés en la proteina, y permite
emplear un proceso de acoplamiento flexible, tomando en cuenta el movimiento de un
namero limitado de aminoacidos, permitiendo que sean sometidos a cambios
conformacionales con el objetivo de buscar la mejor posicién del ligando y lograr una mayor

afinidad a la proteina (Biesiada et al., 2011).

2.5.3 Dinamica molecular (DM)

La dindmica molecular (DM) es una simulacién creada por computadora que permite recrear
un sistema (fisico, quimico o biol6gico) con el objetivo de poder analizar su comportamiento
y evolucién a lo largo del tiempo, calculando la fuerza que existe entre los atomos en el
sistema a través de la integracion de las ecuaciones del movimiento de Newton. A nivel
atomico se trata de un método de modelado y simulacion que nos permite obtener
trayectorias de un sistema (Lozano-Aponte & Scior, 2014). Se trata de una herramienta de
gran importancia y utilidad en la caracterizacién de los movimientos estructurales, la
flexibilidad, y el mecanismo de accién de las enzimas, contribuyendo a la obtencién de
conocimientos mas extensos sobre la relacién estructura-funcion (Konar et al., 2019). A
diferencia de otros algoritmos en esta técnica se establece flexibilidad tanto en el ligando
como en el receptor de una forma mas efectiva, sin embargo, se trata de un método muy

laborioso y tardado, ya que progresa en pasos cortos (Meng et al., 2011).

En sistemas biol6gicos por ejemplo, ayuda a describir el comportamiento de una proteina
u otras moléculas complejas bajo ciertas condiciones de interés. Este tipo de herramientas
han demostrado tener buena correlacién con resultados obtenidos en experimentos in vitro
(Lozano-Aponte & Scior, 2014).

Las simulaciones resultantes de esta técnica son muy valiosas por muchas razones, entre
las que destacan que son capaces de capturar la posicion y movimiento de cada atomo por
el cual esta formado el sistema, en cada punto en el tiempo, ademas, de conocer y poder
controlar las condiciones de la simulacién como por ejemplo la conformacién inicial de una
proteina, que ligandos estan unidos a ella, si en el sistema estan presentes otras moléculas,
el estado de protonacién, temperatura, entre otros. Por lo tanto, se pueden llevar a cabo

simulaciones en diferentes condiciones para identificar los efectos de una gran variedad de
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perturbaciones moleculares como por ejemplo el estudio de cambio de fases, solubilidad
de moléculas, conformacion de menor energia y cambios estructurales en proteinas, etc.
(Hollingsworth & Dror, 2018).

Los paquetes de software de DM se han vuelto mas sencillos de utilizar, con un mejor apoyo
para los no expertos, pero también han mejorado su alcance. Las opciones mas comunes
de programas para DM incluyen GROMACS, NAMD, AMBER, CHARMM, Desmond y
OpenMM (Hollingsworth & Dror, 2018). Los programas GROMACS y NAMD, han sido
compatibles con la interfaz para el uso de multiprocesadores (MPI) durante mucho tiempo.
Debido a ello, si se tiene la capacidad de utilizar una gran cantidad de nucleos de
procesamiento de una computadora o super computadora de manera simultanea, los MPI

pueden reducir significativamente el tiempo de célculo (Hospital et al., 2015).

En la Figura 7 se pueden observar las etapas de una simulacién de DM de manera general,
resaltando que dependiendo del programa utilizado es posible calcular diferentes
parametros, ademas de poder analizar la trayectoria del sistema a través de visualizadores

moleculares con interfaz gréafica (en forma de animacion).

Preparacion del sistema

* Eleccion de configuracién inicial
« Adicion de moléculas de agua

* Neutralizacién de cargas

¥

Minimizacién y Equilibracion
de energia

A

Produccion

(Simulacién DM )
Propiedades por calcular
(“n" pasos de ejecucion)

¥

Resultado
Analisis grafico
(propiedades calculadas)

Figura 7. Pasos generales de simulacion por DM. Modificado de Lozano-Aponte y Scior,
(2014).
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2.5.4 Estudios in silico en fucosidasas

Debido al avance y los beneficios de la utilizacion de los métodos in silico, se han empleado
en estudios de enzimas de gran relevancia como las FUCs, las cuales han sido analizadas
a través de estas herramientas, con el fin de poder determinar la relacién entre su actividad
catalitica y estructura, ademas de definir, completar y explicar su mecanismo de accion bajo

diferentes condiciones.

Klontz et al. (2020) realizaron un estudio sobre el mecanismo de reaccion de
transfucosilacion de las FUCs pertenecientes a la familia GH29A, entre las que se
encuentra a la FUC proveniente de Lactobacillus casei (AIfC) y sus mutantes. Para poder
describir la relacién entre la estructura y funcién de AIfC, se utilizé una estructura obtenida
por difraccion de rayos X con una resolucion de 2.5 A, se resalta que AIfC carece del
dominio C-terminal (Figura 8 A) y adquiere una forma de tetrdmero en solucion (Figura 8
B).

AlfC tetramero

Sitios activos

Figura 8. Estructura de AIfC (A) estructura de AIfC que exhibe la ausencia de un dominio
C-terminal (B) ensamblaje tetramero de AIfC (Adaptada de Klontz et al. 2020).
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Ademas, se llevé a cabo un andlisis de acoplamiento molecular, simulando la unién con la
fucosa corroborando que el ligando no genera cambios conformacionales significativos.
Esta investigacibn toma como referencia el mecanismo seguido por la FUC de B.
thetaiotaomicron (BT2970) reportado por Van Bueren et al. (2010) en dénde la hidrdlisis se
lleva a cabo por una reaccion de doble desplazamiento de Koshland. En esta reaccion el
aminodcido que actia como nucledfilo catalitico y los oxigenos del aminoacido que actua
como acido/base general se encuentran separados por una distancia de aproximadamente
de 5.5 A, lo que a su vez da como resultado una distancia entre los carbono alfa de ~12 A

como es posible observar representado en la Figura 9.

Figura 9. Estructura de BT2970 (PDB-ID: 2WVU) unida a pNP-Fuc (Obtenido de Klontz et
al. 2020).

Un aspecto interesante de esta investigacion fue que realizaron un estudio comparando la
estructura inactiva de AIfC en complejo con el sustrato pNP-Fuc, un andlisis de la estructura
y mecanismo de BT2970, asi como la estructura abierta que se ha reportado en la FUC de
Bifidobacterium longum subsp Infantis (BiAfcB), con lo cual se intuye que AIfC también
estaria formando estados estructurales abiertos y cerrados que determinan que la reaccion
se lleve o no acabo (Figura 10). Por otro lado, se realiz6 una simulacion de dinamica
molecular con el fin de poder describir con mayor profundidad el mecanismo de reaccién y
los aminoacidos que participan en la catalisis. Lo que permitié suponer que el estado activo
de AIfC es a través de una conformacion cerrada donde el aminoacido Asp?® actiia como

nucledfilo mientras que Asp?*?> como &cido/base general (teniendo dos posibilidades mas
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de residuos gque podrian realizar esta funcién siendo el Glu®* y Glu?’*). Asimismo, se llevo
a cabo un modelamiento molecular utilizando diferentes sustratos con el fin de entender la
especificidad de AIfC, con lo cual se intuye que la presencia de N-acetilglucosamina
(GIcNACc) en un sitio adyacente al sitio activo favorece la formacion del estado cerrado y por

lo tanto la transfucosilacion.

Asp22

ARG22°

Figura 10. Estructura y dinamica del sitio activo de AIfC (A) conformacion cerrada; (B)

conformacion intermedia; (C) conformacion abierta (Adaptada de Klontz et al. 2020).

Por otro lado, con el objetivo de seleccionar catalizadores biolégicos capaces de llevar a
cabo la sintesis de disacaridos de fucosil-N-acetilglucosamina, Liu et al. (2020) realizaron
un andlisis de secuencia de 12 FUCs putativas y una FUC conocida de Bacteroides fragilis
NCTC9343 denominada BF3242. Posteriormente para hacer la seleccion de las FUC, se
realiz6 un andlisis de secuencia y una construccion de arboles filogenéticos de donde se
seleccionaron Unicamente 5 de las 12 enzimas putativas y la conocida. En esta
investigacion se obtuvo como resultado que BF3242, present6 la mayor actividad de
transfucosilacion, siendo capaz de sintetizar Fuc-a-1,3/1,6-GIcNAc con rendimiento del
79% utilizando pNP-Fuc como sustrato donante. Adicionalmente, se llevé a cabo una
evaluacion del efecto de la temperatura sobre la actividad de la enzima, donde se observo
gue la temperatura afecta la proporcion de dos productos regioisoméricos (Fuc-a-1,3-
GIcNAc y Fuc-a-1,6-GIcNAc), por lo que después se realizé6 un modelado por homologia de
la enzima, para llevar a cabo una simulacién de dinamica molecular a diferentes

temperaturas que permitiera describir mejor por que la temperatura causaba ese efecto.

A través de este Ultimo estudio, se lograron identificar regiones mas sensibles a la

temperatura, las cuales presentaron mayor flexibilidad de acuerdo con los resultados
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obtenidos en los valores de la fluctuacion cuadratica media de aminoacidos (RMSF)
(valores de RMSF mas altos coinciden con mas flexibilidades proteicas y potencialmente
menos estabilidades térmicas). El Loop-4 (estructura secundaria en desorden con mayor
fluctuacién) mostré cambios significativos a lo largo de las simulaciones, lo que sugiere se
trataba de la regidn mas sensible a la temperatura. En la Figura 11 se muestra que el valor
RMSF para el Loop-4 a 300 K fue ~0.43 nm y aumentd a 0.67 nm a 350 K, lo que indica
que fluctia de manera mas flexible que otras regiones con el aumento de la temperatura.
En estudios anteriores, las regiones flexibles que se identificaron por DM son relevantes
para la actividad de la enzima, por lo que dichas regiones podrian influir en la configuracién
del producto, lo que explicaria el efecto sobre la proporcion de los productos

regioisoméricos (Fuc-a-1,3-GIcNAc y Fuc-a-1,6-GIcNAc).

b e
Loop 1 Loop 2 Loop 3 Loop4 Loop5 Loop 6

300 K |

350 K

ARMSF

Figura 11. RMSF para Ca en BF3242 a 300 K y 350 K (Obtenido de Liu et al. 2020).

Asi también, Pavon-Chimal et al. (2022a) realizaron un estudio in silico centrado en la
interaccion entre la lactosa como sustrato aceptor y el pNP-Fuc como sustrato donante con
la enzima FUC-Tm. En el primer paso de esta investigacion se llevé a cabo el acoplamiento
molecular entre el pNP-Fuc y la enzima, como se muestra en la Figura 12, se sefalan los
aminoacidos que forman parte del bolsillo catalitico y que ademas entran en contacto con
la fucosa, por un lado, el anillo aromatico de pNP-Fuc formé interacciones pi-alquilo con
Leu® y pi-sigma con Met??®, estabilizando el aglicon. Por otro lado, el C6 de la fucosa formé
interacciones pi-alquilo con los aminoacidos aromaticos Phe?® Phe®?, Trp??? y His®,
reflejando la hidrofobicidad del sitio activo. Ademas, el residuo catalitico Asp?** formé un
enlace de hidrogeno con el C4 de la fucosa (Figura 12 A). El otro residuo catalitico, Glu?®,
esta a 4.1 A del C1 de la fucosa con una interaccion carbono-hidrogeno (Figura 12 B) y la
Arg®* formé un enlace de hidrégeno con el oxigeno endociclico de la fucosa. Es importante

resaltar que para este estudio se llevo a cabo el acoplamiento molecular Unicamente



empleando como base la estructura cristalogréfica con codigo de la base de datos de
proteinas; PDB ID: 2ZWY, y comparando con la estructura en complejo (PDB ID: 10DU).

