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Resumen

Algunos de los beneficios proporcionados por la leche humana a los lactantes se atribuyen
a los oligosacaridos que posee. La mayor parte de estos oligosacaridos se encuentran
fucosilados y cuentan principalmente con actividad prebidtica, promoviendo el crecimiento
selectivo de bifidobacterias en el intestino, por lo que existe interés en producirlos para
aprovechar su actividad biolégica. Uno de los métodos disponibles para la obtencién de
oligosacaridos fucosilados es la sintesis enzimatica mediante glicosil-hidrolasas como la o-
L-fucosidasa. Las fucosidasas pertenecientes a la familia GH29 son las que han
demostrado una mayor aptitud para realizar la reaccion de transfucosilaciéon. En el presente
trabajo, se realiz6 un estudio in silico para estudiar las diferencias entre dos a-L-fucosidasas
de la subfamilia GH29A pertenecientes a Thermotoga maritima y Lacticaseibacillus casei,
asi como una de la subfamilia GH29B perteneciente a Bifidobacterium longum subsp.
infantis, identificando diferencias en el sitio activo que se relacionan a la afinidad con el
sustrato donador de fucosilo, para-nitrofenil fucosa. Ademas, se llevé a cabo una simulacién
de la reaccion de sintesis de oligosacaridos fucosilados mediante acoplamiento molecular
con la a-L-fucosidasa de T. maritima, encontrando sitios de union favorables para el
sustrato aceptor lactosa que se ocupan antes de que el sustrato se aproxime al sitio activo.
Posteriormente se evalud in silico la interaccion entre la a-L-fucosidasa de B. longum subsp.
infantis con los sustratos donarores 2’-fucosil lactosa y 3-fucosil lactosa, asi como con
lactosa y lactulosa como sustratos aceptores, verificando que tedéricamente es posible
realizar la reaccion de transfucosilacion con esta enzima. Finalmente se realizé la sintesis
de oligosacaridos fucosilados in vitro, empleando un extracto enzimatico de B. longum,
utilizando para-nitrofenil fucosa como sustrato donador de fucosilo y lactosa, lactulosa,
galactosa y fructosa como sustratos aceptores, obteniendo rendimientos de 0.046%, 0.16
%, 0.32% y 2.4 % respectivamente, logrando confirmar la transferencia de fucosa a fructosa
mediante la hidrdlisis acida del disacarido fucosa-fructosa, obteniendo una proporcién

equimolar de 0.9 : 1.

Palabras clave: bifidobacteria, a-L-fucosidasa, fucooligosacaridos, transfucosilacion.
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Abstract

Some of the benefits provided by human milk to infants are attributed to the oligosaccharides
it contains. Most of these oligosaccharides are fucosylated and mainly produce a prebiotic
action, promoting the selective growth of bifidobacteria in the gastrointestinal tract, which is
why there is interest in synthesizing them to take advantage of their biological activity. One
of the methods available to synthesize them is enzymatic synthesis using glycosyl
hydrolases such as a-L-fucosidase. The fucosidases belonging to the GH29 family are those
that have shown greater ability to carry out the transfucosylation reaction. In the present
work, an in silico study was carried out to study the differences between two a-L-fucosidases
from the GH29A subfamily belonging to Thermotoga maritima and Lacticaseibacillus casei,
as well as one of the GH29B subfamily belonging to Bifidobacterium longum subsp. infantis,
identifying differences in the active site that are related to the affinity with the fucosyl donor
substrate, para-nitrophenyl fucose. Furthermore, a simulation of the synthesis reaction of
fucosylated oligosaccharides was carried out by molecular docking with the a-L-fucosidase
from T. maritima, finding favorable binding sites for the acceptor substrate lactose, that are
occupied before the substrate approach the active site. Subsequently, the interaction
between the a-L-fucosidase from B. longum subsp. infantis with the donor substrates 2'-
fucosyl lactose and 3-fucosyl lactose were examinated, as well with lactose and lactulose
as acceptor substrates, verifying that it is theoretically possible to carry out the
transfucosylation reaction with this enzyme. Finally, the synthesis of fucosylated
oligosaccharides was carried out in vitro, employing an B. longum enzymatic extract, and
using para-nitrophenyl fucose as a fucosyl donor substrate and lactose, lactulose, galactose
and fructose as acceptor substrates, obtaining yields of 0.046%, 0.16%. 0.32% and 2.4%
respectively, confirming the transfer of fucose to fructose through the acid hydrolysis of the

fucose-fructose disaccharide, obtaining an equimolar proportion of 0.9: 1.

Keywords: Bifidobacteria, a-L-fucosidase, fucooligosaccharides, transfucosylation.



1. Introduccion

La leche humana es considerada como el mejor alimento para los lactantes, ya que
proporciona toda la energia y los nutrientes que necesitan en los primeros meses de vida,
asi como proteccion ante enfermedades gastrointestinales y otros padecimientos crénicos.
La leche humana cuenta con una gran variedad de moléculas bioactivas, como anticuerpos,
factores de crecimiento, hormonas y oligosacaridos, que son responsables de algunos de
sus beneficios (Okburan & Kiziler, 2023). En particular, los oligosacéaridos de la leche
humana (OLH) producen principalmente wuna accion prebiética, favoreciendo

selectivamente la presencia de bifidobacterias en el intestino.

De hecho, los oligosacaridos de la leche humana son el tercer componente mas abundante
de la leche en base seca, teniendo una mayor concentracion a la de las proteinas (Okburan
& Kiziler, 2023). Estan formados a base de solo cinco monosacaridos: como la glucosa, N-
acetilglucosamina, galactosa, fucosa y acido N-acetilneuraminico y pueden extenderse en
forma lineal o ramificada para formar oligosacaridos de entre 3 y 15 unidades (Perna, Meier,
et al., 2023). Del total de OLH, entre el 35-50% estan fucosilados, siendo el mas abundante
la 2’-fucosil lactosa (Okburan & Kiziler, 2023). Existe un creciente interés en sintetizar
oligosacaridos de estructura idéntica a los de la leche humana para aprovechar su accion
prebidtica, principalmente en férmulas infantiles (Enam & Mansell, 2019), las cuales al estar
formuladas a base de leche de vaca no cuentan con la cantidad ni la variedad de

oligosacaridos presentes en la leche humana (Bode et al., 2016; Cimmino et al., 2023).

Los OLH se han obtenido por via quimica (Agoston et al., 2019), mediante la ingenieria
metabdlica de microorganismos (J. Meng et al., 2023) y mediante sintesis enzimatica. Para
la sintesis enzimatica de OLH se han utilizado a-L-fucosidasas de las familias GH29 y
GHO95, de las cuales las GH29 han demostrado ser mas aptas para realizar reacciones de
transfucosilacion, por su mecanismo de retencion y su especificidad, que son esenciales

para la sintesis de estos compuestos.

El objetivo de este trabajo fue estudiar la sintesis de oligosacaridos fucosilados mediante
una reaccién de transfucosilacion empleando a-L-fucosidasas microbianas en modelos in

silico y realizar la sintesis in vitro, empleando un extracto enzimatico de B. longum.



2. Antecedentes

2.1 LA LECHE HUMANA

La leche humana (LH) se considera el mejor alimento para los lactantes. Contiene
macronutrientes como carbohidratos, proteinas y lipidos, ademas de micronutrientes como
vitaminas y minerales. Es segura, inocua y ademas de proveer toda la energia y los
nutrientes que el infante necesita en los primeros meses de vida, contiene moléculas
bioactivas que lo protegen de algunas enfermedades de la infancia. De acuerdo con la
Organizacion Mundial de la Salud (OMS), la leche humana debe ser el Unico alimento para
recién nacidos y lactantes durante los primeros 6 meses, y se sugiere que la lactancia debe
continuar hasta los dos afos, acompanando a los alimentos complementarios que se

incorporan a la dieta del infante (Breastfeeding, s. f.).

La composicion de la leche humana es Unica para cada madre, y esta influenciada por
muchos factores, como la dieta, la edad gestacional, el modo de nacimiento, el indice de
masa corporal de la madre, el sexo y edad del lactante, etapa de lactancia, volumen vy
frecuencia de la lactancia, entre otros (Binder et al., 2023). Sin embargo, las proporciones
en los macronutrientes se conservan, siendo los carbohidratos el componente que se
presenta en mayor abundancia, seguidos de los lipidos, los oligosacaridos de la leche

humana (OLH) y las proteinas (Figura 1).

Lactosa 6.3 -7 %

Proteinas0.9-1.9%
Lipidos 2.1 -4 %

Agua

Figura 1 Composicion de macronutrientes de la leche humana. (Cimmino et al., 2023; Okburan & Kiziler,
2023).



21.1 Lipidos

Los lipidos son el macronutriente mas variable de la leche humana (Xi et al., 2023).
Reportandose incluso variaciones a lo largo de una sola toma de lactancia, en la cual la
leche que el infante consume al inicio cuenta con una concentracion de lipidos dos o tres

veces menor a la que consume al final de la toma. (Ballard & Morrow, 2013).

Aproximadamente el 98% de los lipidos de la leche humana estan en forma de triglicéridos
(Andreas et al., 2015; Karbasi et al., 2023), en los que se puede encontrar una gran
abundancia de acido palmitico y oleico (Ballard & Morrow, 2013). Ademas de ser la principal
fuente de energia para los recién nacidos, participa en la sintesis de precursores de
hormonas como la prostaciclina, mejorando asi la funcion ventricular, asi como de otras que
regulan el desarrollo, el sistema inmune y el metabolismo (Karbasi et al., 2023; Ramiro-
Cortijo et al., 2020). También se ha demostrado que los acidos grasos como el acido
araquidoénico y el acido docosahexaenoico que contiene la leche humana son un
componente esencial en el desarrollo del sistema nervioso y las funciones cognitivas del
infante (George et al., 2021).

2.1.2 Proteinas

Las proteinas de la leche humana se dividen en proteinas del suero y fracciones de caseina
o0 complejos, los cuales se componen de una amplia variedad de proteinas y péptidos
(Ballard & Morrow, 2013). Las proteinas mas abundantes son caseina, a-lactoalbimina,
lactoferrina, inmunoglobulina secretora IgA, lisozima y albumina sérica. También cuenta con
compuestos nitrogenados no proteicos como urea, acido Uurico, creatina, creatinina,

aminodcidos y nucledtidos (Ballard & Morrow, 2013).

Se ha reportado que la alimentacion a base de leche humana con una mayor cantidad de
proteina se asocia a un mejor crecimiento y desarrollo neurolégico, especialmente en
infantes pretérmino (Binder et al., 2023). Las proteinas de la leche humana también
participan en el aumento de la biodisponibilidad de los micronutrientes y el fortalecimiento
del sistema inmunologico (Karbasi et al., 2023). EI consumo de leche con un mayor
contenido de proteina también se ha asociado como un factor de riesgo de presentar

obesidad en la infancia o la adolescencia (Binder et al., 2023).



2.1.3 Carbohidratos

El carbohidrato principal de la leche humana es el disacarido lactosa, siendo ademas el
componente mas abundante de la leche y el segundo mas importante en cuanto al aporte
de energia (Xi et al, 2023). La lactosa constituye aproximadamente el 80% de los
carbohidratos de la leche y el resto lo constituyen los OLH. La concentracion de lactosa en
la leche humana es la menos variable de los macronutrientes (Ballard & Morrow, 2013) y
se mantiene relativamente estable, mientras que los OLH si presentan cambios en su
concentracion a lo largo del tiempo, teniendo su maxima concentracion en el calostro y

disminuyendo en cantidad a medida que madura la leche (Okburan & Kiziler, 2023).

2.1.3.1 Oligosacaridos de la leche humana

Después de la lactosa y los lipidos, el tercer componente mas abundante de la leche son
los OLH, que representan aproximadamente el 20% de la concentracién total de
carbohidratos de la leche y presentandose en una cantidad mayor a la de las proteinas
(Okburan & Kiziler, 2023). Los OLH estan formados a base de monosacaridos como la
glucosa (Glc), N-acetilglucosamina (GIcNAc), galactosa (Gal), fucosa (Fuc) y acido N-
acetilneuraminico, también conocido como acido sialico (Neu5Ac), contando en su mayoria
con una molécula de lactosa en su extremo reductor (Urashima et al., 2018) (Figura 2), la
cual puede extenderse con lacto-N-biosa | (Gal-1,3GIcNAc) o lactosamina (Gal-31,4-
GIcNAc) (Wicinski et al., 2020). Estos oligosacaridos se extienden en forma lineal o
ramificada para formar oligosacaridos de entre 3 y 15 unidades (Perna, Meier, et al., 2023)
al formar enlaces 31-3 o f1-6 con la lactosa, asi como incorporando moléculas de fucosa a
través de enlaces a1-2,3,4 o de acido sialico a través de enlaces a2-3,6 (Wicinski et al.,
2020). Debido a las muchas posibles longitudes de los OLH, y tipos de arreglos de
sustitucion, existe una gran variedad de ellos y se han purificado mas de 250 OLH
(Urashima et al., 2018), de los cuales se han caracterizado alrededor de 180 estructuras
diferentes de OLH (Perna, Meier, et al., 2023), siendo entre 35-50% fucosilados, 12-14%
sialilados y 42-55% neutros no fucosilados (Okburan & Kiziler, 2023).



Fucosilacién !ﬂu ! 138 ! 12 ! 13

B1-3(Tipol) | p1-6 OLH neutros
p1-4 (Tipoll) | p1-3 p1-4
Estructura base
n=0-25

o2-3/6 cr.2 6 o2-3/6
Sialilacién mp Premisa para OLH acidos

. Glucosa (Glc) O Galactosa (Gal) . N-acetilglucosamina (GIcNAc) A Fucosa (Fuc) ‘ Acido sidlico (Sia)

Figura 2 Estructura base de los OLH

Los OLH se sintetizan y secretan en la glandula mamaria mediante la fucosil transferasa
FUT2, que transfiere unidades de fucosa en posicion a1-2 y con la fucosil transferasa FUT3,
que transfiere en posicion a1-3/4 (Brunser Tesarschi, 2019). Cuando se secretan ambos
genes se pueden sintetizar todos los oligosacaridos fucosilados, asi como los antigenos de
Lewis, mientras que cuando el gen FUT2 es pasivo, no se pueden sintetizar oligosacaridos
a1-2 fucosilados como la 2’-FL y cuando el gen FUT3 esta inactivo, no se pueden sintetizar
oligosacaridos a1-3,4 fucosilados como 3-FL. Las combinaciones que se dan por la
expresion de estos genes también tienen efecto sobre la cantidad de oligosacaridos
fucosilados que se encuentran en la LH (Urashima et al., 2022). Por otra parte, los OLH
sialilados se sintetizan mediante sialil transferasas a2-3 o a2-6, formando 3’-sialil lactosa
(3’-SL), 6’-sialil lactosa (6’-SL) o sialil lacto-N-tetraosa a (LST a) (Zheng et al., 2022).