B

GLU 266

4.1A

40A 424
ASP 224
Subsite +1 | Subsite -1

 Hydrophobic Interactions

I Hydrogen bond [ Pi-sigma

3.00
2.00
1.00
0.00
18
500 l Hydrophilic _ Carbon - hydrogen || Pi-alkil

Figura 12. Acoplamiento molecular entre pNP-Fuc y FUC-Tm (A) interaccién entre el sitio
activo y el pNP-Fuc (B) distancia entre los residuos cataliticos y el ligando, el subsitio —1
indica dentro de la cavidad del sitio activo y el subsitio +1, fuera de la cavidad del sitio
activo (Obtenido de Pavdn-Chimal et al. 2022a).

Posteriormente, se realizé el acoplamiento molecular en presencia de fucosa, el cual se
repitié hasta que las moléculas de lactosa se colocaron cerca del sitio activo para examinar
la interaccién que favorece la transfucosilaciéon y comprender el efecto de la concentracion
de sustrato en la sintesis de FucOS. Este trabajo demostré, que existe una interaccién entre
la enzima y la lactosa en sitios de unién favorables distintos al sitio activo (Figura 13). Lo
que demuestra que ademas de una unidad de fucosa en el sitio activo de la enzima, se
necesitan varias moléculas aceptoras (lactosa) para ocupar otros sitios de unién favorables
en la enzima, hasta acercarse al sitio activo para completar la reaccion. También se
demostré por acoplamiento molecular que la enzima tiene menor afinidad por las moléculas
sintetizadas que por el pNP-Fuc, lo que contribuye al aumento del rendimiento de la

reaccion de transfucosilacion.
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Figura 13. Acoplamiento molecular acumulativo con lactosa y enzima en complejo con
fucosa. (Obtenido de Pavon-Chimal et al. 2022a).

Del mismo modo, Pavén-Chimal et al., (2022b) realizaron un andlisis in silico con el fin de
describir las interacciones en el sitio activo para la formacién del complejo enzima-sustrato
en FUC pertenecientes a la familia GH29, para lo cual se compararon tres enzimas
provenientes de microorganismos diferentes: FUC-Tm y Lactobacillus casei (AIfC)
pertenecientes a la familia GH29A vy Bifidobacterium longum subsp. Infantis (BiAfcB) de la
familia GH29B. A través de un analisis por modelamiento molecular, se comparé la
estructura del sitio activo (Figura 14), con lo que se demostré que en las enzimas
pertenecientes a la familia GH29A se encuentra un residuo de arginina (Arg) que se
conserva en esta subfamilia (Arg?®* en FUC-Tm y Arg??® en AIfC, Figura 14 A), este residuo
resulta ser de gran importancia ya que forma un enlace con el oxigeno endociclico de la
fucosa, por lo que contribuye en la interaccion con el sustrato, mientras que en BiAfcB
perteneciente a la familia GH29B este residuo no esta conservado. Sin embargo, en BiAfcB
se encuentran tres residuos (Trp?:, Glu?*" y Asp?®, Figura 14 B) asociados a un sitio de
union a galactosa y que ademas se conservan en la estructura de otras fucosidasas

pertenecientes a la familia GH29B.
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Ademas, se corroboré que el Asp que actia como nucledfilo catalitico se conserva en las
tres fucosidasas, en cambio el residuo que actlla como &cido/base general se conserva en
FUC-Tm como Glu?® y como Glu?!’ en BiAfcB, mientras que para AIfC de acuerdo con lo
antes mencionado por Klontz et al. (2020) tiene tres residuos que podrian llevar a cabo esta
funcion GIu*®, Asp?*? y Glu** de los cuales Asp?? parece ser el mas probable.
Posteriormente, se llevé a cabo un estudio por acoplamiento molecular para analizar la
afinidad del sitio activo de las enzimas, con lo cual se demostr6 que las enzimas
pertenecientes a la familia GH29A presentan una mayor afinidad por el sustrato pNP-Fuc a
diferencia de la perteneciente a la familia GH29B, debido a que las interacciones que se
forman con el donante de fucosa no son exactamente las mismas por lo que determinan la

afinidad del sitio activo, estos resultados coinciden con lo obtenido en estudios in vitro.

A

Figura 14. Alineamiento del sitio activo de las FUCs de las subfamilias GH29A y GH29B
(A) FUC-Tm (color gris) y AifC (color marrén), dos FUCs de la familia GH29A (B) FUC-
Tm (color gris) y BiAfcB (color azul) de la familia GH29B (Obtenido de Pavén-Chimal et al.
2022b).

Por otro lado, Liu et al. (2022), utilizaron las herramientas computacionales como el analisis
de secuencia en conjunto con el modelado por homologia para poder simular el modelo
estructural de la FUC de Pseudoalteromonas sp. OU03 (PsaFuc), ademas de predecir los

componentes del sitio activo basandose en el modelo desarrollado.
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Koval'ova et al. (2022), utilizaron la bioinformatica para encontrar secuencias homologas
que permitieran la construccion estructural de la FUC denominada a-L-F2Wt, una enzima
intracelular de Paenibacillus thiaminolyticus. Ademas, realizaron un experimento de
acoplamiento molecular para complementar la investigacién sobre la especificidad de
sustrato de la enzima, con lo cual se demostré que la conformacion del sitio activo modula
la especificidad del sustrato. Al tener un sitio activo estrecho en los subsitios -1 y +1 la
enzima presenta preferencia por los sustratos disacaridos, sin embargo, también es capaz

de escindir trisacaridos con diferentes enlaces glucosidicos y un hexasacérido estudiado.

Por otro lado, Hou et al. (2023), llevaron a cabo el estudio del efecto del Mn?* en la xilanasa
en complejo con xilosa, evaluando dos concentraciones diferentes del ion (4 y 6 mM), a
través de un estudio in silico. En dicha investigacion, se comprobaron que las variaciones
encontradas en los pardmetros de DM se debian a la fluctuacion de ciertos aminoacidos al
estar presente el Mn?*, los cuales forman parte del sitio catalitico de la enzima. Asimismo,
determinaron cambios en el volumen del bolsillo catalitico de 55 a 387 A, haciendo que este
sea mas accesible a los sustratos, mejorando la actividad de la enzima para obtener
oligosacéridos de feruloil. Ademas, los resultados de la simulacién también revelaron que
la adicién de Mn?* result6é en un valor RMSD bajo en comparacién con la ausencia de Mn?* y

ayudo a estabilizar el complejo.
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3 Justificacion

Dado que, informes anteriores han demostrado que la FUC-Tm puede llevar a cabo
reacciones de transfucosilacion. El estudio de esta enzima y las condiciones de reaccion

que conducen a la sintesis de FucOS representa un campo de investigacién de gran interés.

Asi también, la importancia de la investigacion relacionada con la sintesis de HMOs radica
en la actividad biologica que éstos presentan al ser consumidos, ademas de la imposibilidad
de disponer de ellos en cantidades y con la pureza adecuada para ser incorporados en
férmulas lacteas o como producto farmacéuticos hacen necesario el desarrollo de métodos

alternativos de obtencion.

En diversas investigaciones en donde se han utilizado sales inorgénicas, se ha comprobado
que su presencia aumenta el rendimiento de la sintesis de HMOs, por lo que este trabajo
busca describir la forma en que interactian iones bivalentes como el calcio, magnesio,
manganeso y cobre con la FUC-Tm y su relacién con la sintesis de FucOS, a través de un
enfoque in vitro mediante reacciones enzimaticas y por modelamiento molecular in silico
con la finalidad de esclarecer el efecto de la interaccion de los iones en la actividad de la

enzima.
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4 Hipotesis
Si los iones bivalentes (calcio, magnesio, manganeso y cobre) tienen un efecto positivo en
la sintesis de oligosacaridos fucosilados se podria relacionar con cambios en el entorno del

sitio activo de la a-L-fucosidasa de Thermotoga maritima.

5 Objetivos

5.1 Objetivo general

Evaluar el efecto de diferentes iones bivalentes (calcio, magnesio, manganeso y cobre)
sobre la actividad de la enzima para conocer su efecto en la sintesis de oligosacaridos
fucosilados utilizando la a-L-fucosidasa de Thermotoga maritima, mediante experimentos

in vitro y modelamiento molecular in silico.

5.2 Objetivos particulares
1. Evaluar la concentracion de diferentes iones bivalentes (calcio, magnesio,
manganeso y cobre) sobre la actividad hidrolitica de la a-L-fucosidasa de
Thermotoga maritima.
2. Determinar la concentracion de los iones bivalentes (calcio, magnesio, manganeso
y cobre) que permita obtener la mayor sintesis de oligosacéridos fucosilados.
3. Realizar un estudio de modelamiento molecular in silico de la interaccion del ion
seleccionado de las etapas anteriores con la a-L-fucosidasa de Thermotoga

maritima para conocer su relacion con la sintesis de oligosacaridos fucosilados.
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6 Plan de trabajo

Para poder cumplir con los objetivos establecidos, se desarroll6 el siguiente plan de trabajo el cual estuvo dividido en tres etapas como

se muestra en la Figura 15.

ETAPA1 ETAPA 2 ETAPA3
Efectode ionesenla - P » Estudio in silico dela interaccion delion
actividad hidrolitica Efectode lones enla sintesis de FucOS conla enzima,
|"Fucosidasa |
| pura: i " Fucosidasapura: |
| g-oof2f UE/mL i v | 0.0085 UE/mL i \
- Sustrato: - . -
. Actividad | Sustrato donador: . Medicion de Dinamicamolecular
| pNP-Fuc (3.5 L " hidrolitica | pNP-Fuc (3.5mM) | Sintesisde FucOS  (—» oo 1o agua (DM)
| mM) I 3 . Sustratoaceptor: |
| - | Lactosa (146 mM)
- T=60°C | | |
| t= 20 min | ‘ | T=60°C e S
| pH=50 . Efectodeiones l=ah I ¢ | Condiciones de simulacién |
(0.25-1.5M) | oH=50 | 500ns :
. PRES. | . - 60°C |
CaCl, [ : Cuantificacion de | 4 atm i
MgCl, | Efectodeiones | productos de | oH=50 -
MnCl, i (0.25-1.5M) CaCl, | reaccion : Euffer de acetatos (1mM) I
CuSO |
s i (0.5 M) MgCl, | (HPLC) | 05M deGel, |

_____________ i e

DM en complejo

Figura 15. Plan de trabajo.



6.1 Materiales y métodos

6.1.1 Determinacion del efecto de iones bivalentes sobre la actividad
hidrolitica

La actividad hidrolitica de la FUC se determiné empleando pNP-Fuc (3.5 mM) como sustrato
(Sigma-Aldrich, Missouri, USA), se usaron 0.00325 U/mL de FUC-Tm (Megazyme, Leinster,
Irlanda) en regulador de acetatos 1 mM, pH 5.0, las reacciones se incubaron por 20 min a
60 °C con 0.25, 0.5, 0.75, 1, 1.25y 1.5 M de CaCl; (J.T. Baker, Paises Bajos), MgCl. (J.T.
Baker, Paises Bajos), MnCl; (MEYER, México) y CuSQO4 (J.T. Baker, Paises Bajos). A la
par se llevé a cabo una reaccion control en ausencia de los iones. El p-nitrofenol (pNP)
liberado se determiné mediante espectrofotometria visible utilizando un espectrofotémetro
UV-1601 (Shimadzu, Kyoto, Japén) a 410 nm tomando mediciones cada minuto e
interpolando este valor en una curva estandar de dicho compuesto (Anexo, Figura 1 A).
Una unidad de fucosidasa fue definida como la cantidad de enzima que hidrolizé un pumol
de pNP-Fuc por minuto a pH 5.0 y 60 °C. En este trabajo la actividad hidrolitica se cuantifico

como la concentracion (mM) de pNP liberado por unidad de tiempo (min).

6.1.2 Determinacion del efecto de iones bivalentes sobre la actividad de
transfucosilacion

Por otro lado, la actividad de transfucosilacion de la FUC se determind empleando pNP-Fuc
(3.5 mM) como sustrato donador y lactosa como sustrato aceptor (146 mM), se usaron
0.0065 U/mL de FUC-Tm (similar a lo utilizado por Guzman-Rodriguez 2018c), siendo el
doble de unidades en comparacion con lo usado en el estudio de la actividad hidrolitica,
debido a que si se empleaba la misma concentracién de enzima, el tiempo de reaccion para
llevar a cabo la sintesis de FucOS seria muy largo, se us6 un regulador de acetatos 1 mM,
pH 5.0. La mezcla de reaccién se incub6 a 60 °C durante 3 h en una incubadora de
hibridacion combi-SV12 (FINEPCR, Republica de Corea del Sur) y la reaccién se detuvo en
intervalos de 30 min hasta 3 h agregando NaOH 0.3 M. La actividad de transfucosilacién se
determind tanto en ausencia como en presencia de 0.25, 0.5, 1y 1.5 M CacCl; (J.T. Baker,
Paises Bajos) y 0.5 M de MgCl. (J.T. Baker, Paises Bajos). El pNP liberado se determin6
mediante espectrofotometria visible a 410 nm tomando mediciones cada minuto e
interpolando este valor en una curva estandar de dicho compuesto (Anexo, Figura 2 A).
Ademas, se calculd la relacion entre la velocidad de transfucosilacion sobre la velocidad de
hidrdlisis (Vwans/Vhia) para la concentracion optima de sintesis y se determiné el valor de aw

de las diferentes soluciones empleadas para llevar a cabo cada reaccion a través de un
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medidor AQUALAB PRE. La concentracion de FucOS se determiné por HPLC como se
describe en la seccién 6.1.3.

La actividad de hidrdlisis y transfucosilacién en estas reacciones se expres6 como mM de
pNP liberado o FucOS sintetizados (segun el caso) por minuto a pH 5.0 y 60 °C.

6.1.3 Cuantificacion de oligosacaridos

Los FucOS producidos a través de las reacciones de transfucosilacion se cuantificaron
mediante cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC), usando una bomba Lab Alliance
Serie Il (Sci-entifc Systems, Pennsylvania, EE. UU.). Se emple6 una columna HC-75 (H*)
de 300 x 7.80 mm (Hamilton, Nevada, EE. UU.) colocada en un horno a 75 °C. Como fase
movil se utiliz6 agua desionizada (18.2 Q), con un flujo de 0.3 mL/min. Se usé un detector
de dispersion de luz modelo SOFTA 300S (Chrom Tech, Minessota, EE. UU.), con una
presion de nitrégeno de 62.5 psi, una temperatura en el nebulizador de 10 °C y una
temperatura de evaporacion de 45 °C. Para determinar la concentracion de FucOS se utilizé
el programa Clarity version 5.0.3.180 mediante el cual se calculd el area correspondiente al
compuesto de interés, posteriormente se realiz6 la interpolacién de las areas obtenidas con
un pico utilizando una curva estandar de rafinosa. En la Figura 16 se observa un ejemplo
de un cromatograma obtenido por HPLC a partir de muestras de las reacciones de
transfucosilacion.
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Figura 16. Cromatograma de sintesis de FucOS obtenido por HPLC.
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6.2 Andlisis in silico de lainteraccién entre enzima 'y Ca?*

6.2.1 Dinamica molecular

A través de los experimentos in vitro, se determiné que el ion con el que se obtiene el mayor
incremento en la actividad de la FUC-Tm es el Ca?*. El mayor rendimiento en la reaccion
de transfucosilacion se obtuvo con una concentracion de 0.5 M de CaCl,. Teniendo en
cuenta lo antes mencionado, se llevd a cabo una simulacion de DM con el objetivo de
analizar el papel del Ca?* en la actividad de la enzima y determinar su relaciéon con la

sintesis de FucOS.

Para la simulacién de DM se empleé la estructura de FUC-Tm resuelta por difraccién de
rayos X en su conformacion libre o Apo (FUC-Tm; PDB ID: 2ZWY; Res: 2.75 A) (Wu et al.,
2009). Se establecieron 2 sistemas: en ausencia de Ca?* (FUC-Tm) y en presencia de calcio
(FUC-Tm-Ca?*) empleando CaCl, en la concentracién éptima (0.5 M) obtenida del

experimento in vitro antes mencionada.

Posteriormente, se llevo a cabo la protonacion del modelo estructural, a través del servidor
CHARMM-GUI empleando la herramienta Solution Builder, con la cual se agregaron los
atomos de hidrégeno faltantes (H*) segun los valores de pKa de los aminoacidos titulables
calculados para pH 5.0. Del mismo modo, por medio de este servidor se generaron los
sistemas para llevar a cabo las simulaciones de DM, donde se embebi6 la estructura de la
enzima en una caja de agua con moléculas del tipo TIP3 en condiciones de frontera
periédica con una distancia del centro de la enzima al borde de 10 A. Luego, los sistemas
se neutralizaron con una solucion 1 mM de iones sodio (Na*) y acetato (C.H30Oy) para cada
modelo estructural protonado a pH 5.0. Ademas, en el sistema FUC-Tm-Ca?* se adicionaron
los iones calcio (Ca?") y cloruro (CI) correspondientes a la concentraciéon o6ptima

mencionada anteriormente.

Finalmente, los sistemas (FUC-Tm y FUC-Tm-Ca?*) fueron optimizados mediante una
simulacién de DM utilizando el programa GROMACS 2023.2, empleando los campos de
fuerza CHARMMS36, a través de un sistema electrostatico del tipo Coulomb. En primer lugar,
la minimizacion de energia se llevd a cabo con el algoritmo de minimizacion de descenso
hasta alcanzar una energia libre por debajo de 10 kJ/mol o un maximo de 50,000 pasos.
Posteriormente, se realizaron dos procesos de equilibracién por un periodo de 100 ps cada
uno, esto para tener el acomodo de todas las moléculas del sistema, el primer proceso

consisti6 en un ensamblaje candnico a volumen constante (NVT), seguido de un
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ensamblaje isotérmico-isobarico (NPT), con una temperatura de 333.15 Ky una presién de
1 atm. El termostato V-rescale (termostato Berendsen modificado) fue usado para controlar

la temperatura y el método de Parrinello-Rahman para la presion.

Una vez que los sistemas fueron minimizados y equilibrados energéticamente, se llevaron
a cabo las simulaciones de DM de cada sistema (en ausencia y presencia de calcio), a lo

largo de 500 ns, cabe resaltar que la DM de cada sistema se realiz6 por triplicado.

Las trayectorias obtenidas de las simulaciones de DM para cada sistema fueron centradas
con respecto a la proteina y posteriormente alineadas con relacién a su rotacion y traslacion.
Una vez que las trayectorias fueron centradas y alineadas se determind la estabilidad de la
proteina en cada sistema. Para ello, se graficé la desviacion estandar de los valores de la
cadena principal con respecto a los atomos pesado C, O y N (RMSD), asi como la
desviacion estandar de la fluctuacion de cada aminoacido de la cadena (RMSF), el radio de
giro (Rg) y la energia cinética del sistema, para analizar el comportamiento y los cambios
del sistema de la proteina en presencia de los iones de Ca?*. Las trayectorias de DM fueron
analizadas empleando el software de visualizacion molecular VMD v1.9.3, ademas, los
esquemas de interaccién se produjeron mediante programas computacionales, como,
PyMOL v2.4.0 (Schrodinger LLC, 2015) y BIOVIA Discovery Studio Visualizer
v20.1.0.19295 (BIOVIA, Dassault Systemes, 2021).
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6.2.2 Acoplamiento molecular

Para poder comparar como se afecta la unién entre el sustrato pNP-Fuc (ligando) y la FUC-
Tm; en ausencia y en presencia del ion Ca?*, se decidié modelar la unién entre el ligando y
la estructura de la enzima utilizando el programa AutoDock 4.2, para lo cual se empleé la
estructura de FUC-Tm resuelta por difraccion de rayos X en complejo con fucosa (FUC-Tm-
Lig; PDB ID: 10DU; Res: 2.80 A) (Sulzenbacher et al., 2004).

Posteriormente, se obtuvo la estructura 3D del compuesto pNP-Fuc con identificador de
compuestos (CID): 82473 de la base de datos PubChem para realizar su optimizacién
geométrica utilizando la teoria de la densidad funcional con el intercambio-correlacién
funcional de Perdew (Perdew et al., 1996) y el conjunto de bases para todos los &tomos en

el orbital 6-311++G** utilizando el programa Gaussian 09 Rev A.02 (Frisch et al., 2016).

A través del uso del programa AutoDockTools se establecieron los enlaces rotables del
pNP-Fuc para evaluar la conformacion en la que mejor se una a la enzima, ademés se
delimité el espacio de busqueda del sitio de unién a través de una cuadricula tridimensional
basada en la posicion de la fucosa del modelo PDB-ID: 10DU, las dimensiones de la
cuadricula fueron las siguientes (x, y, z): 80, 80, 80. La estructura mas favorable del
complejo FUC-Tm- pNP-Fuc, definida por la menor AG,, se obtuvo mediante el método de
busqueda y puntuacion del Algoritmo Genético de Lamarckian (Morris et al., 2009). Los
parametros del algoritmo fueron de 200 evaluaciones, considerando una poblacion inicial
de 150 genes con un maximo de 27,000 generaciones y 2.5 x 107 evaluaciones de energia.
Las imagenes de los complejos de la FUC-Tm con el pNP-Fuc y los esquemas de las
interacciones hidrofobicas se obtuvieron utilizando los programas VMD v1.9.3 (Humphrey
et al., 1996) y PyMOL v2.4.0 (Schrodinger LLC, 2015).

Una vez obtenido el complejo FUC-Tm-pNP-Fuc se generaron los sistemas (en ausencia y
presencia de calcio) para llevar a cabo las simulaciones de DM, como se describié en la

seccion 6.2.1, ahora por un periodo de tiempo de 100 ns.

Los valores de AG, de los complejos simulados por DM se estimaron utilizando calculos de
Mecénica Molecular/Area de Superficie de Poisson-Boltzmann (MM/PBSA) utilizando la
herramienta MMPBSA.py (Valdés-Tresanco et al., 2021).
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7 Resultados y discusién

7.1 Efecto de iones bivalentes en la actividad hidrolitica de la enzima

En investigaciones previas se ha reportado un aumento en la actividad hidrolitica de
algunas FUCs en presencia de iones como el Ca%", Mg?* y Mn?#*, asi como la inhibicién de
la actividad por la presencia de Cu?* (Guzman-Rodriguez et al., 2018c; Liu et al., 2022; Shi
et al., 2023). Este mismo comportamiento también ha sido informado en estudios realizados
con otras hidrolasas (Arsov et al., 2022; Du et al., 2022; Jeilu et al., 2024; Wang et al., 2024).
Debido a ello, se decidié evaluar el efecto de la presencia de estos iones sobre la actividad

hidrolitica de la FUC-Tm. A continuacién, se presentan los resultados obtenidos.

7.1.1 Efecto del calcio en la actividad hidrolitica de la enzima

El Ca?* es uno de los iones cominmente reportado como activador en diferentes hidrolasas.
Aunqgue existe un reporte realizado por Guzman-Rodriguez et al. (2018c), en el cual se
estudi6 el efecto de este ion sobre FUC-Tm, las condiciones de reaccién en la presente
investigacion no fueron exactamente las mismas, como por ejemplo, las concentraciones

probadas de este ion.

Se determiné la actividad hidrolitica de la FUC-Tm a diferentes concentraciones de CacCl,.
De acuerdo con los resultados presentados en la Figura 17, se encontré que la actividad
hidrolitica fue aumentando conforme se increment6 la concentracion de CacCl,. Lo anterior
comprueba que la presencia del Ca?* en la reaccion tiene un efecto activador sobre FUC-
Tm. La mayor actividad fue obtenida con una concentraciéon de 1 M de CaCl; con un valor
de 0.265+0.01 U/mL, obteniendo un aumento de la actividad de ~173%, sin embargo, al
realizar la prueba estadistica de Tukey no se encontré diferencia significativa entre la
actividad hidrolitica obtenida con 1y 1.25 M de CacCl,. Esto demuestra que la actividad de
la enzima se ve mejorada en concentraciones de CacCl, que se encuentran entre los valores

antes mencionados.
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Figura 17. Actividad hidrolitica de la FUC-Tm a diferentes concentraciones de CaCl.. Las

medias con la misma letra son iguales de acuerdo con la prueba de Tukey p<0.05.