Cada individuo en etapa de lactancia secreta un perfil de OLH distinto que permanece
relativamente constante durante este periodo (Thum et al., 2021) y menos de 50 estan
presentes en cantidades significativas. El mas abundante en la LH de la mayoria de las
muestras es la 2’-fucosil lactosa (2’-FL), que es un trisacarido que consta de glucosa,
galactosa y fucosa (Okburan & Kiziler, 2023). Este OLH se detectdé en un 85% de las
muestras de un estudio internacional realizado con 400 participantes de 10 paises (Erney
et al., 2000), mientras que en otro estudio realizado en cohortes de 11 paises diferentes, se

detecto la presencia de 2’-FL en entre 65 y 98% de las muestras (McGuire et al., 2017).

2.2 BENEFICIOS DE LA ALIMENTACION DE LACTANTES CON LECHE HUMANA

La ingesta adecuada de macronutrientes que ofrece la leche humana, incluidas proteinas,

lipidos y carbohidratos, se asocia con una menor incidencia de infecciones
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gastrointestinales y afecciones cronicas a futuro, como enfermedades autoinmunes y
sindrome metabdlico. Debido a la calidad de las proteinas en su composicion, estas son
muy importantes para un buen desarrollo del infante. Ademas sus acidos grasos
contribuyen a un buen desarrollo del sistema nervioso central (Xi et al., 2023) y sus
micronutrientes y otros componentes bioactivos y sustancias inmunogénicas contribuyen
no solo al crecimiento y desarrollo, sino también contribuyen a la madurez del sistema
inmune (Ruiz-Ojeda et al., 2023).

2.2.1 Microbiota intestinal y su interaccién con leche humana

Los OLH no son digeridos por el infante, pero tienen una serie de funciones bioldgicas que
incluyen el crecimiento selectivo de la microbiota intestinal, la inhibicién de la adhesién y la
invasion de patdgenos potenciales en el intestino, la modulacion de la funciéon inmune del
huésped y la expresion génica de las células epiteliales intestinales (Lagstrom et al., 2020).
Asimismo, cuando los oligosacaridos sialilados de la leche materna llegan al intestino de
los lactantes, una o ambas unidades terminales de acido sialico de su cadena de glucanos
son liberadas por hidrdlisis, pasan a la circulacién y atraviesan la barrera hemato-encefalica.
Este suministro de acido sialico contribuye a satisfacer los elevados requerimientos del
tejido nervioso en una etapa de rapido crecimiento y desarrollo de sus estructuras. Este tipo
de compuestos son resistentes al bajo pH del estbmago, a las enzimas del cepillo
pancreatico (Wicinski et al., 2020) y se ha reportado que el 1% es absorbido por la
circulacion sistémica mientras que el resto es excretado en las heces y la orina (Bode, 2015)
2015). Sin embargo, una parte experimenta una compleja digestién realizada por la
microbiota intestinal. Esto se ha comprobado ya que la cantidad y el perfil de los
oligosacaridos de la leche humana muestran cambios irregulares respecto a los
encontrados en las heces, demostrando que la microbiota intestinal los metaboliza, degrada

y transforma para ser utilizados por otros microorganismos (Xi et al., 2023).

Los OLH son esenciales para construir y preservar la microbiota gastrointestinal del infante.
Como puede verse en la Figura 3, en un lactante alimentado exclusivamente con leche
humana, las bifidobacterias son la especie dominante en la microbiota, constituyendo entre
el 50 y 90% de la poblacion. Esta concentracion es atribuible a su notable capacidad para
metabolizar y consumir componentes prebiodticos provenientes de la leche humana (Walsh

et al., 2020). Es en este sentido que, favorecer el crecimiento selectivo de bifidobacterias



contribuye a la protecciéon de los infantes contra enfermedades gastrointestinales
infecciosas (Okburan & Kiziler, 2023). Sin embargo, solo algunas especies y subespecies
de bifidobacterias estan equipadas con conjuntos genéticos y enzimaticos dedicados a la
utilizacién de OLH, como Bifidobacterium longum subsp. infantis, Bifidobacterium bifidum,
Bifidobacterium breve, Bifidobacterium longum subsp. longum y Bifidobacterium longum
subsp. suis (Asakuma et al., 2011; Cheng et al., 2021), mientras que otros microorganismos
de los géneros Clostridium, Enterococcus, Escherichia, Eubacterium, Lacticaseibacillus,
Staphylococcus, Streptococcus, y Veillonella especies pluralis cuentan con un limitado o
nulo uso de OLH (Jost et al., 2015; Z.-T. Yu et al., 2013).

A B °

BifidobacteriumiBacteroides) Clostridium Streptococcus |Enterobacteria

Figura 3 Representacion de la composicién de la microbiota intestinal de infantes alimentados con leche
humana y alimentados con férmula lactea. A: alimentados exclusivamente con leche humana; B:alimentados
con formula lactea (Bottacini et al., 2014).

2.3 BIFIDOBACTERIAS

Las bifidobacterias son habitantes tipicos del intestino de mamiferos e insectos, son Gram
positivas, anaeroébicas o facultativamente anaerdbicas ya que algunas especies toleran el
O2 solo en presencia de COy). Presentan pruebas negativas para lo siguiente: indol,
hidrélisis de gelatina, catalasa (excepto B. indicum y B. asteroides cuando crecen en
presencia de aire) y oxidasa (Biavati & Mattarelli, 2006). Pertenecen a la familia



Bifidobacteriaceae, orden Bifidobacteriales y filo Actinobacteria, siendo esta ultima una de
las unidades taxondmicas mas grandes y pobladas del reino Eubacteria (Tsakalidou &
Papadimitriou, 2011).

Esta familia consta de varillas pleomodrficas que se presentan individualmente o
concatenadas en grupos de muchas células. Las células no tienen capsula, no forman
esporas, no son moviles y no son filamentosas. Su temperatura 6ptima de crecimiento es
de 35-39 °C y su pH éptimo al comienzo del crecimiento se situa entre 6.5 y 7.0. No
registran crecimiento a pH inferior a 4.5 o superior a 8.5 con la excepcién de B.

thermacidophilum, que puede crecer a pH 4.0.

Poseen fructosa-6-fosfocetolasa (EC 4.1.2.2), que hidroliza la fructosa-6-fosfato en acetil
fosfato y eritrosa-4-fosfato. Son quimioorgandétrofas y tienen un tipo de metabolismo

fermentativo, producen acido lactico, pero no gas a partir de una variedad de carbohidratos.

No son patdgenas, excepto las bifidobacterias aisladas de la caries dental (y probablemente
involucradas en la patologia de la caries) (Biavati & Mattarelli, 2006). Algunas especies de
bifidobacterias se encuentran exclusivamente en la microbiota intestinal del adulto humano,
como Bifidobacterium pseudolongum y Bifidobacterium bifidum; o de los neonatos, como
Bifidobacterium longum subsp. infantis. Otras se distribuyen mas ampliamente
independientemente de la edad del huésped, como Bifidobacterium Ilongum,
Bifidobacterium breve, Bifidobacterium pseudocatenulatum y Bifidobacterium adolescentes
(Turroni et al., 2009). Entre estas especies destaca B. longum, porque puede encontrarse
en el intestino de humanos de todas las edades, desde bebés hasta ancianos. Esto se debe
en gran medida a sus enzimas dedicadas al metabolismo de carbohidratos, las cuales les
permite prosperar a lo largo de la vida humana, aprovechando tanto los OLH presentes en
la LH como otros glucanos que contienen arabinosa o xilosa, provenientes de otros
alimentos (Singh, 2019).

2.3.1 Metabolismo de carbohidratos en bifidobacterias

Los OLH no son metabolizados por el ser humano, asi que al llegar al intestino una parte
de ellos pueden hidrolizarse y pasar a la circulacion sistémica, y en su mayoria actuan como
compuestos prebidticos para microorganismos como las bifidobacterias y los lactobacilos,
que cuentan con la capacidad metabdlica para degradarlos (Ventura et al., 2007). Se han

encontrado lactobacilos en el duodeno (Vaughan et al., 2005), donde fermentan mono, di
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y trisacaridos relativamente simples, mientras que en las partes inferiores del tracto
gastrointestinal, se pueden encontrar a las bifidobacterias, las cuales cuentan con la
capacidad de metabolizar carbohidratos complejos (Ventura et al., 2007). Es asi que las
bifidobacterias reflejan el alto nivel de adaptacién al intestino que presentan por la gran
cantidad de enzimas dedicadas al metabolismo de carbohidratos que poseen. De hecho se
ha reportado que mas del 14% de los genomas bifidobacterianos estan involucrados en el
metabolismo de carbohidratos (Arboleya et al., 2018; Singh, 2019). Este valor es 30%
superior al de otros microorganismos que también pueden encontrase en el tracto
gastrointestinal, como E. coli, Enterococcus faecium y Lactococcus lactis (Ventura et al.,
2007).

Entre la gran variedad de genes encontrados en bifidobacterias que codifican enzimas
involucradas en el metabolismo de carbohidratos, se tienen glicosil-hidrolasas (GH),
permeasas, transportadores de tipo ABC y PEP-PTS (PEP: fosfoenolpiruvato; PTS: sistema
de fosfotransferasa), transportadores que representan aproximadamente la mitad de los
genes dedicados a la absorcidén de carbohidratos (Pokusaeva et al., 2011). Dentro del
arsenal enzimatico responsable del metabolismo de carbohidratos en bifidobacterias, las
GH son las enzimas mas importantes y son responsables de la hidrdlisis de los
carbohidratos complejos. Estas enzimas realizan su accion catalitica sobre los enlaces
glucosidicos en oligo y polisacaridos, para liberar productos metabolizables de menor
tamano (Blanco et al., 2020) y monosacaridos que participan como intermedios de la via de
fermentacion de hexosa, también llamada derivacién de fructosa-6-fosfato o derivacion
'bifida’, donde se generan 2 y 3 moléculas de lactato y acetato a partir de 2 moléculas de
glucosa respectivamente, con la produccion de 5 moléculas de ATP (Singh, 2019). Ademas
se producen acidos grasos de cadena corta y otros compuestos organicos, algunos de los
cuales pueden ser beneficiosos para el infante y para otros microrganismos mediante el

mutualismo (Pokusaeva et al., 2011).

En un analisis comparativo realizado por Blanco et al. (2020) sobre la presencia de GH en
cepas de B. longum subsp. infantis y B. longum subsp. longum, encontraron 46 GH
diferentes, de las cuales 38 se encontraron en ambas subespecies. De igual manera.
Arboleya et al. (2018) reporté que algunas enzimas como la a-galactosidasa de la familia
GH36 y p-galactosidasa de la familia GH42 se encontraron en las 20 cepas de B. longum

que estudiaron. Estos autores determinaron que se trata de enzimas constitutivas, mientras
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que enzimas como la a-L-fucosidasa de la familia GH95 se encontraron en 4 de las 20
cepas. Algunas de las GH asociadas con la subespecie infantis de B. longum incluyen
sialidasas, fucosidasas y N-acetil-galactosaminidasas, todas ellas involucradas en la

degradacion de HMO complejos (Blanco et al., 2020).

2.3.1.1 Fucosidasas

La gran influencia de los compuestos fucosilados presentes en la leche materna consiste
en actuar como prebidticos altamente selectivos para conformar la microbiota intestinal,
siendo las a-L-fucosidasas herramientas indispensables que les permiten metabolizar los
OLH (Curiel et al., 2021). Las a-L-fucosidasas son GH que pueden hidrolizar el resto
terminal del a-L-fucosilo de diferentes tipos de oligosacaridos y glicoconjugados. De
acuerdo a la clasificaciéon CAZy, pertenecen a las familias GH29, GH95, GH139, GH141 y
GH151 (Koval'ova et al., 2022), que difieren entre si en su estructura y el mecanismo

utilizado para la catalisis de la reaccién hidrolitica.

Las fucosidasas de la familia GH29 catalizan la hidrdlisis de los enlaces glicosidicos de la
fucosa mediante un mecanismo de retencién de doble desplazamiento de dos pasos y
actian sobre enlaces Fuc-a1,2/3/4/6. Generalmente se dividen en dos subfamilias, GH29A
y GH29B. La subfamilia A contiene a-fucosidasas con especificidades de sustrato hacia
enlaces Fuc-a1,2/4/6 y son capaces de hidrolizar p-nitrofenil-a-L-fucopiranésido (oNP-Fuc),
mientras que los miembros de la subfamilia B cuentan con mas especificidad hacia enlaces
Fuc-a1,3/4 y cuentan con una menor capacidad de hidrolizar pNP-Fuc (Curiel et al., 2021;
Sakurama et al., 2012).

Por su parte, las fucosidasas GH95 catalizan la hidrdlisis de fucosa a través de un
mecanismo de desplazamiento directo (BeneSova et al., 2015), lo que resulta en la inversion
de la configuracion anomérica. Estas fucosidasas cuentan con una especificidad hacia
enlaces Fuc-a1,2 (Curiel et al., 2021). La GH139 esta clasificada como una a-2-O-Me-L-
fucosidasa de la cual se desconoce su mecanismo catalitico (Koval'ova et al., 2022; Ndeh
et al., 2017). En el caso de la GH141, se reporté una a-L-fucosidasa de Clostridium
thermocellum (Ndeh et al., 2017), asi como también una endoxilanasa de Bacteroides
thetaiotaomicron (Heinze et al., 2017), de las cuales se desconoce el mecanismo de
reaccion. Respecto a las fucosidasas GH151, se ha reportado que una fucosidasa de

Paenibacillus thiaminolyticus cuenta con actividad sobre disacaridos fucosilados y pNP-
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fucosa, ademas es capaz de realizar la reaccion de transfucosilacién reteniendo la
configuracién anomérica en el hemiacetal liberado, utilizando como sustrato donador el
pNP-Fuc y como aceptores pNP-glicopirandsidos, alcoholes, y monosacaridos como

glucosa, galactosa, manosa y maltosa (BeneSova et al., 2015; Koval'ova et al., 2022).

2.4 SiNTESIS DE OLH FucosILADOS

Aunque la OMS recomienda la alimentacién exclusiva con LH durante los primeros 6 meses
de edad y que sea complemento de la dieta hasta los 2 afios (Breastfeeding, s.f.), no
siempre es posible proporcionarla al infante y debe sustituirse parcialmente o
complementarse con formulas infantiles. Este tipo de sucedaneo de leche intenta imitar la
composicion nutricional de la LH, y al ser comunmente formulada a base de leche bovina,
cuenta con una menor cantidad y variedad de OLH, (Bode et al., 2016; Cimmino et al.,
2023). En el caso de formulas a base de hidrolizados de soya, carecen, entre otros
nutrientes, de OLH (Perna, Meier, et al., 2023). Por los beneficios que aportan y su baja
disponibilidad en las férmulas lacteas, la sintesis de oligosacaridos de estructura idéntica a

los OLH se ha convertido en un campo de estudio de gran interés (Enam & Mansell, 2019).