A diferencia de lo reportado por Guzman-Rodriguez et al., (2018c), donde se utilizaron
concentraciones de 0.5, 0.8, 1.1 y 2.2 M de CaCl,, en este trabajo se evalué el efecto del
Ca?* utilizando un mayor nimero de concentraciones de CaCl,. En el presente trabajo se
encontré un aumento en la actividad hidrolitica muy similar a lo reportado por el estudio
antes mencionado, comparando los resultados de 0.5 y 1.1 M siendo estas las
concentraciones mas cercanas a las probadas en la presente investigacion. Esto nos
permitié encontrar un intervalo mas acotado en donde se activa la enzima siendo de 1 a
1.25 M.

Kobayashi et al. (2011), informaron que una dextrano-glucosidasa de Streptococcus mutans
a la que se afiadié Ca?* en una concentracion de 5 mM retuvo una actividad del 70% o
superior incluso después de 60 minutos de incubacion. Ademas, Shi et al. (2013), reportaron
gue la termoestabilidad de la xilanasa de Thermotoga thermarum se beneficié en presencia
de Ca?", de hecho, mas del 80% de la actividad se mantuvo después de 30 minutos a 90

°C con Ca?" en una concentracion de 5 mM.

Liu et al. (2016) reportaron que las FUCs de Emticicia oligotrophica Eo0918 y E03812
aumentaron su actividad en un 50 y 56% respectivamente en presencia de CaCl, 1 mM, por

otro lado, Bishnoi et al. (2018) reportaron un efecto importante del Ca?* sobre la actividad
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de la FUC de Streptosporangium roseum teniendo un aumento del 93% con una

concentracion de 10 mM.

Por otro lado, Liu et al. (2022), reportaron que la adicién de Mn?*, Ca?* y Mg?" a una
concentracion de 1 mM, aumento la actividad, de la FUC de Pseudoalteromonas sp. OU03
(PsaFuc) perteneciente a la familia GH29, de estos iones el Mn?* mostr6 la influencia mas
significativa, sin embargo, después de un tratamiento de incubacion se observé que el Ca?*
prolongd la vida media de la enzima. Ademas, se demostré que el Ca?" interactué con
PsaFuc a través de mudltiples sitios induciendo cambios de conformacioén locales, lo cual

mantuvo el estado activo de la proteina.

Adicionalmente, el estudio antes mencionado, incorporé técnicas como la calorimetria de
valoracién isotérmica con la cual se verificé la afinidad de unién de PsaFuc con el Ca?".
Posteriormente se realizé un estudio por dicroismo circular en UV lejano para confirmar la
configuracion activa de la enzima y finalmente por medio de calorimetria diferencial de
barrido se comprobé la estabilidad estructural de la enzima por cambios locales en su
estructura. Por otro lado, Shen et al. (2024) informaron que no fue posible apreciar un efecto
significativo en la FUC de Wenyingzhuangia fucanilytica perteneciente a la familia GH95

ante la presencia de Ca?" en una concentraciéon de 1mM.

Es importante mencionar que en la presente investigacion, donde se evalué el efecto del
calcio sobre la FUC-Tm, no se encontré algun efecto positivo de este ion empleando
concentraciones milimolares (resultados no reportados), por lo que fue necesario usar
concentraciones molares para poder observarlo, a diferencia de las investigaciones antes
mencionadas, esto podria deberse a que la FUC-Tm proviene de una bacteria extremdfila,
por lo que resiste condiciones extremas, debido a esto, el efecto de este ion se pudo
observar solamente a concentraciones mas elevadas. Recordando que las enzimas
provenientes de bacterias extremdfilas (como FUC-Tm) frecuentemente presentan
estructuras rigidas, siendo una condicién para que presenten una alta termo-estabilidad.
Esta caracteristica y el habitat de donde se aisla T. maritima (sedimentos marinos) estan
directamente relacionada con su resistencia a altas concentraciones de sal, lo que
explicaria por qué, FUC-Tm fue capaz de conservar parte de su actividad en presencia altas

concentraciones de sal.

También es importante resaltar que otras investigaciones han informado del efecto positivo

sobre la actividad de algunas enzimas en presencia de Ca?* (Guzman-Rodriguez, et al
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2018c, Liu et al., 2022, y Shi et al., 2023), no obstante, informacion referente al mecanismo

de accion es hasta el momento desconocidas.

7.1.2 Efecto del magnesio en la actividad hidrolitica de la enzima

En investigaciones previas se ha demostrado que otros iones como el Mg?* han aumentado
la actividad de algunas FUCs, tal es el caso de lo reportado por Liu et al. (2022), en donde
la actividad de la FUC de Pseudoalteromonas sp. OUO3 209 present6 un aumento en su
actividad de alrededor del 25%. Por otra parte, Shi et al. (2023), obtuvieron un aumento en
la actividad de la FUC de Pedobacter sp. CAU 209 del 6%, debido a ello, se decidi6 probar
el efecto de dicho ion en la actividad de la FUC-Tm.

De acuerdo con los resultados presentados en la Figura 18, se pudo observar que la
actividad hidrolitica fue aumentando conforme se incrementé la concentracion de MgCls,
aungue al llegar a una concentracion de 1.25 M la actividad disminuy0 ligeramente. En este
caso se obtuvo un aumento en la actividad del 138% con una concentracion de 1 M, sin
embargo, de acuerdo con la prueba estadistica de Tukey no existe diferencia significativa
entre los resultados obtenidos con concentraciones de 0.75, 1 y 1.25 M, por lo que el
intervalo para el aumento en la actividad con este ion resulté ser mas amplio. A pesar de
que el aumento es menor comparandolo con lo obtenido en presencia de CacCl,, es mucho
mayor a lo reportado en otras investigaciones, ya que Liu et al. (2022) encontraron un
aumento maximo del 25%, mientras que Shen et al. (2024) informaron que no fue posible
apreciar un efecto significativo en la FUC de Wenyingzhuangia fucanilytica perteneciente a
la familia GH95 ante la presencia de iones como el Ca?" y Mg?*, esto podria ser atribuible a
la concentracién con la cual se trabajo, ya que en los estudios previos en donde se evalud
el efecto de este ion sobre otras FUCs, las concentraciones maximas utilizadas se

encontraron a un orden de magnitud de “mM”.
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medias con la misma letra son iguales de acuerdo con la prueba de Tukey p<0.05.

7.1.3 Efecto del manganeso en la actividad hidrolitica de la enzima

De acuerdo con Bishnoi et al. (2018) la presencia de MnCl, en una concentracién de 10 mM
provocé un aumento en la actividad de la FUC de Streptosporangium roseum (SrFuc)
perteneciente a la familia GH29A, ademas, Liu et al. (2022) reportaron un incremento en la
actividad de la fucosidasa PsaFuc de Pseudoalteromonas sp. OUQ3. Debido a los reportes

antes mencionados se decidio evaluar el efecto de MnCl, sobre la actividad de la FUC-Tm.

Como podemos observar en los resultados presentados en la Figura 19, en presencia de
manganeso, el mayor aumento se obtuvo con una concentracion de 0.75 M, teniendo un
aumento del 53% respecto a la reaccion control; no obstante, al aumentar la concentracion
de MnCl; a un valor de 1 M, la actividad disminuy6 abruptamente, teniendo solo un ligero
aumento del 9% con respecto al control, ademas, al llegar a una concentracion de 1.25 M

la actividad disminuy6 13% en comparacion con la actividad en la reaccién control.
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Figura 19. Actividad hidrolitica de la FUC-Tm a diferentes concentraciones de MnCl,. Las

medias con la misma letra son iguales de acuerdo con la prueba de Tukey p<0.05.

Bishnoi et al. (2018) informaron un aumento del 7% en la actividad de la FUC de
Streptosporangium roseum (SrFuc) al estar presente el ion en una concentracion de 10 mM,
por otro lado, Shi et al. (2023) menciona que no se presenté un efecto relevante de este ion
en la actividad de la FUC de Pedobacter sp. CAU209 al estar presente en una concentracion
de 1 mM, en donde el aumento fue del 9%. El efecto mas importante fue el reportado por
Liu et al. (2022) en donde se informé que la presencia de Mn?* provocé un incremento
significativo en la actividad de la FUC PsaFuc de Pseudoalteromonas sp. OU03 de ~30%,
en presencia del ion en una concentracion de 1 mM. Es importante resaltar que el aumento

en la actividad obtenido en esta investigacion es mayor al reportado anteriormente.

De igual forma, en estudios anteriores en donde se ha investigado el efecto del Mn?* se
muestra que las concentraciones del ion con las cuales se ha trabajado son muy bajas, del
orden de 1 mM o 10 mM, mientras que la mejor concentracién encontrada en el presente

estudio fue del orden molar.

A pesar de que en presencia de Ca?*, Mg?* y Mn#" se obtuvo un aumento en la actividad
hidrolitica de la enzima, el aumento no fue el mismo, por lo que los resultados sugieren una
dependencia del ion que esté presente en la reaccion. De acuerdo con Dudev y Lim (2013),
los cationes metdalicos suelen actuar como cofactores o activadores en bioquimica de

proteinas, son simples pero a la vez versatiles y presentan una gran cantidad de
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propiedades que son distintivas de cada ion como la capacidad aceptora de electrones,
estado de valencia variable, radio idnico, etc., por lo que debido a la diferencia en sus
propiedades quimicas, el efecto de estos iones no es el mismo a pesar de que los tres iones

son divalentes (con una valencia de dos).

Varios factores estén involucrados en la actividad de la enzima, por un lado, la fuerza iénica
del medio (concentracion de cargas en la solucién) afecta la solubilidad de las sales e
incluso la actividad enzimatica afectando la estabilidad y solubilidad de la enzima y el
sustrato, de hecho una alta fuerza iénica puede disminuir la actividad de la enzima,
debilitando las interacciones en su sitio activo y, por lo tanto, la union de la enzima con el
sustrato (Arroyo, 1998; Fried et al., 2013).

Ademas, los iones afectan la actividad de la enzima de diferentes formas, dependiendo de
sus propiedades quimicas como el radio iénico, la capacidad de aceptacion de carga, la
geometria de coordinacion, tamafio del ion solvatado, condiciones de solucién y sobre todo
la naturaleza y conformacion de la enzima. Debido a ello, en ciertas enzimas se favorece la

unién con uno u otro ion (Jahnen-Dechent & Ketteler, 2012; Dudev & Lim, 2013).

En esta investigacion el ion con el cual se obtuvo el mayor aumento de la actividad
hidrolitica fue el Ca?*, con un aumento del 178%, mientras que para la reaccién en presencia
de Mg?* el aumento fue del 138% y en la reaccién con Mn?* el aumento solo fue del 53%.
Algo que destacar es que la concentracion de los iones con la cual se obtuvo el mayor
aumento no fue la misma, por lo que el aumento de la actividad dependeria de las

propiedades de cada ion.

Ademas, el Cu?* inhibi6 la actividad de la enzima probandose concentraciones de 1y 10
mM, por lo que no se presentan resultados para la actividad en presencia de este ion. Esto
es similar a lo reportado en otras investigaciones (Arsov et al., 2022; Du et al., 2022; Jeilu
et al., 2024; Wang et al., 2024).

De acuerdo con lo reportado por Pasricha y Gahlot (2022), el sulfato de cobre actia como
un inhibidor no competitivo en la a-amilasa. También se ha reportado que el cobre puede
actuar de dos formas, la primera es desplazando los metales que son esenciales para la
actividad enzimatica, como en el caso de la a-amilasa, ya que el Cu?* puede desplazar los
iones Ca?* requeridos para el mantenimiento de la estabilidad terciaria necesaria para su

actividad, y una segunda forma en que el Cu?* actiia como inhibidor es al unirse a los grupos
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cargados negativamente necesarios para la actividad catalitica de las enzimas por ejemplo,
COO, SH, etc.