Actualmente se cuenta con produccién industrial de algunos OLH como la 2'-FL y lacto-N-
neotetraosa (LNnT) (Cheng et al., 2021) producidos con microorganismos recombinantes o
mediante sintesis quimica (Perna, Meier, et al., 2023). Ademas de contar con disposicién a
nivel industrial, la Administracion de Alimentos y Medicamentos de los Estados Unidos
(FDA) ha avalado a la 2-FL, lacto-N-fucopentaosa I, LNnT- y 3’sialil lactosa (3°-SL) como
Generalmente Reconocidos como Seguros (GRAS) (aviso GRAS n.° 659, 766, 859, 1035).
Mientras tanto la Uniéon Europea (UE) considera a la 2’-FL y LNnT, como alimentos
autorizados que pueden usarse en férmulas infantiles (Reglamento implementado por la
Regulacion (EU) 2017/2470). En estas regulaciones se detalla el método de sintesis del
OLH, asi como el método de purificaciéon, y cuando se utiliza un microoganismo
recombinante, se indican las modificaciones que se le realizaron y detalles sobre la cepa
para descartar su patogenicidad y garantizar la inocuidad del producto. Gracias a la
existencia de regulaciones y disponibilidad de OLH, en la actualidad ya se encuentran
disponibles formulas lacteas que contienen 2’-FL y LNnT en el mercado. Es por ello que se
han realizado esfuerzos de investigacion para implementar diferentes métodos de sintesis

de OLH, los cuales se revisaran a continuacion.
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241 Sintesis quimica

La sintesis quimica es uno de los métodos de sintesis de OLH fucosilados mas reportados.
Mediante este método de sintesis, generalmente se emplean procesos que necesitan
multiples pasos de proteccién y desproteccién de los hidroxilos en los reactivos para guiar
el procedimiento hacia la sintesis de los intermediarios adecuados, ademas de multiples
pasos de purificacion de estos compuestos mediante cromatografia, asi como el uso de
reactivos costosos y toxicos. Todo ello limita la escalabilidad de los procesos para la
obtencién de OLH (Zhu et al., 2022). Recientemente Agoston et al. (2019) desarrollaron un
método para sintetizar 2’-FL a escala de kilogramos utilizando 10 kg de donador de fucosilo
y 1 kg de aceptor, reduciendo de 8 a 1 las etapas de purificacion mediante cromatografia y
obteniendo un producto sdlido de alta pureza. Este procedimiento podria sentar las bases
de la produccion industrial de 2’-FL, que pudiera funcionar como precursor de otros OLH
mas complejos. Sin embargo, por esta ultima razén el nivel de complejidad estructural
aumenta. Es por ello que la sintesis quimica de carbohidratos complejos no es un método
de produccion rentable para la sintesis a gran escala de OLH. Aun asi, la sintesis quimica
es una herramienta importante para fines analiticos. Es a través de ella que se generan
sustratos que posteriormente son utilizados en procesos de sintesis enzimatica. Esta
combinacion de métodos se le ha llamado sintesis quimioenzimatica de OLH (Zeuner et al.,
2019).

2.4.2 Sintesis mediante ingenieria metabdlica de microorganismos

La sintesis mediante ingenieria metabdlica de microorganismos consiste en mejorar y dotar
de enzimas necesarias a microorganismos recombinantes para construir una ruta
metabdlica para la sintesis de ciertos compuestos, como podrian ser los OLH. En este
sentido, el objetivo principal es dotar al microorganismo de tres factores principales: un
suministro efectivo de aceptores, la disponibilidad de nucledtidos donadores de
carbohidratos como la guanosin difosfato-L-fucosa (GDP-Fuc) que actian como
intermediarios y la expresion funcional de glicosiltransferasas (GT) (Zhu et al., 2022), que
son enzimas que catalizan la formacion de enlaces glucosidicos a través de la transferencia
de la fraccién de carbohidrato de un donante activado a un aceptor. Por lo anterior, es
necesario regenerar cofactores y cosustratos como NADPH, GTP y UTP para mantener el

suministro de precursores y maximizar la sintesis de producto. En el metabolismo de
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diferentes organismos, este compuesto es un donador de fucosilo en varias reacciones de
fucosilacion. Es por ello que reforzando la expresion de genes involucrados en la sintesis
de GDP-Fuc, introduciendo genes para la expresion de una GT como la at,2-
fucosiltransferasa y suministrando lactosa como sustrato aceptor, el microorganismo
recombinante podria adquirir la capacidad de sintetizar 2’-FL (J. Meng et al., 2023).
Adicionalmente, se pueden incorporar transportadores especificos para los productos, con

la finalidad de exportarlos al exterior de la célula y facilitar su purificacion (Zhu et al., 2022).

El huésped mas comun para la producciéon de 2’-FL son cepas modificadas de E. coli debido
a que contiene el grupo de genes enddgenos de sintesis de GDP-Fuc de la via de novo
(Zhu et al., 2022). Sin embargo, se han utilizado otros microorganismos para los estudios
de produccién de 2’-FL, tal como Saccharomyces cerevisiae (S. Yu et al., 2018). Hollands
et al. (2019) demostré que se podia sintetizar 2’-FL a partir de la via de sintesis de novo de
GDP-manosa a GDP-Fuc con S. cerevisiae y Yarrowia lipolytica. Este estudio se realizé
utilizando ingenieria metabdlica para sobre expresar el gen relacionado con la sintesis de
GDP-Fuc por la via “salvage” (o0 de salvamento), mediante la cual se puede sintetizar este
compuesto a partir de intermediarios en su via de degradacion o de una similar, e
incorporando los genes LAC12 de Kluyveromyces lactis y una fucosil transferasa. Otro
microorganismo con el que se ha conseguido la sintesis de 2’FL y 3-FL es Bacillus subtilis.
A este microorganismo se le han introduciendo los genes de la via de salvage de sintesis
de GDP-Fuc, sobre expresando transportadores de carbohidratos como la permeasa de

lactosa LAC12 y desactivando genes de la ruta metabdlica (Deng et al., 2019).

Destacadamente, mediante el uso de microorganismos recombinantes en la sintesis de
OLH, se ha conseguido la sintesis a nivel industrial de 2'-FL, LNFP-l y LNnT, los cuales han
sido registrados como seguros por la FDA y la Autoridad Europea de Seguridad Alimentaria
(EFSA). Estos compuestos obtenidos ya se encuentran disponibles en formulas infantiles
en mas de 30 paises. Sin embargo, se han enfrentado dificultades para la sintesis de OLH
mas complejos ya que se requieren de mas de una glicosil transferasa (GT) para sintetizar
moléculas mas ramificadas. Ademas, hay dificultades en el transporte lo que dificulta tanto
la concentracion del producto al interior de la célula como su purificacion (Zeuner et al.,
2019).
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2.4.3 Sintesis enzimatica

Para la sintesis enzimatica de OLH se han utilizado GT y GH. Las GT catalizan la formacion
de enlaces glucosidicos a través de la transferencia de la fraccién de carbohidrato de un
donante activado a un aceptor. Particularmente, la obtencion de OLH fucosilados se ha
realizado con fucosil transferasas (FT), que forman enlaces glicosidicos a-1,2, a-1,3 0 a -
1,4, provenientes de E. coli, Thermosynechococcus elongatus, Helicobacter pylori y
Bacteroides fragilis (Zheng et al., 2022) (Tabla 1). En la sintesis de OLH fucosilados se ha
utilizado GDP-Fuc como sustrato donador de fucosilo, que es un nucleétido fucosilado
activado, de baja disponibilidad y alto costo, por lo que para la obtencién de este donador
también se estudian métodos enzimaticos, quimicos y quimioenzimaticos (Qiao et al.,
2021).

Tabla 1 Fucosil transferasas utilizadas en la sintesis de OLH fucosilados

Microorganismo Rendimiento
FT Enlaces Donador  Aceptor Producto Ref.
de origen (%)
Te2FT T. elongatus a-1,2 GDP-Fuc LNT LNFP | 95 (Zhao et al.,
2016)
TeFucT T. elongatus a-1,2 GDP-Fuc Lactosa 2-FL 95 (Lietal,
HpFucT H. pylori a-12 GDP-Fuc Lactosa  2-FL 91.3 2020)
FucTlll H. pylori a-1,3 GDP-Fuc LNT LNFP V 70 (Tsai et al.,
a-14  GDP-Fuc LNFPV  LNDFH II 53 2019)
a-1,3 GDP-Fuc LNnT LNFP VI 70
Bf13FT B. fragilis a-1,3 GDP-Fuc pLNnH  DF-pLNnH 81 (Huang et al.,
01,3 GDP-Fuc pLNH  TF-pLNH Il 87 2021)
Whbgl E. coli a-1,2 GDP-Fuc Lactosa 2-FL 44 (Engels &
Elling, 2014)

Modificado de (Zheng et al., 2022)

Por otra parte, las GH también han sido utilizadas para realizar la sintesis de OLH. A pesar
de que estas enzimas catalizan la hidrélisis de carbohidratos en oligosacaridos y otras
moléculas glicosiladas, si se controlan las condiciones de reaccion se pueden realizar la
sintesis de oligosacaridos mediante una reaccién de transglicosilacion. Las GH utilizadas
en la sintesis de OLH fucosilados son las a-L-fucosidasas, en particular las de las familias
GH29 y GH95. Las GH29 han demostrado ser las mas aptas para realizar la reaccién de
transfucosilacion en comparacién con las GH95, porque cuentan con una especificidad mas

amplia y por su mecanismo de retencion de la configuracion anomérica.
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El mecanismo de reaccién de las fucosidasas de la familia GH29 puede verse en la Figura
4. La reaccion consiste en un mecanismo de retenciéon de Koshland para hidrdlisis de
glicésidos llevada a cabo por un acido aspartico (ASP), el cual es el residuo nucleofilico, y
un acido-base general, que normalmente es un acido glutamico (GLU), aunque esta funcién
también puede ser realizada por otro ASP. En una primera etapa hay un intercambio de
electrones entre los residuos cataliticos y el donador de fucosilo mediante el cual el
aspartato consigue la carga adecuada para realizar un ataque nucleofilico sobre el carbono
anomérico de la fucosa. Mediante esta accidn se consigue la hidrélisis del enlace
glucosidico entre el Carbono 1 (C1) y el oxigeno glicosidico, liberando el aglicon del donador
de fucosilo y formando el complejo enzima-sustrato entre el ASP y la fucosa.
Posteriormente, en una segunda etapa el aceptor de fucosilo es desprotonado por el acido-
base general. Este aceptor desprotonado se queda activado para realizar el ataque
nucleofilico sobre el complejo enzima/sustrato [ES], transfiriendo la fucosa al sustrato
aceptor y restaurando la carga del residuo que actiua como nucleéfilo. Cuando una molécula
de agua hace el ataque nucleofilico sobre el complejo enzima-sustrato se realiza una
reaccion de hidrélisis obteniendo una molécula de fucosa libre. Por el contrario, cuando este
ataque nucleofilico lo realiza otra molécula como la lactosa se realiza una reaccion de
sintesis en la que se produce un oligosacarido nuevo, el cual también es susceptible de ser
hidrolizado por la enzima (Davies & Henrissat, 1995; McCarter & Stephen Withers, 1994;
Zeuner et al., 2014).
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Figura 4 Mecanismo de reaccion de la a-L-fucosidasa de la familia GH29. La fucosa se representa en color
rojo, la glucosa en color azul y la galactosa en color amarillo.

La sintesis de OLH fucosilados se ha llevado a cabo con fucosidasas de bacterias lacticas
tales como Lacticaseibacillus casei, Bifidobacterium longum y Bifidobacterium bifidum. De
igual modo se han utilizado fucosidasas de Thermotoga maritima la cual es una bacteria de

origen marino (Tabla 2).

Rodriguez Diaz et al. (2013) utilizaron las fucosidasas AlfB y AIfC de L. casei para sintetizar
fucosil a-1,3-N-acetilglucosamina y fucosil a-1,6-N-acetilglucosamina a partir de pNP-Fuc y
GlcNac, aprovechando las diferentes especificidades de ambas fucosidasas. Respecto al
uso de fucosidasas de bifidobacterias, se ha realizado la sintesis de OLH fucosilados con
BiAfcB, que es una de las cinco fucosidasas encontradas en B. longum subsp. infantis y
que corresponde al gen Blon_2336 (Sela et al., 2012). Con ello se han sintetizado LNFP-|
a partir de 3-FL y LNT, con la enzima salvage y mutantes derivadas de esta con el propdsito
de mejorar el rendimiento de la sintesis de oligosacaridos fucosilados (Saumonneau et al.,

2016). Adicionalmente, se ha utilizado un enfoque similar con la fucosidasa BbAfcB de B.
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bifidum, con la que se sintetizaron OLH fucosilados con la enzima nativa (Zeuner, Muschiol,
et al.,, 2018; Zeuner, Vuillemin, et al., 2018), y con mutantes. Ademas, el mecanismo
involucro el reemplazo de la 3-FL como sustrato donador de fucosilo por Fluoruro de fucosilo
(FucF) (Sakurama et al., 2012; Sugiyama et al., 2016, 2017; Wada et al., 2008). En el caso
del uso de T. maritima la sintesis de OLH fucosilados se ha enfocado en la sintesis de 2'-
FL a partir de pNP-Fuc y lactosa, tanto con enzimas nativas como con mutantes (Lezyk et
al., 2016a; Zeuner, Muschiol, et al., 2018). Ademas se consiguié incrementar el rendimiento
de transfucosilacion empleando diferentes proporciones de sustrato donador y aceptor
(Guzman-Rodriguez et al., 2018a, 2018b), asi como reduciendo la actividad de agua
(Robles-Arias et al., 2021).

Tabla 2 Fucosidasas de L casei, B. longum, B. bifidum y T. maritima utilizadas en la sintesis de OLH fucosilados.

Microorganismo Rendimiento
de origen Enzima Donador Aceptor Producto (%) Ref.
L. casei AlfB pNP-Fuc GlcNac  Fucosil o-1,3-N- 23! (Rodriguez-
acetilglucosamina 2D(i)jzs) et al,
AlfC pNP-Fuc GIlcNac  Fucosil o-1,6-N- 56"
acetilglucosamina
B. longum  BiAfcB WT 3-FL LNT LNFP-II 62 (Saumonneau
subsp. infantis etal. 2016)
L321P 3-FL LNT LNFP-II 82
L321P/F34H 3-FL LNT LNFP-II 72
L321P/F34Y 3-FL LNT LNFP-II 92
L321P/F341  3-FL LNT LNFP-II 172
L321P/F341  3-FL LNnT LNFP-III 212
L321P/F341  3-FL LNFP-I  LNDFH-I 112
L321P/F341  3-FL 2-FL LDFT 172
BiAfcB 3-FL LNT LNFP-II 417 (Champion et
mutante al., 2016)
BiAfcB 3-FL LNnT LNFP-III 49"
mutante
B. bifidum BbAfcA Fucosil Lactosa 2-FL 6’ (Wada et al.,
D766G fluoruro 2008)
(FucF)
FucF Lactosa 2'-FL 883 (Sugiyama et
al., 2016)
FucF LNT LNFP-I 75° (Sugiyama et
al., 2017)
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BbAfcB 3-FL LNT LNFP-II 13! (Zeuner,

Muschiol, et

al., 2018)

BbAfcB 3-FL LNnT LNFP-III 1.4

BbAfcB FucF Lactosa 3-FL 131 (Sakurama et

D703S al., 2012)

BbAfcB FucF 2-FL LDFT 5.5

D703S

BbAfcB FucF LNT LNFP-II 417

D703S

BbAfcB 3-FL LNT LNFP-II 141 (Zeuner,
Vuillemin, et
al., 2018)

BbAfcB 3-FL LNnT LNFP-III 31

BbAfcBmut 3-FL LNT LNFP-II 39!

BbAfcBmut 3-FL LNnT LNFP-III 111

T. maritima TmaFuc 2-FL LNT LNFP-I 10° (Zeuner,

Muschiol, et
al., 2018)

Thma PNP-Fuc Lactosa 2'-FL 6.4 (Lezyk et al,
2016a)

Mfuch PNP-Fuc Lactosa Fucosil lactosa 3.6

Mfuc6 pNP-Fuc Lactosa Difucosil- pNP 341

Mfuch Xiloglucano Lactosa Fucosil lactosa 3.9

de citricos

a-l- pNP-Fuc Lactosa Fucosil lactosa 12.51 (Guzman-

fucosidasa Rodriguez - et
al., 2018a)

a-l- pNP-Fuc Lactosa Fucosil lactosa 32.51 (Guzman-

fucosidasa Rodriguez - et
al., 2018b)

a-l- pNP-Fuc Lactosa Fucosil lactosa 40.67" (Robles-Arias

fucosidasa etal, 2021)

T Rendimiento respecto a la concentracion del donador, 2 Rendimiento respecto a la concentracion del aceptor,
3 Rendimiento respecto a la depletacion del donador.

Aunque el uso de fucosidasas para la sintesis de OLH fucosilados todavia se encuentra en
desarrollo, estas enzimas ofrecen la ventaja de tolerar ampliamente las modificaciones del
donador y el aceptor, con la desventaja de que el producto también es propenso a sufrir
hidrdlisis. Esto abre la posibilidad al uso de sustratos obtenidos a partir de xiloglucano de
citricos (Biel-Nielsen et al., 2022) o fucoidan de algas (Lee et al., 2019), mas accesibles que
los necesarios para el uso de fucosil transferasas (Mészaros et al., 2021). De las

fucosidasas de la Tabla 2, se seleccionaron para este trabajo AIfC y BiAfcB porque
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provienen de microorganismos con los que se han realizado trabajos previos en el grupo
de investigacion, asi como con TmFuc (denominadas como TmaFuc y Thma), con la cual

también se ha trabajado previamente en este grupo.

2.5 MODELACION MOLECULAR DE SISTEMAS BIOLOGICOS

Las interacciones de las enzimas con otras moléculas gobiernan varios procesos celulares.
Las enzimas han sido estudiadas para comprender su mecanismo de reaccién, identificar
los sitios de unidn y los aminoacidos involucrados en la actividad catalitica, asi como la
afinidad de union de los complejos enzima-sustrato. Sin embargo, la disponibilidad de datos
para complejos entre enzimas y carbohidratos es relativamente limitada, en comparacion
con los complejos proteina-proteina y proteina-acido nucleico(Gromiha et al., 2019). Para
reducir tiempo, costos y factores de riesgo en el manejo de algunas sustancias para el
estudio de interacciones entre moléculas, actualmente se utiliza ampliamente el disefio
asistido por computadora. En este método, se usa un procedimiento basado en programas

computacionales para establecer una relacion entre estructura y actividad.

En este sentido, se pueden aplicar dos tipos de aproximaciones en el disefo asistido por
computadora, la directa y la indirecta (Surabhi & Singh, 2018). En la aproximacion directa
la estructura de la proteina objetivo se conoce y se utiliza el acoplamiento molecular para
estimar la afinidad de esta proteina con diferentes moléculas (ligandos). En el caso de la
aproximacion indirecta, aunque la estructura objetivo se desconoce, si se conocen
moléculas que interaccionan con la proteina objetivo y a partir de esta informacion se
construye un modelo con las caracteristicas estructurales para que se dé una interaccion

entre la proteina objetivo y los ligandos.
2.5.1 Acoplamiento molecular

El acoplamiento molecular (docking) es un método in silico que consiste en simular la
conformacion optima entre pequenas moléculas (ligandos) y una proteina objetivo
(receptor) (Fan et al., 2019) mediante la estimacion de los modos de unién mas favorables
y las afinidades de los ligandos con su receptor (Surabhi & Singh, 2018). En este método
se acopla un ligando en un sitio de union combinando y se optimizan variables como la

complementariedad estérica, hidréfoba y electrostatica (Sethi et al., 2020) con la finalidad
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de encontrar la interaccidon con menor energia, lo que permite estudiar de manera rapida la

afinidad de complejos enzima-sustrato.

Para llevar a cabo los estudios de acoplamiento molecular, se requiere de la estructura
tridimensional de una enzima obtenida mediante cristalografia de rayos X, resonancia
magneética nuclear o una estructura modelada por homologia con un sitio de union conocido
(Sethi et al., 2020). Posteriormente se necesita al menos un algoritmo de busqueda y un
método computacional para asignarle una puntuacion a la afinidad de unién del ligando en
el complejo con una estructura de proteina (Bitencourt-Ferreira & de Azevedo, 2019;

Ferreira et al., 2015) para crear y analizar estos complejos (Surabhi & Singh, 2018).

2.5.1.1  Algoritmos de busqueda

El algoritmo de busqueda realiza la exploracion de las diferentes localizaciones y
conformaciones que puede tomar el ligando con la estructura rigida en un sitio de busqueda
tridimensional. Los algoritmos de busqueda modifican los parametros estructurales de los
ligandos, tales como los grados de libertad torsional, que son la cantidad de enlaces
rotables que posee la molécula, asi como su movimiento traslacional y rotacional en un
espacio de busqueda tridimensional para realizar la busqueda de la conformacion de mayor
afinidad. Los algoritmos realizan esta tarea aplicando métodos de busqueda sistematicos y
estocasticos (Ferreira et al., 2015). En los métodos sistematicos se realizan ligeras
variaciones en los parametros estructurales cambiando gradualmente la conformacién de
los ligandos hasta converger en la solucion que ofrece la energia minima después de una
serie de ciclos iterativos de busqueda y evaluacion. Por otro lado, en los métodos
estocasticos se establecen condiciones iniciales aleatorias a partir de las cuales se
modifican los parametros estructurales para encontrar la solucién de menor energia. El
software para realizar acoplamiento molecular emplea ambos métodos. Por ejemplo,
programas como FRED, Surflex y DOCK aplican un algoritmo en el cual el ligando se
descompone en fragmentos. El fragmento que muestra interacciones maximas con el
receptor se ancla y posteriormente cada uno de los fragmentos se van agregando paso a
paso. De esta manera el ligando se reconstruye con un método sistematico basado en las
configuraciones de menor energia y continuando el proceso hasta la reconstruccion total
del ligando. La complejidad de este método incrementa a medida que aumenta el numero

de enlaces rotables con los que cuenta el ligando.
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Por otra parte, software como AutoDock y Gold emplean algoritmos genéticos que se basan
en métodos estocasticos. El algoritmo genético aplica conceptos de la teoria de la evolucién
y la seleccién natural, codificando todos los parametros estructurales de la estructura inicial
en un cromosoma. A partir de este cromosoma, el algoritmo de busqueda aleatoria genera
una poblacién inicial de cromosomas que son evaluados para conservar a los mas aptos,
es decir los cromosomas con interacciones de menor energia. A estos cromosomas se les
generan modificaciones para obtener una poblacion nueva (Sethi et al., 2020). Este
procedimiento disminuye la energia promedio del conjunto cromosémico al transmitir las
caracteristicas estructurales favorables de una poblacion la siguiente generacion. Este
proceso se ejecuta repetidamente y después de ciclos de busqueda y evaluacion, converge

en una conformacion correspondiente al minimo de energia global (Ferreira et al., 2015).

2.5.1.2 Funciones de puntuacién

Una vez que se cuenta con un algoritmo de busqueda para estimar la energia de unién de
los complejos ligando-receptor predichos, los valores se expresan como constante de unién
(Kb), energia libre de unién (AGy), el logaritmo de la constante de inhibicién o el logaritmo
de la constante de disociacién, entre otras (Bitencourt-Ferreira & de Azevedo, 2019). Como
es necesario un sistema para clasificarlos, se han desarrollado una serie de funciones de
puntuacion que se pueden clasificar en tres categorias principales: basadas en el campo

de fuerza, empiricas y basada en el conocimiento.

Las funciones de puntuacion basadas en el campo de fuerza estiman la energia de union
sumando las contribuciones de las fuerzas de Van der Waals, interacciones electrostaticas,
longitudes de enlace, angulos de enlace y torsiones derivadas de datos experimentales y
de calculos “ab initio”, utilizando ecuaciones basadas en la mecanica clasica. Esta funcién
de puntuacion cuenta con la limitacién de no poder estimar con precision las contribuciones

entropicas y las energias de desolvatacion, al no considerar por completo al solvente.

La base de la funcion de puntuacion empirica se basa en que las energias de enlace de un
complejo se pueden aproximar mediante una suma de términos individuales no
correlacionados en la formacion del complejo ligando-receptor. Estos incluyen enlaces de
hidrégeno, interacciones idnicas y apolares, asi como efectos de desolvatacion y
entrépicos. Los coeficientes de los diversos términos implicados en el célculo de la energia

de enlace se obtienen a partir del analisis de regresion, utilizando energias de enlace
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determinadas experimental o potencialmente a partir de informacion de las estructuras 3D.
Al emplear términos de energia simples, las funciones empiricas son mas rapidas que los
meétodos basados en campos de fuerza. Sin embargo, tienen el inconveniente de depender

de la precision de los datos utilizados para desarrollar el modelo.

Las funciones de puntuacién basadas en el conocimiento se derivan de la informacion
estructural obtenida de complejos ligando-receptor para obtener una funciéon general. Las
funciones utilizan analisis estadistico sobre estructuras 3D de complejos obtenidos
experimentalmente para obtener las frecuencias de contacto interatémicas entre la proteina
y elligando. Para ello, se toma en cuenta la frecuencia con la que se encuentran dos atomos
diferentes dentro de una distancia determinada en el conjunto de datos estructurales. De
esta manera se clasifican y ponderan ademas, los diferentes tipos de interacciones
observadas en la estructura obteniendo la puntuacion final al sumar las interacciones

individuales.

Las funciones de puntuacion suelen estimar la energia de enlace del complejo utilizando
muchas suposiciones y simplificaciones para aproximarse lo maximo posible a la energia
de enlace real en un tiempo minimo. Estas funciones buscan un equilibrio entre la
estimacion precisa de la energia de enlace y el costo computacional en términos de tiempo.
Es por ello, que la principal limitacion del acoplamiento molecular se debe a la falta de
confianza en la capacidad de las funciones de puntuacién para proporcionar energias de
enlace precisas. Esto se debe al hecho de que algunos términos de interaccion
intermolecular dificilmente se pueden predecir con precision, como el efecto de solvataciéon
y el cambio de entropia (Sethi et al., 2020). Asi es que, podria). ser util el uso simultaneo
de diferentes metodologias de puntuacién para obtener una puntuacion consensuada para
combinar las ventajas y reducir las deficiencias de cada método. Ademas, para verificar la
precision de la conformacion predicha del ligando dentro del sitio de unién objetivo mediante
el acoplamiento molecular, se pueden comparar estos complejos con los datos de su

estructura 3D correspondiente.
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3. Hipétesis

Mediante el estudio in silico del mecanismo de reaccion de fucosidasas microbianas de la
familia GH29 sera posible realizar la sintesis in vitro de oligosacaridos fucosilados con la a-
L-fucosidasa de B. longum, empleando como sustrato donador el pNP-fucosa y diferentes

sustratos aceptores.

4. Objetivos

4.1 OBJETIVO GENERAL

Analizar la sintesis de oligosacaridos fucosilados mediante una reaccion de
transfucosilacion empleando a-L-fucosidasas microbianas en modelos in silico y técnicas in

vitro.

4.2 OBJETIVOS PARTICULARES

e Hacer comparaciones del sitio activo de dos fucosidasas de la subfamilia GH29A,
Thermotoga maritima (TmFuc), Lacticaseibacillus casei (AlIfC) y una de la GH29B,
B. longum subsp. infantis (BiAfcB) mediante métodos in silico.

e Desarrollar un acoplamiento molecular con el donador de fucosilo pNP-fucosa y las
tres fucosidasas estudiadas.

o Comprobar el efecto de la presencia de lactosa y su interaccién con la enzima libre
TmFuc y en complejo con fucosa.

e Analizar la interaccién de los sustratos donadores de fucosilo 2’-FL, 3-FL y pNP-
fucosa con BIAfcB.

o Determinar el grado de interaccion de los sustratos aceptores de fucosilo lactosa y

lactulosa con la enzima libre BiAfcB y en complejo con fucosa.

® Realizar la sintesis de fucooligosacaridos utilizando pNP-fucosa como sustrato
donador de fucosilo y lactosa, lactulosa, galactosa y fructosa como sustratos

aceptores, empleando un extracto enzimatico de B. longum.
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5 Metodologia

5.1 METODOLOGIAS IN SILICO

5.1.1 Estructuras 3D y ligandos

Las estructuras 3D de las a-L-fucosidasas mostradas en la Tabla 3 se recuperaron de la
base de datos RCSB-PDB (rscb.org) (Berman et al., 2000). De entre los modelos
disponibles se seleccionaron estructuras de apoenzima y en complejo con fucosa o una
molécula analoga, ademas de seleccionar las que tuvieran una resolucion menor a 3 Ay
no indicaran errores en los programas computacionales. Todos los modelos se prepararon
con UCSF Chimera (Version 1.15) (E. C. Meng et al., 2006), conservando sélo la cadena
proteica A cuando la estructura tuviera mas de una y removiendo las moléculas de
disolvente. A las estructuras seleccionadas se anadieron los hidrogenos faltantes de
acuerdo al pKa de los aminoacidos a un pH de 7 en el servidor PlayMoleculeru, mediante
la herramienta ProteinPrepare (Martinez-Rosell et al., 2017).

De la base de datos PubChem (https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov) se obtuvieron las
moléculas de pNP-Fuc (CID: 82473), 2’-fucosil lactosa (CID: 16219342), 3-fucosil lactosa
(CID: 1318537869), fucosa (CID: 17106), lactosa (CID: 6134) y lactulosa (CID: 11333), las
cuales se optimizaron con el software Avogadro (Versién 1.2.0) (Hanwell et al., 2012), con
un campo de fuerza MMFF94, 1000 pasos del algoritmo steepest descendent, con una

convergencia de 107.