Por otro lado, Cala (2020) informé que el sulfato de cobre inhibe la actividad de la catalasa
al unirse a un sitio alostérico de la enzima, alterando su conformacion y evitando su union
efectiva con el sustrato. Por lo tanto, podemos inferir que el Cu?* podria desnaturalizar la
enzima, al interaccionar con residuos cambiando la conformacion, provocando la pérdida
de su funcién. Sin embargo, para describir el mecanismo de inhibicion en FUC-Tm, es

necesaria la realizacién de estudios complementarios.

7.2 Efecto de iones en la actividad de tranfucosilacién de la enzima

De acuerdo con los resultados obtenidos en los experimentos anteriores, el Ca%*, Mg?'y
Mn?* provocan un aumento en la actividad hidrolitica de FUC-Tm, siendo el Ca?* el ion con
el mayor efecto significativo, por ello, se decidié determinar el efecto de este ion en la
reaccion de sintesis de FucOS a través de la reaccion de transfucosilacién. Se evaluaron
concentraciones de 0.25, 0.5, 1y 1.5 M de CaCl;con la finalidad de obtener la concentracion
que permitiera el mayor rendimiento. Asimismo, la concentracion encontrada en los
ensayos con calcio fue utilizada para determinar el efecto del Mg?* en la reaccién de
transfucosilacién, una vez que este ion fue el que presenté el segundo mayor aumento en

la actividad enzimatica.

Para este estudio como control se llevé a cabo la reaccion de sintesis en ausencia de los
iones, utilizando 3.5 mM de pNP-Fuc como sustrato donador y 146 mM de lactosa como

sustrato aceptor, a pH 5 en regulador de acetatos 1 mM.

En la Figura 20 se puede observar la cinética de transfucosilacién en ausencia de iones
(reaccion control), en donde el sustrato donador (pNP-Fuc) fue hidrolizado a través del
tiempo, mientras que la concentracion de FucOS fue aumentando, debido a que la fucosa
liberada de la hidrélisis del pNP-Fuc fue transferida a la lactosa. Por otro lado, se observé
que a partir de los 60 minutos el aumento en la concentracion de FucOS se vuelve mas
lento, alcanzando una concentracién de FucOS de 0.481+0.03 mM al final de la reaccién,
logrando un rendimiento en base al sustrato donador hidrolizado del 22%. El
comportamiento obtenido durante la cinética control fue similar al previamente reportado

por Guzman-Rodriguez et al. (2018b).
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Figura 20. Cinética de transfucosilacién control catalizada por la FUC-Tm. La reaccién se
llevod a cabo utilizando pNP-Fuc 3.5 mM como donador y lactosa 146 mM como aceptor
en regulador de acetatos 1 mM a pH 5.0 por 3 h a 60 °C.
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7.2.1 Transfucosilacion en presencia de calcio y magnesio
Posteriormente se llevé a cabo la reaccion de transfucosilacion siguiendo las mismas
condiciones, como se mencioné en la seccion 7.2, en presencia de CaCl, en

concentraciones de 0.25, 0.5, 1 y 1.5 M obteniendo los siguientes resultados.

De acuerdo con la Figura 21, se observé que en la reaccion con 0.25 M de CaCl, la
concentracion méaxima de FucOS se obtuvo en un tiempo de 3 h siendo de 0.562+0.01 mM
con un rendimiento en base al sustrato donador hidrolizado del 34%.
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Figura 21. Cinética de transfucosilacion catalizada por la FUC-Tm con 0.25 M de CaCl,.
La reaccion se llevo a cabo utilizando pNP-Fuc 3.5 mM como donador y lactosa 146 mM

como aceptor en regulador de acetatos 1 mM a pH 5.0 por 3 h a 60 °C.

Por otro lado en la Figura 22 se muestra la cinética de la reaccion en presencia de 0.5 M
de CaCl;, donde se evidenci6 que la sintesis de FucOS fue en aumento conforme paso el
tiempo de reaccidn, llegando a una produccién maxima de FucOS de 0.992+0.03 mM en
un tiempo de 3 h con un rendimiento en base al sustrato donador hidrolizado del 55% lo
gue significa que poco mas de la mitad de fucosa liberada del pNP-Fuc fue transferida a la
lactosa.
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Figura 22. Cinética de transfucosilacion catalizada por la FUC-Tm con 0.5 M de CaCl,. La
reaccion se llevd a cabo utilizando pNP-Fuc 3.5 mM como donador y lactosa 146 mM

como aceptor en regulador de acetatos 1 mM a pH 5.0 por 3 h a 60 °C.

Para la reaccion de transfucosilacion en presencia de 1 M de CaCl; presentada en la Figura
23 se obtuvo una concentracion maxima de FucOS de 0.853+0.06 mM con un rendimiento

con base al sustrato donador hidrolizado del 45%.
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Figura 23. Cinética de transfucosilacion catalizada por la FUC-Tm con 1 M de CaCl,. La
reaccion se llevo a cabo utilizando pNP-Fuc 3.5 mM como donador y lactosa 146 mM

como aceptor en regulador de acetatos 1 mM a pH 5.0 por 3 h a 60 °C.
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Asimismo, en la Figura 24 se muestra la cinética de la reaccion de transfucosilacion en
presencia de 1.5 M de CaCl; en donde es posible observar un aumento constante conforme
va aumentando el tiempo de reaccion, llegando a una concentracion de FucOS de
0.497+0.06 mM en un tiempo de 3 h, con un rendimiento en base al sustrato donador
hidrolizado del 38%.
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Figura 24. Cinética de transfucosilaciéon catalizada por la FUC-Tm con 1.5 M de CaCl.. La
reaccion se llevd a cabo utilizando pNP-Fuc 3.5 mM como donador y lactosa 146 mM

como aceptor en regulador de acetatos 1 mM a pH 5.0 por 3 h a 60 °C.

Comparando las reacciones de sintesis con presencia y ausencia de CacCl; se notar que la
hidrolisis de pNP-Fuc es similar a la de la reaccion control en todos los casos, sin embargo,
la reaccion de sintesis se vi6 favorecida produciendo una mayor concentracion de FucOS,
logrando asi, un aumento del 106.13% en presencia de Ca?* en una concentracion de 0.5

M respecto a la reaccién en ausencia de este ion.

Guzman-Rodriguez et al. (2018c), llevaron a cabo una reaccion de transfucosilacion en
presencia de CaCl, a una concentracion de 1.1 M y con las mismas concentraciones de
pNP-Fuc y lactosa utilizadas en el presente estudio, encontrando también una duplicacion
en la concentracion de FucOS sintetizados, aunque solamente fue evaluada la

concentracion de calcio antes mencionada.

Los resultados obtenidos en ambos estudios sugieren que el Ca?* presenta un efecto de

activacion sobre la FUC-Tm favoreciendo la sintesis de FucOS, por lo que se puede
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plantear la hipétesis de un efecto estabilizador del Ca?* sobre la FUC-Tm, logrando que la
reaccién de transfucosilacion se lleve a cabo en mayor proporcién. De hecho al calcular la
relacién entre la velocidad de transfucosilacion sobre la velocidad de hidrolisis (Vians/Vhia)
se observo que la reaccién control tuvo una relacion de 0.223, mientras que la reaccién en
presencia de 0.5 M de CacCl, fue de 0.534, siendo 2.39 veces mayor a la reaccién control.
De acuerdo con Rodriguez-Diaz et al. (2013) cuanto mayor sea la proporcion Vians/Vhid
mayormente favorecida sera la sintesis de FucOS, con lo cual es posible afirmar que la

sintesis de FucOS se ve beneficiada en presencia de calcio.

Una vez que se determind que la concentracion de calcio que proporcionaba los mejores
rendimientos en la sintesis de FucoOS fue de 0.5 M, esta misma concentracion fue utilizada

para observar el efecto del ion magnesio sobre la reaccién de transfucosilacion.

Para ello se llevo a cabo de nuevo una reaccién control en ausencia de MgCl, cuya cinética
se muestra en la Figura 25, teniendo una produccion de FucOS de 0.308+0.03 mM en un
tiempo de reaccion de 3 h, con un rendimiento del 18% con base al sustrato donador que

fue hidrolizado.
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Figura 25. Cinética de transfucosilacion en ausencia de MgCl, (reaccion control)
catalizada por la FUC-Tm. La reaccion se llevo a cabo utilizando pNP-Fuc 3.5 mM como
donador y lactosa 146 mM como aceptor, en regulador de acetatos 1 mM a pH 5.0 por 3 h
a 60 °C.
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En la Figura 26, se muestra la cinética de la reaccién de transfucosilacion en presencia de
0.5 M de MgCl, en donde se observa que el aumento de la sintesis de FucOS es mas lento
en comparacion con la reaccion en presencia de CaCl,. De acuerdo con los resultados
obtenidos en esta reaccién la concentracion de FucOS sintetizados después de 3 h de
reaccion fue de 0.508+0.03 mM con un rendimiento con base al sustrato donador
hidrolizado del 29%.
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Figura 26. Cinética de transfucosilacion catalizada por la FUC-Tm con 0.5 M de MgCl,. La
reaccion se llevd a cabo utilizando pNP-Fuc 3.5 mM como donador y lactosa 146 mM
como aceptor en regulador de acetatos 1 mM a pH 5.0 por 3 h a 60 °C.

Por lo tanto, de acuerdo con los resultados presentados en las Figuras 25y 26, la presencia
de magnesio también provoco un aumento en la actividad de sintesis de la enzima, teniendo
un porcentaje de aumento del 64.95% respecto a la reaccién control. Ademas es posible
apreciar que al llegar a un tiempo de 150 min la sintesis de FucOS parece mantenerse
constante (sin aumento). No obstante, al comparar con los resultados obtenidos en
presencia de calcio, este ion sigue presentando el mayor efecto activador en la enzima.

Liu et al., (2022) evaluaron la estabilidad de la FUC después de una incubacion durante 60
min a 25 °C, en presencia de Mg?* manteniendo solo el 65% de la actividad hidrolitica. Por
otro lado, Shi et al. (2023) investigaron el efecto de Mg?* en la actividad de la FUC de
Pedobacter sp. CAU 209, donde se observ6 un aumento de la actividad enzimatica de tan
solo el 6%. Algo que resaltar de las investigaciones antes mencionadas es que solo se

evalud una Unica concentracion, ademas de trabajar con concentracion milimolar, por lo
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que es posible atribuir la diferencia del aumento en la actividad de la enzima a estas

razones.

Asi también, Feng et al. (2024), reportaron un aumento del 47% en la actividad de la
esterasa de T. maritima, en presencia de MgCl, en una concentracion de 1mM. Por otra
parte, Arsov et al. (2022) realizaron una investigacion sobre la sintesis de GOS utilizando
una B-galactosidasa de Lactobacillus delbruekii subsp. bulgaricus, en presencia de Mgy
80 g/L de lactosa, obteniendo un incremento de alrededor del 10% en la produccién de GOS
con grado de polimerizacion 3. Ademas, al trabajar con una concentracién de 15 mM del
ion magnesio tanto de forma separada como en conjunto con la lactosa, se produjo un
efecto inhibitorio sobre la produccién de GOS con el mismo grado de polimerizacion,

indicando un efecto negativo al ir aumentando la concentracion.

Es de gran relevancia mencionar que la FUC-Tm presenta una alta resistencia a
concentraciones mas altas de estos iones probablemente por su naturaleza, por lo que las
altas concentraciones de magnesio y calcio utilizadas en el presente estudio provocaron
efectos principalmente positivos en la actividad de la enzima. Aln no existen
investigaciones que reporten como se lleva a cabo la interaccion de este ion con la enzima,
sin embargo, debido a los resultados obtenidos, es posible deducir que existen diferencias
en la forma de activacién que tiene cada uno de los iones evaluados, siendo el calcio el que

presenta las mayores ventajas para la sintesis de FucOS (Tabla 3).