Tabla 3. Estructuras 3D utilizadas.

Organismo PDB

Enzima Subfamilia Sustrato* Resolucion Referencias
fuente ID
Thermotoga TmFuc  GH20A  2ZWY sis 275A  (Wuetal, 2010)
maritima
Thermotoga Sulzenbacher et
'morog TmFuc  GH29A  10DU Fucosa 280A  (ulzenbachere
maritima al., 2004)
Lacti ibacill Klont t al
acticasebactius ke GH29A 6018 sls 2554  (Kontz et al,
casei 2020)
Lacticaseibacillus Klont t al,
; AIfC GH29A  601A Fucosa 260A  \ontz et a
casei 2020)

Bifidobacterium
longum  subsp. BiAfcB GH29B 3UES Desoxifuconojirimicina 1.60 A
infantis

(Sakurama et
al., 2012)

* Sustrato cristalizado con la enzima; PDB ID: identificador en Protein Data Bank; s/s: sin sustrato
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5.1.2 Comparacion de fucosidasas de la subfamilia GH29A y GH29B

Las estructuras 3D de TmFuc (2ZWY), AIfC (6018) y BiAfcB (BUES) se superpusieron
utilizando la herramienta MatchMaker del programa UCSF Chimera tomando como
referencia la estructura 2ZWY. El mejor alineamiento se determind con base en la raiz de
la desviacién cuadratica media de la distancia entre los carbonos alfa para cada residuo
entre la estructura 3D de referencia y las otras estructuras (RMSD-ca) Para este calculo se
empleé el algoritmo Needleman-Wunsch y la matriz BLOSUM-62 con un multialineamiento
entre las secuencias basado en la estructura posterior a la superposicién. Adicionalmente,
se realizd una busqueda de otras a-L-fucosidasas homodlogas con un porcentaje de
identidad superior al 20%, comparando con TmFuc. La herramienta de busqueda utilizada
fue la de alineamiento basico local para proteinas (BLAST®P) (Altschul et al., 1990) del

National Center for Biotechnology Information (NCBI).

5.1.3 Acoplamiento molecular de fucosidasas TmFuc, AIfC y BiAfcB con el donador

de fucosilo

Se realiz6 el acoplamiento molecular de las tres a-L-fucosidas: 2ZWY, 6018, 3UES y como
ligando se utiliz6 pNP-Fuc. Ademas, se realizé6 acoplamiento molecular de 3UES con
fucosa, 2’-FL y 3-FL. Con AutoDock Tools (version 1.5.6) se delimitdé el espacio de
busqueda a la cavidad del sitio activo con las siguientes dimensiones: 17.25 x 27.75 x 22.5
A para TmFuc, 18 x 27 x 28.5 A para AIfC y 18 x 27.75 x 18.75 A para BiAfcB. El docking
se realizé con AutoDock 4.2, la constante de union (Kp) y la energia libre de unién (AGy) se
calcularon con el algoritmo genético de Lamarckian. Se realizaron 250 corridas del
algoritmo con una poblacion inicial de 150 genes con un maximo de 2 E® generaciones y 25

E® evaluaciones de energia.

Los complejos obtenidos mediante el acoplamiento molecular de las tres a-L-fucosidasas
se compararon con estructuras obtenidas de la base de datos de PDB, los cuales se
consideraron como referencia. Las estructuras utilizadas fueron las siguientes: 10DU para
TmFuc, 601A para AIfC y 3UES para BiAfcB.

5.1.4 Validacién del método de acoplamiento molecular

Para validar el método de acoplamiento molecular se realizé un redocking, que consiste en

retirar el ligando de la estructura 3D y realizar un acoplamiento molecular con el ligando
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para colocarla de nuevo, buscando que se coloque en la misma posicién, con un RMSD
menor a 2 A al superponer la pose obtenida en el acoplamiento molecular con la pose del
ligando en la estructura 3D. Este procedimiento se realiz6 con las condiciones de la seccion
5.1.3 con las estructuras 10DU, 601A y 3UES.

5.1.5 Estudio tedrico de la sintesis de oligosacaridos fucosilados por

acoplamiento molecular

Se realizé un acoplamiento molecular acumulativo con TmFuc, perteneciente a la subfamilia
GH29A y BiAfcB, de la subfamilia GH29B, de acuerdo con el diagrama de la Figura 5,
conservando un complejo enzima-ligando (TmFuc-lactosa y BiAfcB-lactosa) con la posicion
mas frecuente. Posteriormente se utilizé ese complejo para realizar otro acoplamiento
molecular, seleccionando nuevamente la posicion mas frecuente y guardando el complejo
acumulando una molécula mas de lactosa. Este ciclo se repitié hasta que las moléculas de

lactosa se posicionaran en la cercania del sitio activo.

Este procedimiento se realiz6 con las estructuras 2ZWY y 10DU de TmFuc, asi como con
la 3UES de BiAfcB, a la que se le removio el ligando para usarla como estructura Apo y con
la que se realizdé un docking con fucosa para usarla como la estructura en complejo con
fucosa. Los valores de K, y AG, se calcularon como se describe en la seccién 5.1.3, con la
modificacion de 150 corridas y empleando una caja de dimensiones tales que cubriera toda
la superficie de la enzima. Las imagenes del acoplamiento molecular acumulativo se

generaron con Discovery Studio Visualizer (Discovery Studio, BIOVIA, Dassault Systéemes).
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Figura 5 Diagrama del acoplamiento molecular acumulativo

5.2 METODOLOGIAS IN VITRO

5.2.1 Propagacion de bifidobacterias

Se utilizé una cepa de B. longum perteneciente al cepario de la UAM Xochimilco,
denominada Bifidobacterium longum UAMX, la cual demostré tener actividad fucosidasa
sobre pNP-Fuc en una investigacion previa en la que se estudié la sobreexpresién de la
enzima al reemplazar la fuente de carbono por inulina. Se inocularon 500 uL de B. longum
conservada en medio MRS-glicerol en una botella serolégica con 10 mL de medio de cultivo
MRS (Difco™) burbujeado con CO,. Posteriormente, se incubaron durante 24 h a 37 °C
con agitacion orbital a 140 rpm se y resembraron 2.5 mL de este cultivo en botellas
seroldgicas con 35 mL de medio de cultivo MRS con inulina como fuente de carbono

incubando en las mismas condiciones mencionadas anteriormente.
5.2.2 Preparacion de suspension de biomasa

Después de la incubacion en medio MRS-inulina, se centrifugaron a 5500 rpm por 12 min a
4 °C (Avanti J-E, Beckman Coulter). Posteriormente se retir6 el sobrenadante y se
resuspendio el pellet de células en 10 mL buffer de fosfatos 0.1 M a pH 7, con la finalidad
de hacer un lavado. Después de resuspender las células, se centrifugé a 5500 rpm por 12

min a 4 °C, desechando el sobrenadante. El proceso de lavado se realizé dos veces. Las
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células obtenidas fueron resuspendidas en buffer de fosfatos 0.1 M a pH 7, a una
concentracién de 45 mg de células /mL. Se cuantificé la concentracién de la suspension de
células realizando una dilucién 1:100 con agua, se utilizé un blanco de agua y se midi6
absorbancia a 600 nm, para obtener la concentracién en mg/mL empleando la siguiente

curva patron elaborada previamente por el grupo de investigacion:

ABS6OOnm - 0.019
0.2424

mg de biomasa/mL =

Después, la suspensién de células se dividio en alicuotas de 10 mL que se depositaron en

tubos para centrifuga de 15 mL y se conservaron en congelacion.
5.2.3 Obtencion del extracto enzimatico

Los tubos con suspension de células se descongelaron y se sonicaron con una sonda de 3
mm (CPX130PB, Cole Palmer), aplicando un tratamiento a 90% de amplitud durante 2 min
con 30 s de reposo y un segundo ciclo de 2 min. Posteriormente los tubos con la suspensién

fueron centrifugaron a 7500 rpm por 15 min a 4 °C y se recupero el sobrenadante.

5.2.4 Lavado del extracto enzimatico

El extracto enzimatico se deshidraté mediante liofilizacion (Scientz-10N, Ningbo Scientz
Biotechnology Co.), recuperandolo a un volumen menor y posteriormente se removié el
exceso de sales con membranas de ultrafiltracion de 30 kDa (Amicon® Ultra-4, Millipore)
centrifugando a 7500 rpm por 15 min a 15 °C. El extracto enzimatico se dosificd en

volumenes de 500 pL en microtubos de 1.5 mL y se conservé en congelacion.

5.2.5 Actividad enzimatica (hidrolisis)

Se preparo una solucion de pNP-Fuc a 3.4 mM en buffer de fosfatos 0.005 M apH 7 y en
microtubos de 1.5 mL se colocaron 270 pL de solucion de sustrato y 30 yL de extracto
enzimatico con actividad de 15 U. Las unidades enzimaticas (U) se definieron como el
volumen de extracto enzimatico necesario para liberar 1 ymol de p-nitrofenol por minuto
bajo las condiciones de reaccion (pH 7, 37 °C). Cada mezcla de reaccion se incubd a 37 °C
en una incubadora con agitacion orbital a 140rpm, se monitore? la liberacion de p-nitrofenol

tomando muestras de 0 a 24 h en intervalos de 3 h, adicionando 30 uL de NaOH 0.5 M para
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finalizar la reaccién. Los tubos se mantuvieron en congelacion hasta la cuantificacion del

nitrofenol liberado. Este procedimiento se realizé por triplicado.
5.2.6 Prueba de inhibicion por el sustrato aceptor de fucosilo

Se siguid la metodologia de 5.2.5, afadiendo lactosa o lactulosa a la solucién de pNP-Fuc
a una concentracion de 14 mM. Este procedimiento se realizd por triplicado. Los datos
fueron analizados con el software SPSS® Statistics 25 (IBM®) para obtener la velocidad
inicial mediante regresion lineal y se realizé la prueba t de Student para identificar si las

pendientes contaron con diferencias significativas.
5.2.7 Sintesis de OLH fucosilados

Para la reaccién de sintesis se prepard una solucion de sustrato donador con pNP-Fuc a
3.4 mM y 14 mM del sustrato aceptor (lactosa, lactulosa, galactosa o fructosa), en solucion
amortiguadora de fosfatos 0.005 M a pH 7 y se colocaron 270 uL de solucidon de sustrato y
30 yL de extracto enzimatico con actividad de 15 U en microtubos de 1.5 mL. Cada mezcla
de reaccion se incubd a 37 °C, se monitored la liberacion de p-nitrofenol y la sintesis de
OLH fucosilados tomando muestras de 0 a 24 h, en intervalos de 3 h, adicionando 30 L de
NaOH 0.5 M para finalizar la reaccién. Los tubos se mantuvieron en congelacion hasta la
cuantificaciéon del nitrofenol liberado y ser inyectados en el HPLC para detectar los

productos sintetizados. Este procedimiento se realizé por duplicado.
5.2.8 Cuantificacion del p-nitrofenol liberado

La metodologia se basé en la empleada por Escamilla-Lozano et al. (2019), realizando
algunas modificaciones. El p-nitrofenol liberado tanto en la reaccién de hidrélisis como en
la de la reaccion de sintesis se cuantificé mediante espectrofotometria a 410 nm (UV-1800,
Shimadzu), empleando solucion amortiguadora de fosfatos 0.005 M a pH 7 como blanco.
Se diluyé con agua cuando los valores de absorbancia fueron superiores a 1. Los resultados

obtenidos se compararon con una curva patrén de p-nitrofenol de 0 a 3.7 mM.

ABS42 onm

1 — nitrofenol = —————
umol de p — nitrofeno 0.018437
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5.2.9 Cuantificacion de los fucooligosacaridos sintetizados

Las muestras obtenidas de la sintesis de OLH fucosilados (seccion 5.2.7) se filtraron con
filtros de nylon de 0.22 uym (Allpure) y se analizaron en un equipo de HPLC (Lab Alliance)
con una columna para oligosacaridos (HC75+ 305x7.75 mm, Hamilton) y un detector de
dispersion de luz (light scattering) (300S ELSD, SofTA Corporation), utilizando agua
desionizada como fase movil (Milli-Q, Millipore) y nitrégeno molecular (N2) como propelente
(NiGen Micro, Claind srl). Se inyectd extracto enzimatico y buffer de fosfatos como
referencia y estandares de fucosa, lactosa, lactulosa, galactosa y glucosa para identificar el
pico correspondiente al producto sintetizado. Para identificar y cuantificar posibles
trisacaridos sintetizados se utilizd un estandar de rafinosa y en el caso de disacaridos, se

utilizé un estandar de lactosa.
5.2.10 Identificacion de los componentes del producto sintetizado

Se realizaron colectas del pico correspondiente al OLH sintetizado tomando el liquido antes
de entrar al detector del sistema de HPLC, utilizando una columna para oligosacaridos
(RNO Oligosaccharide Na+, 60x10 mm, Rezex™). Posteriormente se concentré mediante
liofilizacion y se ajustd el volumen a 550 pL. Se inyectd en el equipo HPLC la colecta
concentrada para verificar la presencia del producto sintetizado y posteriormente se
tomaron 200 uL para realizar hidrélisis acida, afiadiendo 6 yL de HCI 2 M y se incubaron a
90 °C por 4 h. El hidrolizado se analizé mediante HPLC para cuantificar los monosacaridos
liberados (Seccion 5.2.9).
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6 Resultados y discusion

6.1 COMPARACION DE FUCOSIDASAS DE LAS SUBFAMILIAS GH29A Y GH29B

Las fucosidasas de la familia GH29 pertenecen al clan GH-R (Henrissat & Bairoch, 1996)
por las caracteristicas de su estructura terciaria y funcion catalitica, compartiendo este clan
con las fucanasas de la familia GH107. Las enzimas de este clan se caracterizan por tener
actividad sobre moléculas fucosiladas y estructuralmente, por contar con un plegamiento
de barril (B/a)s, que es una estructura compuesta de ocho unidades catenadas de hebra,
bucle, hélice y giro, donde las laminas B se ubican en la parte interior de la enzima,
conformando las tablillas del barril, mientras que las a hélices empacan el exterior. En las
enzimas con este tipo de plegamiento se puede encontrar el sitio activo en los bucles f—a
(Silverman et al., 2001). De acuerdo con la clasificacion CAZy, TmFuc pertenece a la familia
GH29 (Henrissat & Davies, 1997) y es una de las enzimas mas estudiadas de esta familia
(Shaikh et al., 2013; Sulzenbacher et al., 2004; Tarling et al., 2003). Esta enzima fue la
primera fucosidasa GH29 en la que se identifico el residuo catalitico acido-base (Tarling et
al., 2003) y la primera de la que se obtuvo una estructura tridimensional (Sulzenbacher et
al., 2004). Adicionalmente, ha sido investigada en la sintesis de OLH fucosilados por su
capacidad para catalizar la transfucosilacion. Ademas, tiene una alta similitud estructural
con fucosidasas de origen eucarionte, en especial con la fucosidasa humana FUCA1
(Jiménez-Pérez et al., 2023), con la que comparte un 38% de identidad, la cual es de
importancia médica, porque los procesos de desfucosilacion realizados por fucosidasas
como FUCA1 contribuyen al desarrollo de enfermedades autoinmunes e inflamacién
cronica, y también intervienen en el sefalamiento celular de tumores cancerigenos. (Fu et
al., 2022; Stutz & Wrodnigg, 2016). Al realizar una busqueda de otras a-L-fucosidasas
similares a TmFuc mediante el servicio BLAST®P, Se encontraron las siguientes: Fusarium
graminearum de origen fungico con 27% de identidad y las de origen bacteriano de
Bacteroides thetaiotaomicron y Paenibacillus thiaminolyticus con 26% y 33% de identidad
respectivamente. Asimismo, cuenta con un 35% de identidad con respecto a la fucosidasa

de Bos taurus (Zhou et al., 2019), la cual es de origen animal.