Tabla 3. Efecto de iones bivalentes sobre la sintesis de FucOS.

Concentracion Concentracion *Rendimiento

(M) de FucOS (mM) (%)
Control 0 0.481+0.03 21.64
0.25 0.562+0.01 34.21
0.5 0.992+0.03 55.24
CaCl>
1 0.853+0.06 44.67
1.5 0.497+0.06 38.40
Control 0 0.308+0.03 18.26
MgCl> 0.5 0.508+0.03 28.67

*El rendimiento se calculé en base al sustrato donador hidrolizado.

59



7.3 Determinacion de la actividad de agua

De acuerdo con diversos reportes de la literatura, la reduccion en la actividad de agua (aw)
puede favorecer la reaccion de transfucosilacién como es posible observar en el mecanismo
de reaccién mostrado en la Figura 3. En este sentido Robles-Arias et al. (2021b), llevaron
a cabo una investigacion sobre el efecto del uso de disolventes organicos miscibles en agua
sobre la actividad de FUC-Tm para producir FucOS, esta investigacion demostré que, al
disminuir el valor de la aw en el medio de reaccion, es posible incrementar el rendimiento

de sintesis de FucOS.

En la Tabla 4, se presentan los resultados obtenidos en la determinacion de la actividad de
agua para las diferentes soluciones de los iones estudiados (Ca?* y Mg?*) en la reaccion de

transfucosilacion.

Tabla 4. Efecto de la actividad de agua sobre la sintesis de FucOS con diferentes

concentraciones de iones.

Concentracion Actividad de Rendimiento Relacion

(M) agua (aw) sintesis (%)*  Sintesis/Hidrolisis
Control 0 0.995 21.64 0.22

0.25 0.987 34.21 0.34

0.5 0.976 55.24 0.55
e 1 0.952 44.67 0.45

1.5 0.920 38.40 0.38
MgCl, 0.5 0.970 28.67 0.29

*E| rendimiento se calculé en base al sustrato donador hidrolizado.
La relacién Sintesis/Hidrolisis se calculé dividiendo la concentracion de FucOS
sintetizados sobre el pNP-Fuc liberado.

De acuerdo con los datos presentados en la Tabla 4, se observa que el valor de aw en la
solucion control fue de 0.995, mientras que al incrementar la concentracion de CacCl. el
valor fue disminuy6 hasta 0.920 para una concentracién de 1.5 M. Guzman-Rodriguez et
al. (2018c), llevaron a cabo la sintesis de FucOS en presencia de CaCl, en una
concentracion de 1.1 M obteniendo un valor de a, de 0.958, el cual es altamente similar al

obtenido en esta investigacion para una concentracion de 1 M.
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Ademas, al comparar los valores de aw a la misma concentracion para el calcio y el
magnesio, se pudo establecer que estos son bastante cercanos. No obstante, al evaluar el
rendimiento de la sintesis, el calcio fue el que presenté el mayor aumento, teniendo un
maximo equivalente al 55.24%, asi como una relacion sintesis/hidrolisis de 0.55. Lo anterior
indica que alrededor del 55% del sustrato donador hidrolizado fue transformado en FucOS,
siendo el mayor rendimiento obtenido en esta investigacion. De esta forma, es posible
deducir que el aumento en la reaccién de transfucosilacion de la enzima no esta relacionado
Unicamente con la disminucion de aw, sino que también depende del ion que se encuentre

presente en la reaccion.

La investigacién realizada por Cruz-Guerrero et al. (2006), demostré que la sintesis de GOS
depende de la flexibilidad de la enzima, ya que es necesario tener una mayor a, para
sintetizar GOS de mayor longitud. Esto estaria relacionado con el comportamiento obtenido
en la presente investigacion, debido a que el mayor beneficio en la reaccion de
transfucosilacion fue obtenido a una aw de 0.976, lo que podria relacionarse, con la
flexibilidad de FUC-Tm, lo que podria estar involucrado en el favorecimiento de la sintesis
de FucOS.
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7.4 Estudio in silico de la interaccion del calcio con la enzima

7.4.1 Dinamica molecular (DM)

De acuerdo con los resultados obtenidos en los experimentos in vitro sobre el efecto de
iones en la actividad de FUC-Tm, se determin6 que con el ion Ca?* se obtuvo el mayor
incremento de la actividad tanto hidrolitica como de transfucosilacion, por lo que se decidio
llevar a cabo el estudio de su interaccion con la enzima a través de una simulacion de DM
por un tiempo de 500 ns como se describe en el apartado 6.2.1. Se realizaron dos
simulaciones de los siguientes sistemas; uno en ausencia del ion Ca?* (FUC-Tm) y otro en
presencia de CaCl, en concentracion 0.5 M (FUC-Tm-Ca?"), siendo la concentracion con la
cual se obtuvo el mayor rendimiento de sintesis de FucOS in vitro.

7.4.1.1 Analisis de los paraAmetros RMSD y Rg de las trayectorias de DM

Las principales herramientas para analizar la estabilidad y los cambios estructurales de la
enzima a lo largo de la simulacion de DM son el RMSD y Rg, estos parametros indican los
cambios globales de la estructura de la proteina a lo largo del tiempo de simulaciéon con
respecto a la posicion inicial de la estructura cristalografica utilizada como base. Cabe
mencionar que los resultados por triplicado de los parametros antes mencionados se
encuentran en la seccion de Anexos, en donde se observé un comportamiento similar para
las trayectorias de las DM de los dos sistemas evaluados, por lo que el siguiente analisis

aplica para todas las repeticiones.

El RMSD es un parametro utilizado para el andlisis de la simulacion de DM mediante el cual
es posible establecer el periodo donde el sistema lleg6 al equilibrio, ademas de saber si la
estructura de la proteina sufre cambios conformacionales. Es decir, es una medida del
cambio de posicion promedio global de los atomos de carbonos alfa con respecto a la
estructura inicial durante toda la trayectoria de DM. Por tanto, este parametro nos ayuda a
identificar posibles cambios conformacionales de la proteina (Sargsyan et al., 2017).
Asimismo, esté establecido que, si los valores del RMSD en toda la trayectoria no tienen

fluctuaciones mayores a 2 A, se puede concluir que el sistema esta estable.

Por lo tanto, para determinar la estabilidad de la estructura de FUC-Tm, se calculé el RMSD
en la trayectoria de los 500 ns, tanto en ausencia (Figura 27A) como en presencia de Ca?*
(Figura 27B). Como es posible observar en los resultados obtenidos, a lo largo de los 500
ns no se denota una fluctuacién mayor a lo ya establecido, para ambos sistemas evaluados.

Ademas, a partir de los 300 ns se observaron fluctuaciones menores a 1 A lo gue es
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indicativo de un sistema estable. Por consiguiente, los valores obtenidos para el RMSD
demuestran que en ambos sistemas la enzima mantuvo su conformacion estable durante

todo el tiempo de simulacion, y por lo tanto, el Ca?* no provocd cambios a nivel global en la

estructura de la FUC-Tm.

A

0 100 200 300 400 500
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0 100 200 300 400 500
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Figura 27. Comparacion de la desviacion cuadratica media (RMSD) de las posiciones
atomicas de las trayectorias de los atomos pesados (C, O y N) en la cadena de la
estructura de la enzima a lo largo de los 500 ns de simulacion de DM. (A) FUC-Tm (azul);
(B) y FUC-Tm-Ca*" (rosa).
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Los resultados obtenidos coinciden con lo reportado por Gheibi et al. (2019) en donde se
evalu6 el efecto de los iones Ca?" y sodio (Na*) en las subunidades A8 y A9 de la
calprotectina a través de DM. Estos autores determinaron que los iones Ca?"y Na* no
causan cambios estructurales en la subunidad A8, ya que observaron que las fluctuaciones
del RMSD fueron menores a 2 A, similar a lo obtenido en este trabajo con FUC-Tm en
presencia de Ca?'. Por otro lado, con la subunidad A9 en presencia de Ca?" las
fluctuaciones llegaron hasta los 5 A, con lo que concluyeron que esta subunidad presenta

cambios estructurales.

Posteriormente, se determiné el Rg, el cual indica los cambios en conformacioén globular de
la proteina a lo largo de la simulacion, ayudando a establecer posibles cambios en el
volumen de la FUC-Tm (Gheibi et al., 2019). De acuerdo con la Figura 28, ambos sistemas
presentaron valores promedio del Rg muy similares (en ausencia del ion fue de 23.93 Ay
con Ca®* de 24.11 A), con lo que es posible determina que no existe un cambio significativo
en la compactacién de la enzima en ambos sistemas, es decir, no hubo un cambio
significativo en el volumen de la enzima, pues al igual que en el RMSD, es necesario una

fluctuacion mayor a 2 A para tener un indicio de estos cambios .
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Figura 28. Comparacién del radio de giro (Rg) a lo largo de los 500 ns de simulacién de
DM. (A) FUC-Tm en ausencia de Ca** (azul); (B) FUC-Tm-Ca®" (rosa).
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Retomando el trabajo de Gheibi et al. (2019) en donde se evaluaron los cambios en las
subunidades de la calprotectina, estos investigadores obtuvieron que el valor promedio de
Rg en la subunidad A9 en presencia de Ca?* es de aproximadamente 15 A, siendo
congruente con las altas fluctuaciones que observaron en el RMSD, ya que con Na* es de
13 A, demostrando mayor estabilidad con este Ultimo ion. Por otro lado, en la investigacion
de Hou et al. (2023), a través del andlisis del Rg se determindé que al utilizar una
concentracion de 4 mM de Mn?*, este parametro se redujo, lo que indico una mayor
compactacion de la xilanasa del salvado de trigo, en comparacién con el sistema en

ausencia del ion, confirmando un cambio estructural.

Para comprobar que no hubo cambios globales en las estructuras de la FUC-Tm, se
tomaron estructuras en diferentes tiempos de las simulaciones de DM y se sobrepusieron.
Como se puede ver en la Figura 29A, el alineamiento de los modelos estructurales de la
enzima en ausencia de Ca?* son practicamente idénticos, de igual forma, ésto se observé
en la Figura 29B, correspondiente a el sistema en presencia del ion. Lo anterior reafirma

que no se producen cambios estructurales globales significativos.

A FUC-7m ((sin calcio) B FUC-Tm-Ca2*

Figura 29. Comparacion de las estructuras de FUC-Tm en diferentes tiempos (0.1, 181y
303 ns de la simulacion de DM. (A) Estructuras de FUC-Tm en el sistema en ausencia de

Ca*" (B) Estructuras de FUC-Tm en el sistema en presencia de Ca®".
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7.4.1.2 Analisis del parametro RMSF de las trayectorias de DM

Debido a que no se observaron cambios globales en la estructura de FUC-Tm que pudieran
explicar el aumento en su actividad enzimatica por medio del RMSD y Rg, se decidio realizar
un estudio mas especifico, a través del analisis del parametro RMSF, el cual proporciona
informacion directa sobre las fluctuaciones de las cadenas laterales con respecto al
carbono alfa de los aminoacidos que conforman a la proteina, y asi determinar si hay
flexibilidad en regiones especificas (Chen et al. 2016; Mahapatra et al. 2017; Liu et al.
2020).

A continuacion, se presentan los resultados obtenidos para este parametro en el sistema
en ausencia y presencia de Ca?*, ademas en la seccion de Anexos, se encuentran los
resultados por triplicado, en donde se observo la misma tendencia, por lo que el analisis es

el mismo para las demas repeticiones.