Las fucosidasas de la familia GH29 se subdividen en las subfamilias Ay B, las cuales tienen

diferencias en sus secuencias que tienen efecto en su especificidad (Stitz & Wrodnigg,
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2016). Para observar estas diferencias entre las dos subfamilias se tomé como referencia
a TmFuc. Esta enzima pertenece a la subfamilia GH29A, con ella se realizé un comparativo
junto con la fucosidasa AIfC de la subfamilia GH29A y BiAfcB perteneciente a la subfamilia
GH29B, ambas utilizadas en la sintesis de fucooligosacaridos (Rodriguez-Diaz et al., 2013;
Saumonneau et al., 2016) y provenientes de microorganismos generalmente reconocidos
como seguros (GRAS) (GRAS Notices, s.f.). Como se observa en la Figura 6A, estas
enzimas cuentan con el dominio conservado Alpha_L_fucos (regién morada) de acuerdo a
la base de datos Simple Modular Architecture Research Tool (numero de acceso SMART:

SMO00812) (Letunic et al., 2021), lo que las incluye en esta familia de enzimas.

Las secuencias que tienen en comun estas enzimas se encuentran principalmente en sus
dominios cataliticos, los cuales pueden verse en las Figura 6B, 6C y 6D. El dominio
catalitico de TmFuc comprende del residuo 1 al 357, para BiAfcB del 21 al 359 y para el
caso de AIfC, el dominio catalitico comprende toda su secuencia. En contraste, TmFuc y

BiAfcB cuentan ademas con un dominio C terminal compuesto de B plegadas.

Al realizar la superposicion de las estructuras 3D, se encontré que TmFuc cuenta con un
porcentaje de identidad de 26.67% con AIfC, y un RMSD de 0.874. Como se evidencia en
las Figura 6B y 6C, las secuencias conservadas entre AIfC y TmFuc se ubican
principalmente en las a hélices correspondientes a TmFuc A1, A2, A3, A8 y en las hojas
B2, B3, B7 y B8, las cuales ademas, se ubican alrededor del sitio activo. Al realizar la
superposicion entre TmFuc y BiAfcB se obtuvo un 25.27% de identidad, coincidiendo con
el 26% de identidad obtenido por Sela et al. (2012) entre el gen Blon_2336 de fucosidasa
de B. longum subsp. infantis y el gen TM0306 de fucosidasa de T. maritima. Al comparar
las secuencias de TmFuc y BiAfcB se obtuvo un RMSD de 1.044, y se encontraron
secuencias conservadas en los alrededores del sitio activo de las estructuras secundarias
correspondientes a TmFuc A2, A3, A8, B3, B4, B7 y B8 (Figura 6B y Figura 6D). En adicion
a las diferencias en el porcentaje de identidad y la similitud estructural, las fucosidasas de
la subfamilia GH29A analizadas en este trabajo, cuentan con diferencias en el sitio activo,

lo que se discutira detalladamente mas adelante.
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Figura 6. A- Alineamiento de la secuencia de TmFuc, AIfC y BiAfcB con el dominio conservado Alpha_L_fucos
y estructura de las tres fucosidasas. A: La secuencia general de la enzima se indica en color verde, el dominio
conservado Alpha_L_fucos se indica en color morado: B: TmFuc, C: AIfC, D: BiAfcB. El color gris corresponde
al dominio catalitico, el color naranja corresponde al dominio C-terminal, el sitio activo se ubica al interior del
recuadro punteado con lineas azules.
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Como se observa en la Figura 7A, las enzimas de la subfamilia GH29A cuentan con una
ARG que se encuentra conservada en las fucosidasas de esta subfamilia, como ARG254
en TmFuc y ARG229 en AIfC. Este residuo tiene la funcién de ayudar en el posicionamiento
del sustrato al formar un puente de hidrégeno con el oxigeno endociclico de la fucosa. Por
otra parte, en BiAfcB, que pertenece a la subfamilia GH29B, esta ARG no esta conservada,
pero se tienen los residuos TRP213, GLU237 y ASP283 (Figura 7B), los cuales estan
asociados a un sitio de unién de galactosa y se encuentran conservados en otras
fucosidasas de la subfamilia GH29B (Sakurama et al., 2012). Respecto a los aminoacidos
cataliticos, el nucledfilo ASP se encuentra conservado en las tres fucosidasas, como
ASP224 en TmFuc, ASP200 en AIfC y ASP172 en BiAfcB (Figura 7A, Figura 7B y Figura
7C). Mientras que el otro residuo catalitico que actia como &cido-base general, se
encuentra conservado en TmFuc como GLU266 y en BiAfcB como GLU217 (Figura 7B y
Figura 7C). Asimismo, en AIfC hay tres residuos que podrian realizar esta funcion: GLU 39,
ASP242 y GLU274, como fue reportado por Klontz et al. (2020).
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A ARG de GH29 que se une a fucosa <> Posible 4cido-base catalitico de AIfC

Figura 7 Alineamiento del sitio activo de fucosidasas de la subfamilia GH29A y GH29B. A: TmFuc (gris) y AlIfC

(café), dos fucosidasas de la subfamilia GH29A. B: TmFuc (gris) de la subfamilia GH29A y BiAfcB (azul) de la

subfamilia GH29B. C: Multialineamiento de las secuencias de TmFuc, AlIfC y BiAfcB. Secuencias conservadas

entre TmFuc y AIfC en color azul, secuencias conservadas entre TmFuc y BiAfcB en color verde, secuencias
conservadas entre las 3 en color rojo.

Mediante la comparacion de las enzimas de ambas subfamilias, se confirmé que existen
diferencias en la secuencia entre las fucosidasas que dan origen a su divisiéon en las
subfamilias GH29A y GH29B, las cuales se relacionan a cambios estructurales que pueden

influir tanto en su afinidad como en su especificidad hacia el sustrato.
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6.2 ACOPLAMIENTO MOLECULAR DE FUCOSIDASAS DE LAS SUBFAMILIAS GH29 CON EL
DONADOR DE FucosILO PNP-Fuc

El pNP-Fuc es una molécula activada que comunmente es empleada para la sintesis de
oligosacaridos fucosilados (Guzman-Rodriguez et al., 2018a; Rodriguez-Diaz et al., 2013;
Zeuner, Vuillemin, et al., 2018). Por esta razon se estudio la interaccién entre este sustrato
y las fucosidasas TmFuc y AIfC de la subfamilia GH29A, y BiAfcB de la subfamilia GH29B,
para obtener informacion adicional a la reportada en la literatura sobre la afinidad de estas
fucosidasas por pNP-Fuc (Osanjo et al., 2007; Rodriguez-Diaz et al., 2013; Sela et al.,
2012).

Para validar el procedimiento de docking que se presenta a continuacién, se realizdé un
redocking con las estructuras 10DU, 601A y 3UES utilizando el ligando presente en la
estructura 3D, obteniendo valores de RMSD de 1.050 A para 10DU, 1.937 A para 601A 'y
0.435 A para 3UES (Anexo 1). Estos datos indican que el método utilizado para realizar el
acoplamiento es fiable, ya que los datos de RMSD son inferiores a 2 A entre el ligando de

la estructura 3D y la superposicion de la pose del ligando obtenida del redocking

6.2.1 Acoplamiento molecular entre TmFuc y pNP-Fuc

La Figura 8A muestra el acoplamiento molecular entre TmFuc y pNP-Fuc. Se obtuvo un
complejo en donde el ligando se colocd entre los residuos cataliticos. La porcion de fucosa
correspondiente al monosacarido reductor de la molécula, ocupa el subsitio -1 dentro de la
cavidad del sitio activo (Figura 8A y Figura 8B), mientras que la porcién del p-nitrofenol,
correspondiente al aglicdn ubicado en el subsitio +1, se coloco en el exterior de la cavidad

del sitio activo.

Ademas, en la Figura 8A se observo el anillo aromatico del pNP-Fuc formando interacciones
pi-alquil con la LEU50 y pi-sigma con la MET225, estabilizando el aglicon. Por otro lado, el
C6 de la fucosa formé interacciones pi-alquil con los aminoacidos aromaticos PHE290,
PHE32, TRP222 y con la HIS34, manifestando la hidrofobicidad de la parte exterior del
bolsillo catalitico. Se determind que el residuo catalitico ASP224 formé un puente de
hidrégeno con el C4 de la fucosa, manteniéndose a 4 A del C1 (Figura 8B), sobre el cual se
debe realizar un ataque nucleofilico para formar el complejo enzima-sustrato. El otro residuo

catalitico, el GLU266 esta a 4.1 A del C1 de la fucosa con una interaccién carbono-
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hidrogeno y la ARG254 formé un puente de hidrégeno con el oxigeno endociclico.
Finalmente, el complejo TmFuc-pNP-Fuc presenté una Ky de 167.15 uM y una AG, de -5.6
kcal/mol, valor cercano al de -5.9 kcal/mol obtenido por Pérez-Escalante et al (2021) al
realizar un analisis in silico con posibles donadores de fucosilo para realizar la reaccién de

transfucosilacion con TmFuc.

Para validar el resultado del docking, se comparo con la estructura 3D de referencia 10DU
(Sulzenbacher et al., 2004) la cual), esta en complejo con fucosa porque la estructura 3D
10DU se obtuvo experimentalmente y tiene la pose adecuada para el sustrato en el sitio -
1 del sitio activo, que es precisamente donde se reconoce el residuo de fucosa. Por otro
lado, el aglicon p-nitrofenol es corto y no esta ramificado, por lo que no se esperaba
impedimento estérico (Miura et al., 2019). Como se puede observar en la Figura 8B, la
fucosa del acoplamiento del donador pNP-Fuc se ubicd en una posicion muy cercana a la
de la estructura 3D de referencia en el subsitio -1, con distancias similares entre el C1 de

la fucosa y el carboxilo de los residuos cataliticos.
6.2.2 Acoplamiento molecular con AIfC y pNP-Fuc

Como puede verse en la Figura 8C, cuando se realiz6 el docking entre AIfC y pNP-Fuc, el
ligando se coloco cerca del ASP200, con la porcion de fucosa de la molécula ubicada en el

subsitio -1y el aglicén en el subsitio +1 (Figura 8D).

La Figura 8C muestra las interacciones entre el ligando y la enzima, en las cuales el anillo
aromatico del nitrofenol del pNP-Fuc formé una interaccion pi-apilado con el TRP40 vy el
hidroxilo un puente de hidrégeno con la ALA154. Ademas, se observd un par de
interacciones pi-alquil que se establecieron entre el TRP198, el TRP283 y el C6 de la
fucosa. HIS18 e HIS87 formaron puentes de hidrogeno con los hidoxilos del C4 y C5
respectivamente, mientras que la ARG229 formé un puente de hidrogeno con el oxigeno
endociclico de la fucosa. El residuo catalitico ASP200 no registré interaccion con el ligando,
sin embargo, el carbono carboxilico de este residuo catalitico se encuentra a 5.3 A del C1
de la fucosa (Figura 8D. No hay interaccion con el residuo que actia como acido-base
general y no se observa en la cercania del sitio activo, coincidiendo con Klontz et al. (2020).
Estos autores reportaron que la enzima actia con un mecanismo de pinza, es decir que
tiene una region flexible sobre la cual se ubica uno de los posibles residuos cataliticos que

realiza su funcion al cerrarse sobre el sitio activo, es por ello que este residuo catalitico se
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encuentra a mayor distancia que en otras fucosidasas como la de TmFuc, en la cual se
encuentran a una distancia mas cercana debido a que el sitio activo consta de un bolsillo
con una cavidad para acomodar la fucosa entre los residuos cataliticos. En este complejo

enzima-ligando se obtuvieron una K, de 261.42 yM y una AG, de -4.89 kcal/mol.

Para validar el resultado del docking se compard con la estructura 3D de referencia 601A
en complejo con fucosa (Klontz et al., 2020). Como se puede observar en la Figura 8D, la
fucosa del pNP-Fuc del docking se ubicé en una posicidon muy cercana a la de la estructura
3D de referencia en el subsitio -1. Esta posicion se encontré a una distancia de 5.6 A entre
el carbono carboxilico del ASP200 y el C1 de la fucosa, mientras que en la estructura 3D

de referencia la distancia es de 5.3 A.
6.2.3 Acoplamiento molecular con BiAfcB y pNP-Fuc

Como se muestra en la Figura 8E y Figura 8F, en el docking entre BiAfcB y pNP-Fuc el
ligando también se coloco entre los residuos cataliticos. La porcion de fucosa de la molécula
se ubico en el subsitio -1 dentro de la cavidad del sitio activo, la cual es la cavidad izquierda
en la Figura 8E. A diferencia de TmFuc y AIfC, el sitio activo de BiAfcB tiene forma de ranura
alargada con dos sitios de union de carbohidratos. Uno de esos sitios de union es para
fucosa y el contiguo, que puede verse a la derecha en la figura Figura 8E, esta reportado
como un sitio de union de galactosa (Sakurama et al.,, 2012). El aglicén se ubicé en el
subsitio +1, sin insertarse por completo en dicha cavidad, esta orientacion es necesaria

porque los residuos cataliticos se encuentran en medio de las 2 cavidades.

Como se muestra en la Figura 8E, el anillo aromatico del pNP-Fuc formé enlaces pi-apilado
con el TRP213, pi-alquil con la ALA174 y pi-anion con el ASP172. El C6 de la fucosa formé
enlaces pi-apilado con el TRP290 y pi-alquil con el TRP170 y PHE34 y puentes de
hidrogeno con la HIS36, TRP47 y HIS85. El residuo catalitico ASP172 no registré
interaccion con el ligando pero se encontré a 3.7 A del C1 de la fucosa. Ademas, el GLU217,
el cual actia como &cido-base general, se ubico a 4.1 A del C1 (Figura 8F) con una
interaccion mediante fuerzas de van der Waals. El total de las interacciones entre la enzima

y el ligando contaron con una K, de 1.42 mM y una AGj, de -3.4 kcal/mol.