En la Figura 30 se reportan las trayectorias del RMSF de las simulaciones en ausencia y
presencia de Ca?". Se observan que existen tres regiones donde se presentaron las
mayores fluctuaciones, las cuales fueron denominadas como: Loop-A (residuos 46 a 100),
Loop-B (residuos 181 a 208) y sitio activo (residuos 220 a 304). En particular, en la region
sefialada como Loop-A, hubo residuos con fluctuaciones mayores a 2 A en ausencia de
Ca?* (Figura 30A), mientras que en presencia de Ca? (Figura 30B) hay residuos con
fluctuaciones de hasta 5 A. En el caso del Loop-B, en el sistema sin el ion presentd las
fluctuaciones mas altas, con valores superiores a 5 A, en comparacién con el sistema con
Ca** donde se observa que la fluctuacion maxima fue de 4 A. Por dltimo, en la region del
sitio activo, la presencia de Ca?* gener6 fluctuaciones menores a 4 A, mientras que en
ausencia del ion existieron fluctuaciones superiores a los 4 A. Basado en estos resultados,
se puede deducir que en la estructura de FUC-Tm en presencia de Ca?' tiene mayor
flexibilidad el Loop-A, mientras que en el sistema sin Ca?* el Loop-B presenté mayor
flexibilidad. Por otro lado, en la zona del sitio activo no se encontraron cambios importantes

en la flexibilidad en ninguno de los sistemas.
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Los resultados anteriores coinciden con lo descrito por Liu et al. (2020), donde obtuvieron
valores de RMSF de 4 a 6 A, debido a cambios en la temperatura, lo que consideraron

fluctuaciones significativas, que reflejan cambios en la flexibilidad de la enzima.

Dado que los resultados obtenidos no reflejaban cambios en la region del sitio activo, se
decidio realizar un estudio sobre la influencia que pudieran tener el Loop-A y Loop-B en el
bolsillo catalitico. En la Figura 31 se muestra la estructura secundaria de la Fuc-Tm en el
sistema sin Ca?*, en donde se indica la posicién del Loop-A (verde), Loop-B (rojo) y Sitio
activo (amarillo). Como es posible apreciar los Loops estan cerca de la cavidad del sitio

activo (circulo morado) por lo que pueden tener una influencia en su conformacion.

Figura 31. Estructura secundaria del modelo de la FUC-Tm en ausencia de Ca**. Loop-A
(verde); Loop-B (rojo); Sitio activo (amarillo). La cavidad del sitio activo esta sefialada con
un circulo morado.
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Por otro lado, en la Figura 32 se puede observar que tanto el Loop-A como el Loop-B estan
compuestos por estructuras en desorden que pueden tener mayor flexibilidad y por tanto
cercania al sitio catalitico. Por lo anterior, se realiz6 un analisis de la composicién de
estructuras secundarias de ambos Loops, encontrando que en el Loop-A tiene una region
de estructura random coil (Figura 32B), la cual es muy flexible, de igual forma, en el Loop-
B (Figura 32C) hay dos secciones de este tipo de estructura que se encuentran entre una

a-hélice.

Figura 32. Estructura secundaria del modelo de la FUC-Tm en ausencia de Ca*". (A)

Region del Loop-A (linea punteada morada) y Loop-B (linea punteada negra). (B)
Estructura random coil (azul) presente en el Loop-A. (C) Estructura random coil (azul)

presente en el Loop-B.

Ante esto, para poder conocer la importancia de la fluctuacion de los residuos presentes en
las regiones antes mencionadas, y su posible influencia sobre la cavidad del sitio activo de
la FUC-Tm, se analiz6 el efecto de las fluctuaciones de los Loops Ay B en los cambios de
la cavidad del sitio activo (Figura 33), mediante el célculo de su volumen a diferentes

tiempos de la simulacién de DM empleando el programa Caver Analyst 64.
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Figura 33. Estructura 3D de FUC-Tm a los 0.1 ns de la DM en el sistema en ausencia de Ca*". En el circulo punteado se presenta la

cavidad del sitio activo por analizar.



En la Figura 34 se presenta la comparacion del volumen de la cavidad del sitio activo de la
estructura de FUC-Tm en ausencia de Ca?* en tres diferentes tiempos de la DM. Como es
posible observar, el volumen de la cavidad aumenta de 198.7 A a 636.5 A conforme se

incrementa el tiempo de la simulacion de la DM.

Por otra parte, en la Figura 34A se aprecia que la estructura obtenida a los 0.1 ns muestra
una interaccion entre el Loop-A y una region del sitio activo (recuadro morado), lo que
permite delimitar la cavidad catalitica (circulo negro). Mientras que en la Figura 34B se
presenta la estructura en un tiempo de 130.1 ns, donde se denota que la interaccién que
existia entre el Loop-A y la region del sitio activo es suprimida, dando paso a la formacion
de una segunda cavidad junto a la cavidad catalitica, formada entre la regién del Loop-A
(parte delantera) y la parte adyacente perteneciente a la regién del sitio activo (recuadro

punteado de color rosa).

Finalmente, en la Figura 34C, se observa que las cavidades descritas anteriormente se
unen aumentando el volumen de la cavidad catalitica; ademas, se observa que el Loop-B
se aproxima a la region del sitio activo contribuyendo en el cambio del volumen de la
cavidad. Por lo que los cambios mencionados y la segunda cavidad observada por efecto
de los movimientos del Loop-A y B, influyeron en el incremento del volumen del bolsillo del
sitio activo de hasta 3 veces. Por lo tanto, es probable que el sustrato donador (pNP-Fuc)
pueda unirse en la segunda cavidad donde no se encuentran los residuos cataliticos,

provocando una disminucion en la actividad catalitica.
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Figura 34. Estructura 3D de FUC-Tm en diferentes tiempos de la DM en el sistema en ausencia de Ca?*. (A) Estructura en el tiempo
0.1 ns (B) Estructura en el tiempo 130.1 ns (C) Estructura en el tiempo 303 ns.

*Para una mejor visualizacion véase Figuras 9 a 12 A del apartado de Anexos.



Por otra parte, en la Figura 35 se reportan las estructuras secundarias de la FUC-Tm en
ausencia de Ca?*, mostrando los residuos que intervienen en la interaccion entre los Loops
y la cavidad del sitio catalitico durante la simulacién de la DM. En la Figura 35A se presenta
la estructura de FUC-Tm a los 0.1 ns, en donde se observa que el grupo amino de la His?%8
(morado) que forma parte la region del Sitio activo interacciona con el oxigeno del grupo
carboxilo de la Leu® (naranja) del Loop-A. Mientras que en la Figura 35B se observa que
el Asp'® (negro) del Loop-B se acerca a la His?®® (sitio activo), interaccionando con la amina
presente en su grupo imidazol, lo cual seguramente se debe a las fluctuaciones mayores a
4 A del Loop-B, observadas en los resultados del RMSF (Figura 30A), lo que a su vez causa
el desplazamiento de la Leu®®, dando paso a la formacién de la segunda cavidad antes
mencionada (Figura 34B). Por ende, la influencia principal sobre el bolsillo catalitico esta

dada por la fluctuacion del Loop-B.

A B
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Leu®°

\{iSZSB
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Figura 35. Cambios de la cavidad del sitio activo de la estructura de FUC-Tm en ausencia
de Ca?" a diferentes tiempos de la simulacion. (A) 0.1 ns y (B) 303 ns. La cavidad del sitio
activo esta sefialada con un circulo morado; linea punteada negra indica la interaccion

entre los residuos.
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Para conocer el efecto del Ca?* en las fluctuaciones de los Loops Ay B sobre el tamafio de
la cavidad del sitio activo, se realizdé el mismo analisis que en el sistema sin el ion. En la
Figura 36 se presenta la comparacion del volumen de la cavidad del sitio activo de la

estructura de FUC-Tm en presencia de Ca?* en tres diferentes tiempos de la DM.

Como se puede observar el volumen de la cavidad catalitica aumento de 201.6 A a los 0.1
ns, hasta llegar a un valor de 416.1 A en los 303 ns, significando un aumento de 2 veces

su tamanfo, a diferencia del sistema sin el Ca?* en donde aumento 3 veces.

Ademas, se observd que la interaccion entre el Loop-A y la regién del sitio activo (cuadro
morado) se mantuviera sin cambio durante la simulacién de DM Figuras 36 A, By C, por lo
que no se origind la formacién de una segunda cavidad como si ocurrié en el sistema de la

enzima sin Ca?".
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Figura 36. Estructura 3D de FUC-Tm en diferentes tiempos de la DM en el sistema en presencia de Ca*". (A) Estructura en el tiempo

0.1 ns (B) Estructura en el tiempo 130.1 ns (C) Estructura en el tiempo 303.0 ns.

*Para una mejor visualizacion véase Figuras 12 a 14 A del apartado de Anexos.



Por otra parte, en la Figura 37 se reportan las estructuras secundarias de la FUC-Tm en
presencia de Ca?*, mostrando los residuos que intervienen en la interaccion entre los Loops
y la cavidad del sitio catalitico durante la simulacién de la DM. En la Figura 37A se presenta
la estructura de FUC-Tm a los 0.1 ns, en donde se puede observar, que el grupo amino de
la His?®® (morado) que forma parte la region del sitio activo interacciona con el oxigeno del
grupo carboxilo de la Leu® (naranja) del Loop-A, como se observé previamente para el
mismo tiempo de simulacion en el sistema en ausencia del Ca?*. Ademas, en la Figura 37B
se observa que se mantiene la interaccion entre His?%8 y Leu®; asimismo se observa que el
Loop-B en este sistema tuvo una menor fluctuacion, coincidiendo con lo reportado en el
RMSF (Figura 30B), impidiendo que el Asp®® se acerque a la region del sitio activo y por
tanto no se forme la segunda cavidad observada en el sistema sin Ca?* (Figura 36B). Con
estos resultados es posible indicar que el Loop-B es el que tiene la mayor influencia en la

conformacioén del bolsillo catalitico.

His268 ‘ Leus® }

.
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Figura 37. Cambios de la cavidad del sitio activo de la estructura de FUC-Tm en presencia
de Ca?" a diferentes tiempos de la simulacion. (A) 0.1 ns 'y (B) 303 ns. La cavidad del sitio
activo esta sefalada con un circulo azul; linea punteada negra indica la interaccién entre

los residuos.
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De acuerdo con Dudev y Lim (2013), los aminoacidos cargados negativamente como el Asp
(desprotonado), Glu y Cys, tienen interacciones carga-carga mas favorables con un ion
metalico que los residuos no cargados con interacciones mas débiles. Ademas, los
aminoacidos polares sin carga, como por ejemplo Asn o GIn y las cadenas laterales de His,
tienen energias de unidn a metales mas favorables que aquellos con momentos dipolares
mas pequefios, como las cadenas laterales Ser o Thr. Por lo tanto, se puede inferir que el
Ca?*, estaria estabilizando la fluctuacion de residuos pertenecientes al Loop-B, como por

ejemplo el Asp®°, contribuyendo en la estabilizacién de la cavidad del sitio activo.

Actualmente, no se han reportado estudios similares en fucosidasas, por lo que este es el
primer estudio tedrico que demuestra que el Ca?* estabiliza zonas locales importantes para
la formacioén del bolsillo catalitico y la interaccién con el ligando, lo que contribuye con el

aumento de la actividad catalitica que se obtuvo en las pruebas in vitro (Seccion 7.1).

Hou et al. (2023), llevaron a cabo la determinacién del RMSF en la DM de xilanasa en
complejo con xilosa en presencia de Mn?* evaluando el efecto de dos concentraciones
diferentes del ion (4 y 6 mM). Estos autores establecieron la existencia de 3 Loops mediante
el andlisis en la fluctuacion del RMSF, encontrando que, existié una ligera disminucién en
la fluctuacion de ciertos aminoacidos al estar presente el Mn?*, los cuales forman parte del
sitio catalitico de la enzima, adicionalmente, mediante un andlisis in silico se determinaron
cambios en el volumen del bolsillo catalitico, los cuales presentaron un aumento de 55 a
387 A, lo que facilitd el acceso del sustrato. Lo anterior coincide con lo obtenido en este
trabajo, en el sistema en presencia de Ca?* el bolsillo increment6 2 veces su tamafio, lo que
puede aumentar la accesibilidad del pNP-Fuc, ademas de tener una mayor estabilidad en

la formacion de la cavidad del sitio activo.
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7.4.1.3 Analisis de la energia cinética de las trayectorias de DM

Por otro lado, en la Figura 38 se muestra el andlisis de la energia cinética en ambos
sistemas. Como se puede apreciar, el sistema con Ca?" (linea rosa) present6 un valor
promedio de 245,030.57 kJ/mol, mientras que en el sistema sin el ion (linea azul) un valor
de 261,068.46 kJ/mol, siendo este ultimo el de mayor energia. Se sabe que la energia
cinética de las trayectorias durante la DM es la que libera un cuerpo y/o sistema debido a
su movimiento (Coluccio, 2021), por lo que los valores de energia cinética altos del sistema
sin presencia del ion, implica que se presentan mayores movimientos, coincidiendo con los

resultados de las fluctuaciones del RMSF.
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Figura 38. Comparacién de la energia cinética entre el sistema FUC-Tm (azul) y FUC-Tm-

Ca* (rosa).