Para validar el resultado del docking se comparé con la estructura 3D de referencia 3UES
(Sakurama et al., 2012), que esta en complejo con el inhibidor desoxifuconojirimicina (DFJ),

el cual es un iminoazucar muy similar a la fucosa, donde un atomo de nitrégeno sustituye
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al oxigeno endociclico. Se eligid esa estructura porque es la unica disponible que esta en
complejo con un monosacarido similar a la fucosa, ademas de que este tipo de inhibidores
forma fuertes interacciones con las fucosidasas, produciendo inhibicion en el rango de nM.
En la Figura 8F, se puede observar que la fucosa del pNP-Fuc del docking se ubicé en una
posicién muy cercana a la de la DFJ de la estructura 3D de referencia en el subsitio -1, con
distancias similares entre el C1 de la fucosa y el carbono carboxilico de los aminoacidos

cataliticos a las encontradas en la estructura 3D de referencia.
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Figura 8 Dockings obtenidos con TmFuc, AlfC, BiAfcB y pNP-Fuc. A: TmFuc, C: AlfC, E: BiAfcB.
Comparacién de los complejos obtenidos y los cristales de referencia (en color morado) B: TmFuc y 10DU
(Sulzenbacher et al., 2004), D: AIfC y 601A (Sakurama et al., 2012), F: BiAfcB y 3UES (Klontz et al., 2020).
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Como puede apreciarse en la Tabla 4, con las fucosidasas estudiadas de la subfamilia
GH29A se obtuvo una menor AG, que la a-L-fucosidasa estudiada de la subfamilia GH29B,
por lo que las primeras parecen formar complejos energéticamente mas estables con pNP-
Fuc. Haciendo una analogia con la energia libre de Gibbs, es evidente que empleando las
fucosidasas GH29A, la reaccion se realizara con mayor facilidad que con la GH29B. Estos
datos fueron confirmados con los reportados en la literatura, los cuales demuestran
experimentalmente, que este donante de fucosilo tiene una mayor afinidad con TmFuc
(Sakurama et al., 2012).

Tabla 4. AGy y Kb obtenidas del docking entre las tres fucosidasas y pNP-Fuc

Kuw pNP-
Kb AGb
Enzima Microorganismo Familia Fuc
(nM) (kcal/mol)
(M)
200+ 3
TmFuc T. maritima GH29A 167.15 -5.6 (Osanjo et
al., 2007)
700 £ 30
AIfC L. casei GH29A 261.42 -4.89 (Klontz et
al., 2020)
B. longum subsp.
BiAfcB GH29B 1420 -3.88 -

infantis

Kp: constante de unioén; AG, energia de unién

Las diferencias en la AG, obtenidas podrian estar relacionadas con las interacciones
encontradas en el complejo enzima-ligando. Para el caso de las a-L-fucosidasas GH29A,
se observo que la forma del sitio activo de TmFuc permitié sujetar mejor al anillo aromatico
del ligando al interaccionar por ambos lados del plano del anillo con el bolsillo hidrofébico.
Mientras tanto, en AIfC esta interaccién se dio solamente entre una de las caras del ligando
y una region menos hidrofobica de la enzima. La interaccion encontrada con TmFuc
coincide con reportes sobre una mejora en la capacidad inhibitoria sobre a-L-fucosidasas
en moléculas que incorporan residuos hidrofébicos en el aglicdn, ya que mientras una
molécula de L-fucongijirinimicina cuenta con una constante de inhibicién (ki) de 1 nM, una
molécula derivada de esta que ademas cuenta con un aglicon compuesto de residuos

aromaticos puede reducir la ki hasta 231 pM (Moreno-Clavijo et al., 2011).

Por otra parte, en la interaccion obtenida con las a-L-fucosidasas GH29A también interviene

el residuo de ARG caracteristico de las GH29A y su accion sobre el oxigeno endociclico de
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la fucosa, la cual tiene la funcion de estabilizar el ligando en el sitio activo (Sakurama et al.,
2012) en los acoplamientos moleculares con TmFuc y AIfC, a diferencia de la GH29B que
no cuenta con este residuo. Por otro lado, en el acoplamiento molecular con BiAfcB, el
complejo podria ser menos estable debido a que el sitio activo es diferente porque tiene
una cavidad adyacente reportada como un sitio de unién de galactosa (Sakurama et al.,
2012). El grupo p-nitrofenol del sustrato donador se aloja sobre este sin insertarse por
completo, debido a que el enlace glucosidico en posicion a que lo une a la fucosa y la rigidez
del anillo aromatico le restan flexibilidad, ocasionando que las interacciones no sean igual

de favorables al no tener la capacidad de insertarse mas en la cavidad.

Asimismo y como se observa en la Tabla 4, la K, obtenida en el acoplamiento molecular
para TmFuc fue 1.6 veces menor a la de AIfC. Dado que la K, representa la union y
disociacién de la enzima (a-L-fucosidasa) y el ligando (pNP-Fuc), esto se puede relacionar
con Ku, la cual a su vez se relaciona la unién y disociacién del complejo enzima — sustrato
de una reaccion enzimatica. De tal forma, se puede asumir que tanto TmFuc como AIfC
tienen mayor afinidad por pNP-Fuc, lo cual coincide con las Ky reportadas por Osanjo et al.
(2007) para TmFuc y por Klontz et al. (2020) para AIfC. Mientras tanto, mediante el
acoplamiento molecular se obtuvo para BiAfcB una K, mayor a la de las otras dos
fucosidasas (8.5 veces mayor a la de TmFuc) lo cual indica una menor afinidad, lo cual
podria atribuirse a que se ha reportado que las fucosidasas GH29B tienen una especificidad

mas reducida hacia sustratos a-1,3.

Como se puede observar con los resultados obtenidos, las interacciones que establezca el
donador de fucosa con la enzima son importantes y podrian estar relacionados con la
afinidad. Estas diferencias en la interaccién pueden deberse a la presencia de residuos

particulares de cada subfamilia de a-L-fucosidasa.

6.3 ESTUDIO TEORICO DE LA SINTESIS DE OLIGOSACARIDOS FUCOSILADOS POR
ACOPLAMIENTO MOLECULAR DE TMFUC CON EL DONADOR DE FUCOSILO (LACTOSA)

Para simular el mecanismo de reaccion de TmFuc, se realizaron acoplamientos
acumulativos con lactosa en dos conférmeros diferentes: utilizando una estructura 3D de o-
L-fucosidasa en forma apo (2ZWY) y una estructura 3D de a-L-fucosidasa en complejo con
fucosa (10DU). Teniendo en cuenta que no existe una interaccién covalente entre la fucosa

y la enzima en este modelo 3D, el hidroxilo C1 de la fucosa forma interacciones por puentes
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de hidrégeno con el residuo catalitico ASP224 (Anexo 2), con el que el enlace covalente se

incluye en el complejo intermediario.
6.3.1 Interaccién entre TmFuc como apoenzima y lactosa

En la Figura 9A se observa el acoplamiento molecular acumulativo de la lactosa con la
apoenzima. La lactosa se colocé en cavidades hidrofobicas adyacentes a sitios altamente
hidrofilicos en los primeros dos ciclos y en los ciclos 4, 5 y 6, se coloco en la cercania del
sitio activo. Se encontré6 que la lactosa no produce inhibicion competitiva al formar
interacciones mas favorables con regiones de la enzima distintas al sitio activo. Esto podria
estar relacionado con el incremento en el rendimiento de la reaccién de transfucosilacion al
utilizar mayores proporciones de lactosa con respecto a pNP-Fuc. En la Figura 9B se
muestra la posicion mas cercana al residuo catalitico GLU266, que se obtuvo en el ciclo 6,
con una distancia de 12.2 A entre el CC de la cadena lateral de este residuo y el hidroxilo
del C2 de galactosa. Se llevaron a cabo un par de ciclos mas en los que la lactosa se colocé
en regiones mas alejadas del sitio activo. En cuanto a la AGps, en los ciclos 1y 2 se
obtuvieron los valores mas bajos, seguidos del 3, 5y 6, mientras que en los ciclos 4, 7y 8

se obtuvieron los valores mas altos (Tabla 5).

En la Tabla 5 se observa ademas, un aumento en el valor de AG, con el aumento de ciclos.
Esto indica que se pierde estabilidad en la interaccién entre el sustrato aceptor y la enzima
cuando hay mas moléculas presentes. Ademas, la afinidad del complejo también disminuyd
con valores obtenidos de K, 14 veces superiores en la octava molécula de lactosa que se

unié a la enzima respecto a la primera.

Tabla 5. AGy y Kb de docking acumulativo con lactosa

Apoenzima TmFuc -fucosa
Ciclo | Ko(uM) AGs(kcalimol) | Kb (uM) (kc:ff:w”
1 337.94 -4.74 668.38 -4.33
2 237.21 -4.95 22512 -4.98
3 901.3 -4.15 9670 -2.75
4 1620 -3.81 22980 -2.24
5 670.51 -4.33 - -
6 499.33 -4.5 - -
7 1492 -3.88 - -
8 4940 -3.15 - -

Kb: constante de unién; AGp: energia de union
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6.3.2 Interaccion entre el complejo TmFuc-fucosa y lactosa

En la Figura 9C, se observo que en el acoplamiento acumulativo con la enzima en complejo
con fucosa, la lactosa se coloco frente a la cavidad del sitio activo en el tercer ciclo, a una
distancia de 3.5 A entre el CC de la cadena lateral del GLU266 y el hidroxilo del C2 de la
galactosa y a 5.7 A de distancia entre el CC del GLU266 y el hidroxilo del C3 de la glucosa
Figura 9D).

Como se puede observar en la Tabla 5, de manera similar al acoplamiento acumulativo
entre la lactosa y la apoenzima, con el complejo enzima-fucosa formado, también se
produce una disminucién en la estabilidad de la interaccion entre la lactosa y la enzima. Se
obtuvo un aumento de la AG,,. A la afinidad del complejo disminuyd con el paso de los
ciclos aumentando el orden de magnitud de las K, entre los dos primeros ciclos y los dos

ultimos.

En los 2 acoplamientos moleculares mencionados anteriormente, la lactosa se colocé en
los primeros dos ciclos en las mismas cavidades adyacentes a una region altamente
hidrofilica, formando complejos de baja AG,. Estas incrementaron al colocarse las
moléculas de lactosa en otras posiciones en ciclos posteriores. En la posicion mas
frecuente, la cual fue obtenida en el primer ciclo (himero 1 en las Figura 9A y Figura 9C),
la lactosa se colocé en una cavidad bordeada por los residuos hidrofilicos GLU229, LYS230
y ASN197. Esta region de la fucosidasa de T. maritima coincide con la reportada por Zhou
et al. (2019), para una molécula derivada de desoxifuconojirimicina. Esto sugiere que esta
region es propicia para la unién de sustratos sin producir inhibicién. En la segunda posicién
mas frecuente (Figura 9A), la lactosa se colocé en una cavidad delimitada por la ARG16,
que es un residuo altamente hidrofilico. Esta tendencia también se observo en posiciones
posteriores, como la 4 (Figura 9A y Figura 9C), corroborando que la lactosa tiene mayor
afinidad por las regiones hidrofilicas de la enzima. Esto coincide con la polaridad de la
molécula. De tal modo al acercarse al sitio activo, el cual es una regién hidrofébica, las

interacciones son menos favorables y la AG, se incrementa.

Se descartd que la lactosa produjera inhibicién competitiva a la enzima debido a que en el
ciclo 6, con apoenzima, la molécula de lactosa posicionada mas cerca al sitio activo no pudo
ocuparlo ni colocarse frente a él (Figura 9B). Por otro lado, cuando la fucosa estaba

presente en el sitio activo (Figura 9C), la lactosa se coloco frente al sitio activo en el tercer
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ciclo a una distancia de 3.5 A entre el hidroxilo del C3 de la glucosa y el oxigeno de la
cadena lateral del GLU266. Ademas, el hidroxilo del C2 de la galactosa se localizé a una
distancia de 1.8 A de este residuo catalitico, formando un enlace de puente de hidrégeno
entre el hidroxilo de C2 y el oxigeno de GLU266 (Figura 9D). Es asi como, seria posible
sintetizar 2’FL sobre 3-fucosilactosa (3FL) ya que el hidroxilo del C2 en la galactosa
interactua con el acido-base general, segun los resultados obtenidos del mecanismo de
reaccion (Zeuner et al., 2014). En correspondencia, Burgin y Mayes (2019) recientemente
reportaron estudios similares utilizando métodos in silico. Estos autores simularon la
transferencia del sustrato donador 1-azido-B-L-fucosa hacia una molécula de 4-nitrofenil-§3-
D-xilopirandsido y encontraron este estado de transicion de tipo oxocarbenio entre el

aceptor de fucosilo y el GLU266 de la enzima, como se demostré en este estudio.
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Figura 9 Docking acumulativo con lactosa y TmFuc en forma de apoenzima y en complejo con fucosa. A:
apoenzima, C: enzima en complejo con fucosa. El sitio activo esté sefialado por el circulo punteado. Diagrama
de interacciones entre enzima y ligando con las moléculas de lactosa mas cercanas a los aminoacidos
cataliticos, B: apoenzima, D: enzima en complejo con fucosa. Se indican las interacciones por puentes de
hidrégeno en color verde, las interacciones no favorables en color rojo y las distancias entre atomos en color
negro. Los numeros indican el ciclo en el que se obtuvo la posicion del ligando.
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Aunque las moléculas de lactosa ocupan otros lugares mas favorables en su interaccion
con la enzima antes de llegar al sitio activo, la presencia de fucosa en el sitio activo parece
favorecer el acercamiento de la lactosa, reduciendo la hidrofobicidad del subsitio +1 del
bolsillo catalitico (Anexo 2. Hidrofobicidad del bolsillo catalitico de TmFuc). Este fenédmeno
puede explicar por qué, para aumentar el rendimiento en las reacciones de sintesis de
oligosacaridos fucosilados se requieren mayores proporciones de sustrato aceptor con

respecto a la proporcion de sustrato donador.

Esta tendencia se puede observar en la Tabla 6 con los rendimientos de sintesis informados
por Lezyk et al. (2016) y Guzman-Rodriguez et al. (2018), quienes utilizaron varias
proporciones de sustrato aceptor (lactosa) y sustrato donador de fucosilo (pNP-Fuc) con
TmFuc. En estos estudios se obtuvieron mayores rendimientos a medida que existe una
mayor proporcion de sustrato aceptor respecto al sustrato donador de fucosilo. También es
probable que los productos de reaccién se hidrolicen y afecten el rendimiento de la reaccién.
Debido a esto, se realizé el acoplamiento de TmFuc como apoenzima con 2'FL y 3FL
(Anexo ), obteniendo valores de AG, de -4,7 y -3,23 kcal /mol respectivamente. Estos
valores fueron superiores a las -5,15 kcal/mol obtenidas con pNP-Fuc. De igual manera, la
K, también fue mayor para los productos, con 356,49 uM para 2'FL y 4320 uyM para 3FL,
mientras que para el sustrato fue de 168,64 pM, lo que indicd la existencia de una

preferencia por el sustrato sobre los productos.