Estos resultados también pueden ser relacionados con lo obtenido en la medicién de aw, ya
gue el Ca?" interacciona con las moléculas de agua disminuyendo sus movimientos en el

sistema, es decir, una energia cinética baja.
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7.4.2 Dinamica molecular del complejo FUC-Tm-pNP-Fuc
Se realizaron simulaciones de DM en ausencia y presencia de Ca?* con el complejo FUC-

Tm-pNP-Fuc , con el propésito de verificar su efecto en la estabilidad del complejo.

En la Figura 39 se presenta el complejo FUC-Tm-pNP-Fuc de la simulacion de DM en el
sistema sin Ca?" en un tiempo de 4.5 ns. Ademas, en el circulo rojo se observa que el
residuo catalitico Asp?** esta a una distancia de 4.2 A del C1 de la fucosa, mientras que, el
Glu2®® se encontré a 6.03 A, siendo mayor a lo reportado por Pavon-Chimal et al., (2022a),
quienes obtuvieron una distancia de 4.1 A, es importante mencionar que en dicha
investigacion no se realiz6 la simulacion de DM si no un acoplamiento molecular, sin
embargo, se compararon las distancias con la estructura obtenida por cristalografia de
rayos X realizada por Sulzenbacher et al. (2004), por lo que se considera que esta distancia

es la optima para la formacién del complejo intermediario.

Figura 39. Estructura secundaria del complejo FUC-Tm-pNP-Fuc en el sistema en

ausencia de Ca** a 4.5 ns de simulacion. Circulo rojo: distancia entre los residuos

cataliticos (ASP?*, GLU?®) y el C1 de la fucosa que forma parte del sustrato pNP-Fuc.
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Por otro lado, en la Figura 40 se observa el complejo FUC-Tm-pNP-Fuc en el sistema en
presencia de Ca?" de la simulacién de DM en un tiempo de 4.5 ns. En el circulo azul se
puede observar que los dos residuos cataliticos mantuvieron distancias similares con el C1
de la fucosa (4.1 A), como lo reportado por Pavon-Chimal et al., (2022a), lo que indica una

formacion de complejo enzima-sustrato adecuada.

Figura 40. Estructura secundaria del complejo FUC-Tm-pNP-Fuc en el sistema en
presencia de Ca®" a 4.5 ns de simulacion. Circulo azul: distancia entre los residuos

cataliticos (ASP?*, GLU?®) y el C1 de la fucosa que forma parte del sustrato pNP-Fuc.

Finalmente, se determinaron las AG, por medio de la simulacién de 100 ns con los célculos
de MM/PBSA, obteniendo una AG, de -62.26 kJ/mol para el sistema en ausencia de Ca?*y
de -89.62 kJ/mol en el sistema en presencia del ion. Lo anterior indica que el complejo
formado en el sistema con Ca?", es mas estable. Esto concuerda con los resultados
mencionados en las secciones anteriores, debido a que en el sistema en ausencia del ion
existe un mayor aumento en el volumen del bolsillo catalitico, desfavoreciendo la correcta

interaccion con el sustrato, lo cual queda demostrado con el valor de AG..
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8 Conclusiones

En el presente trabajo se llevd a cabo el andlisis del efecto de diferentes iones bivalentes

(Ca?*, Mg?*, Mn?*y Cu?*) sobre la actividad hidrolitica y de transfucosilacién de la FUC-Tm.

Se demostré que el Ca?", Mg?* y Mn?* tienen un efecto activador sobre la enzima. Los
mejores resultados para la actividad hidrolitica se obtuvieron en presencia de 1 M de CaCl..

Ademas, se observo que el Cu?* tiene un efecto inhibidor sobre la actividad de la enzima.

Se encontré un aumento de 2.39 veces en la actividad de transfucosilacion en presencia de
0.5 M de CaCl,, con una proporcion Vians/Vhia de 0.534, orientando la selectividad de la

reacciéon hacia la transfucosilacion sobre la hidrélisis en presencia del calcio.

Por otro lado, mediante el andlisis de DM se observo que la presencia de Ca?* no provoca
cambios estructurales a nivel global en la FUC-Tm. Ademas, el ion Ca?* estabilizé regiones
locales cercanas al sitio activo de la enzima, que influyen en la formaciéon del bolsillo

catalitico, explicando el aumento en su actividad.

Mediante el andlisis del complejo enzima-sustrato en la simulacion de DM se determiné que
dicho complejo es més estable en presencia de Ca?*, y que las distancias entre los residuos

cataliticos y el sustrato permitiria la formacion del complejo intermediario.

Por ultimo, este es el primer trabajo que aporta informacion del efecto de los iones metélicos
sobre la FUC-Tm a través del uso de simulaciones de DM, contribuyendo en la descripcién

de la interaccion entre el Ca** y FUC-Tm, permitiendo mejorar la sintesis de FucOS.
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9 Perspectivas

Debido a que la enzima utilizada para llevar a cabo los presentes estudios es una enzima
recombinante, se recomienda expresar la a-L-fucosidasa de Thermotoga maritima en
Escherichia coli, modificando la presencia de la cola de histidina en el extremo N-terminal,
con el proposito de evitar la agregacion de la enzima y poder realizar estudios

espectroscopicos.

Para corroborar los resultados obtenidos en la simulacion de DM sobre la estabilidad de la
estructura secundaria de FUC-Tm, se recomienda llevar a cabo un andlisis de la estructura

enzimatica en presencia de Ca?* mediante la técnica de dicroismo circular.

Para validar los valores de AG, obtenidos en la simulacion de DM del complejo, se sugiere
estudiar el efecto de la presencia de Ca?" en la enzima a través de la técnica de

fluorescencia.

Debido a que los resultados de DM mostraron que existe una region en la estructura de la
enzima (Loop-B) que influye en la formacion del bolsillo catalitico y, por tanto, en la actividad
de la enzima, se recomienda redisefiar la estructura de FUC-Tm, a través de técnicas in
silico, especificamente en el aminoacido Asp'®, para evitar su influencia sobre la

conformacion del bolsillo catalitico y aumentar la actividad de la enzima.
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Figura 1 A. Curva patron de 4-nitrofenol (pNP) diluido en regulador de acetatos 1 mM pH 5.
Esta curva fue empleada para la cuantificacion de pNP liberado en la reaccién de hidrélisis

catalizada por FUC-Tm.
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Figura 2 A. Curva patron de 4-nitrofenol (pNP) diluido en regulador de acetatos 1 mM pH
10. Esta curva fue empleada para la cuantificacion de pNP liberado en la reaccion de

transfucosilacion catalizada por FUC-Tm.
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Figura 3 A. RMSD de FUC-Tm en el sistema en ausencia de Ca?" a lo largo de los 500 ns
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Figura 4 A. RMSD de FUC-Tm en el sistema con Ca®" a lo largo de los 500 ns de simulacién
de DM por triplicado.
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Figura 5 A. Radio de giro (Rg) de FUC-Tm en el sistema en ausencia de Ca?* a lo largo de

los 500 ns de simulacion de DM por triplicado.
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Figura 6 A. Radio de giro (Rg) de FUC-Tm en el sistema con Ca** (FUC-Tm-Ca?*) a lo largo
de los 500 ns de simulacién de DM por triplicado.
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Figura 7 A. RMSF de FUC-Tm en el sistema en ausencia de Ca?* a lo largo de los 500 ns

de simulaciéon de DM por triplicado.
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Figura 8 A. RMSF de FUC-Tm en el sistema con Ca?* a lo largo de los 500 ns de simulacién
de DM por triplicado.
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Figura 9 A. Estructura 3D de FUC-Tm a los 0.1 ns de la DM en el sistema en ausencia de
Ca®".
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Figura 10 A. Estructura 3D de FUC-Tm a los 130.1 ns de la DM en el sistema en ausencia
de Ca*.
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Figura 11 A. Estructura 3D de FUC-Tm a los 303 ns de la DM en el sistema en ausencia de
Ca?".
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Figura 12 A. Estructura 3D de FUC-Tm alos 0.1 ns de la DM en el sistema en presencia de
Ca®".
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Figura 13 A. Estructura 3D de FUC-Tm a los 130.1 ns de la DM en el sistema en presencia
de Ca*.
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Figura 14 A. Estructura 3D de FUC-Tm a los 303 ns de la DM en el sistema en presencia
de Ca*.
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Figura 15 A. Estado de protonacion de FUC-Tm en el sistema de reaccion en presencia de

Ca?", resultados obtenidos del programa PlayMolecule.

En la Figura 15 A, cada aminoacido se representa con su propio pKa (interseccion blanca),
gue se puede describir como el pH al que el residuo coexiste en la forma protonada y
desprotonada (50% protonado y 50% desprotonado). En color gris indica la "forma neutra"
del residuo, el color rojo significa que el residuo estéa en su "forma positiva" y el color azul
muestra que el residuo esta en su "forma negativa". El estado de protonacién de GLU y
ASP® presentes en el Loop-B, esta sefialado por un recuadro amarillo.
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m ACTA DE EXAMEN DE GRADO

Casa abierta al tiempo

UNIVERSIDAD AUTONOMA METROPOLITANA No. 00313

Matricula: 2223801903
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Efecto de iones en la
actividad de la En la Ciudad de México, se presentaron a las 11:00 horas

P idasa d del dia 5 del mes de noviembre del afio 2024 en la Unidad
a-L-fucosidasa de Iztapalapa de 1la Universidad Auténoma Metropolitana, los

Thermotoga maritima suscritos miembros del jurado:
empleada en la sintesis de
oligosacéridos fucosilados. DR. SALVADOR RAMON TELLO SOLIS
3 DR. MAURICIO EDUARDO PAVON CHIMAL
DR. EMMANUEL PEREZ ESCALANTE
M. EN C. LORENA DEL CARMEN GOMEZ RUIZ
- J
Bajo la Presidencia del primero Y con caracter de
4 D

Secretaria la ultima, se reunieron para proceder al Examen
de Grado cuya denominacién aparece al margen, para la
obtencién del grado de:

MAESTRA EN BIOTECNOLOGIA

DE: CATALINA TORRES QOCHOA

y de acuerdo con el articulo 78 fraccién III del
Reglamento de Estudios Superiores de 1la Universidad

Autodnoma Metropolitana, los miembros del jurado
Cnh:.\Zfl:- %@S Oo‘@ resolvieron:
CATALINA TORRES OCHOA
ALUMNA
N— - )
) _ N RYCBOY.

1SO
Acto continuo, el presidente del Jjurado comunicé a la
interesada el resultado de la evaluacién Y, €en caso
aprobatorio, le fue tomada la protesta.

MTRA. ROSA};IM RANO DE LA PAZ
DIRECTORADE SIS‘(- MAS ESCOLARES
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|l
ol ) r )
DIRECTOR DE LA DIVISION DE CBS PRESIDENTE
s
DR. JOSE GOMEZ OLIVARES
N - S
' Y N ( ="
VOCAL VOCAL SECRETARIA \
Cdvaort Casmdl. ! QMVL .
DR. MAURICIO EDUARDO PAVON CHIMAL DR. EMMANUEL PEREZ ESCALANTE M. EN C. LORENA DEL CARMEN GOMEZ RUIZ
N s U J J