Tabla 6. Fucosidasas de la familia GH29 utilizadas en la sintesis de oligosacaridos fucosilados

. Sub Rendimiento .
Enzima .. Donador Aceptor D:A Producto Referencia
familia (%)
TmFuc 1:1.25 1 (Lezyk et
» GH29A pNP-Fuc Lactosa 2'FL
(T. maritima) 1:4 6.4 al., 2016)
(Guzman-
1:324 ) ] 9.26
TmFuc Trisacarido Rodriguez
» GH29A pNP-Fuc Lactosa  1:649 ) 21.54
(T. maritima) fucosilado et al.,
1:973 32.47
2018b)

D:A: proporciéon molar donador:aceptor.
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6.4 ESTUDIO TEORICO DE LA SINTESIS DE OLIGOSACARIDOS FUCOSILADOS POR
ACOPLAMIENTO MOLECULAR CON BIAFCB

De manera analoga a la simulacién del mecanismo de reaccién de TmFuc de la seccion
6.3, se realizaron acoplamientos acumulativos con los sustratos aceptores de fucosilo
lactosa y lactulosa. Estos acoplamientos se realizaron en dos conféormeros diferentes: 1)
utilizando la estructura 3D 3UES de BiAfcB removiendo el ligando para utilizarla como forma
apo y ademas realizando un docking con esta estructura y 2) fucosa para posicionarla en
el sitio activo y simular el complejo enzima-sustrato. Teniendo en cuenta que no existe una
interaccion covalente entre la fucosa y la enzima con este modelo 3D, el hidroxilo C1 de la
fucosa forma interacciones por puentes de hidrogeno con el residuo catalitico ASP172 con

el que el enlace covalente se incluye en el complejo intermediario.
6.4.1 Interaccion entre BiAfcB y sustratos aceptores

6.4.1.1 Interaccion entre BiAfcB como apoenzima y lactosa

En la Figura 10A se observa el acoplamiento molecular acumulativo con la apoenzima en
el cual la lactosa se coloco en cavidades neutras y en el ciclo 5 se insert6 en la cavidad del
sitio activo. En la Figura 10B se observa la pose de la molécula de lactosa en el sitio activo,
el cual se posicioné de modo que la glucosa ocupa el sitio de union para fucosa, mientras
que la galactosa ocupo la cavidad adyacente. La capacidad de la lactosa para ocupar el
sitio activo sugiere que este sustrato aceptor podria producir inhibicion al competir con el
donador de fucosilo, sin que necesariamente tenga accién hidrolitica sobre la lactosa. Esto
es importante debido a que se ha reportado que algunas a-L-fucosidasas también se han
clasificado como galactosidasas por tener similitud con dominios de galactosidasas (Sela
et al.,, 2012), aunque solo algunas de ellas han demostrado tener ambas actividades
cataliticas. A diferencia de la interaccién entre TmFuc y lactosa, con BiAfcB no se observa
una tendencia entre la afinidad por el sitio de unién y el ciclo en el que se colocé la molécula
de lactosa, como puede verse en la Tabla 7. AGb y Kb de docking acumulativo con BiAfcB, lactosa y

lactulosa.

6.4.1.2 Interaccion entre BiAfcB como apoenzima y lactulosa

Al realizar el acoplamiento molecular acumulativo con la apoenzima y lactulosa, esta se

colocd dentro del sitio activo en el primer ciclo, como puede verse en la Figura 10C,
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ocupando el sitio de unién de galactosa con su fraccion de galactosa y con la fraccion de
fructosa en el sitio correspondiente a la fucosa, como puede verse en la Figura 10D. Esto
podria indicar que este sustrato aceptor podria producir inhibicion al competir con el

donador de fucosilo. Este complejo contd con una Ks: de 36.99 uM y una AG, de -6.05.
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Figura 10 Docking acumulativo con BiAfcB en forma de apoenzima con lactosa y lactulosa. A: lactosa, C:
lactulosa. Diagrama de interacciones entre enzima y el ligando mas cercano a los aminoacidos cataliticos, B:
lactosa, C: lactulosa. Los numeros indican el ciclo en el que se obtuvo la posicién del ligando. Los nimeros
faltantes en la secuencia corresponden a moléculas de ligando que se colocaron en la parte posterior de la
enzima.

50



Tabla 7. AGp y Kb de docking acumulativo con BiAfcB, lactosa y lactulosa

BiAfcB - lactosa

BiAfcB - lactulosa

Ciclo Kb (WM)  AGo(kcal/mol) | Kb (uM)  AG»s (kcal/mol)
1 1070 -4.05 36.99 -6.05
2 65.69 -5.71 - -
3 454.56 -4.56 - -
4 93.12 -5.5 - -
5 424.53 -4.6 - -

Kb: constante de unién; AGe:

energia de unién

6.4.1.3 Analisis de la inhibicién por sustrato aceptor

Por los resultados obtenidos en los dockings con lactosa y lactulosa, se realizé el
experimento in vitro para comprobar si estos sustratos producian inhibicién competitiva
cuantificando el p-nitrofenol liberado solo con el sustrato pNP-Fuc y en presencia de estos

sustratos.
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Figura 11 Liberacion de p-nitrofenol en la reaccién de hidrolisis de pNP-Fuc y en la reaccion de
transfucosilacion empleando lactosa y lactulosa como sustratos aceptores. pNP-Fuc: circulo azul, pNP-Fuc y
lactosa: cuadrado naranja, pNP-Fuc y lactulosa: triangulo gris.

Como se observa en la Figura 11 Liberacién de p-nitrofenol en la reaccién de hidrdlisis de

pNP-Fuc y en la reaccién de transfucosilacion empleando lactosa y lactulosa, el p-nitrofenol
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liberado en presencia del sustrato aceptor es muy similar al que se libera cuando el Unico
sustrato es el pNP-F. Asimismo al revisar la Tabla 8 se puede verificar que no hay diferencia
significativa (p>0.05) entre la velocidad inicial de hidrdlisis del pNP-Fuc cuando es el unico
sustrato y cuando se encuentra en presencia de alguno de los sustratos aceptores de
fucosilo (lactosa o lactulosa), esto sugiere que no se produce inhibicidon, aunque se

necesitan mas datos para confirmarlo con mayor sustento.

Tabla 8 Velocidad inicial de hidrélisis de pNP-Fuc en presencia de sustratos aceptores de fucosilo

Sustrato MuM/min

PNP-Fuc 1.465 + 0.049
pNP-Fuc + lactosa 1.470 £ 0.030
PpNP-Fuc + lactulosa 1.433 £ 0.041

6.4.2 Interaccién entre el complejo BiAfcB-fucosa y sustratos aceptores de
fucosilo

6.4.2.1 Interaccion entre el complejo BiAfcB-fucosa y lactosa

En la Figura 12A se puede ver que, en el acoplamiento acumulativo con la enzima en
complejo con fucosa, la lactosa se colocé frente al sitio de unién de galactosa adyacente al
sitio activo en el tercer ciclo. La distancia calculada fue de 8 A entre el CC lateral de GLU217
y el hidroxilo del C3 de la glucosa y a 10.9 A del hidroxilo del C2 de la galactosa. Aunque
aun no estan a una distancia lo suficientemente cercana para registrar dichas interacciones,
se registra interaccion por puentes de hidrégeno entre el GLU217, el hidroxilo del C1 de la
fucosa y el hidroxilo del C6 de la glucosa, siendo la ultima distancia de 2.7 A. Si hubiera

una aproximacion mas cercana la sintesis de 3 fucosil-lactosa seria posible.

De igual modo, en la Tabla 9, se observa que la AG, y la K, son similares en los tres sitios
de unién. Al comparar con los datos obtenidos del docking acumulativo de TmFuc en
complejo con fucosa (Tabla 5), se puede observar que en el ciclo en el que se coloca la
lactosa frente al sitio activo, tanto la AG, como la K, son mayores a las obtenidas en el
docking acumulativo de BiAfcB en complejo con fucosa. Esto podria indicar una probable
afinidad entre BiAfcB y este sustrato aceptor de fucosilo durante la reaccion de

transfucosilacion.
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6.4.2.2 Interaccién entre el complejo BiAfcB-fucosa y lactulosa

Se encontré que la lactulosa se colocé con la fraccidon de galactosa orientada hacia el sitio
de unién de galactosa en el tercer ciclo a una distancia de 10.5 A entre el CC de la cadena
lateral del GLU217 y el C2 de la galactosa. (Figura 12C). Como se observa en la Tabla 9,
la AGs y la Ky obtenidas en el tercer ciclo no son tan favorables como las obtenidas en el
docking con apoenzima. Esto es debido a que la fraccion de galactosa no se coloco en su
sitio de unidn, y al contrario la distancia a la que se encontré no le permitié hacer interaccién
con GLU217 y la fucosa, necesitando una mayor aproximacion para llevar a cabo la

reaccion de transfucosilacion.
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Figura 12 Docking acumulativo de lactosa y lactulosa con BiAfcB en complejo con fucosa. A: lactosa, C:
lactulosa. Diagrama de interacciones entre enzima y ligando con las moléculas de lactosa mas cercanas a los
aminod&cidos cataliticos, B: lactosa, C: lactulosa. Se indican las distancias entre atomos en color negro. Los
numeros indican el ciclo en el que se obtuvo la posicién del ligando. Los numeros faltantes en la secuencia
corresponden a moléculas de lactosa que se colocaron en la parte posterior de la enzima.
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Tabla 9. AGp y Kb de docking acumulativo con BiAfcB en complejo con fucosa, lactosa y lactulosa

BiAfcB+fucosa - lactosa BiAfcB+fucosa — lactulosa
Ciclo Kp (M) AG(kcal/mol) Kp (M) AG;, (kcal/mol)
1 1410 -3.89 797 -4.23
1200 -3.99 1898 -2.35
1650 -3.79 861.69 -4.18

Kp: constante de unién; AGy: energia de unién

6.4.3 Acoplamiento molecular de BiAfcB con 2’-FL y 3-FL

El producto que generalmente se obtiene en la sintesis de OLH fucosilados cuando se
emplean como sustratos pNP-Fuc y lactosa es el trisacarido fucosil lactosa (Tabla 2
Fucosidasas de L casei, B. longum, B. bifidum y T. maritima utilizadas en la sintesis de OLH
fucosilados.). Este trisacarido puede presentarse en forma de 2’-FL o de su isémero 3-FL,
los cuales son susceptibles a la hidrdlisis, por lo que pueden actuar como sustratos
donadores de fucosilo. Como ha sido reportado por Sakurama et. al. (2012), BiAfcB
presenta baja actividad sobre pNP-Fuc y por su parte Sela et al. (2012), reporté baja
actividad de esta enzima sobre cNP-fucosa (cloro-nitrofenil fucopiranésido). Sin embargo,
en ambas investigaciones se reportd una buena actividad sobre 3-FL. Saumonneau et al.
(2016) utilizd 3-FL como sustrato donador de fucosilo en conjunto con LNT como sustrato
aceptor para sintetizar LNFP-Il. Debido a que son productos de la reaccion de
transfucosilacion propensos a la hidrdlisis, asi como poseer capacidad para ser usados
como sustratos para la sintesis de OLH fucosilados mas ramificados, se analizé la

interaccion de BiAfcB con 2’-FL y 3-FL mediante acoplamiento molecular.

6.4.3.1 Acoplamiento molecular de BiAfcB y 2’-FL

Como se muestra en la Figura 13A en el docking entre BiAfcB y 2’-FL, la porcién de fucosa
de la molécula se ubico en el subsitio -1 dentro de la cavidad del sitio activo. Mientras tanto
en la cavidad adyacente correspondiente al sitio de union de galactosa se coloco la glucosa,
proyectando hacia afuera la unidad de galactosa y formando interacciones principalmente

con la fucosa. Este complejo cont6 con una Ky, de 1.74 mM y una AG, de -3.76 kcal/mol.

6.4.3.2  Acoplamiento molecular de BiAfcB y 3-FL

Como se muestra en la Figura 13B, en el docking entre BiAfcB y 3-FL, el ligando se colocé
en ambas cavidades del sitio activo en una pose similar a la de la 2’-FL. Sin embargo, en

este caso la glucosa quedo proyectada hacia afuera y la galactosa ocupo el sitio de unién
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de galactosa, estableciéndose interacciones entre ambos monosacaridos y las dos
cavidades del sitio activo, formando un complejo con una K, de 78.15 uM y una AG, de -
5.6 kcal/mol.
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Figura 13 Acoplamiento molecular de BiAfcB con 2’-FL y 3-FL. A: 2’-FL; B: 3-FL.

BiAfcB formo interacciones con mayor estabilidad y mayor afinidad con 3-FL que con 2’-
FL, demostrando mediante métodos in silico una mayor actividad de esta enzima sobre 3-
FL reportada por Sela et al. (2012), lo que ademas produciria una mayor actividad hidrolitica
sobre este sustrato en la reaccion de transfucosilacion, afectando el rendimiento. El sitio de
unién de galactosa es importante para la interaccién entre la enzima y el sustrato, porque a
diferencia de 2’-FL y pNP-Fuc, tanto lactosa como lactulosa y 3-FL ocuparon por completo
dicha cavidad adyacente al sitio activo con una molécula de galactosa y establecieron una
interaccion mas estable, con valores de K, y AG, menores, como se observa en la Tabla
10.

56



Tabla 10 AGp y Kb de docking con BiAfcB, sustratos y productos de la sintesis de OLH fucosilados

Sustrato Kb (uM)  AGbo(kcal/mol)
PNP-FUC 1420 -3.88
Lactosa 424.53 -4.6
Lactulosa 36.99 -6.05
2-FL 1740 -3.76
3-FL 78.15 -5.6

Kb: constante de unién; AGp: energia de union

6.5 SINTESIS DE OLIGOSACARIDOS FUCOSILADOS CON EXTRACTO ENZIMATICO DE B.
LONGUM

Tras simular exitosamente la reaccion de transfucosilacion con TmFuc mediante
acoplamiento molecular, al analizar la interaccion tanto con el sustrato donador como con
el sustrato aceptor cuando la enzima se encuentra en complejo con fucosa, también se
realizd este analisis con BiAfcB, ya que se ha reportado que TmFuc puede realizar la
sintesis de oligosacaridos fucosilados y cataliza la reaccion de forma similar a BiAfcB al
pertenecer a la misma familia. En este caso, se consideraron dos moléculas mas para
actuar como sustratos donadores, 2'-FL y 3-FL, mismas que pueden ser productos cuando
se lleva a cabo la reaccién utilizando pNP-Fuc como sustrato donador y lactosa como
sustrato aceptor, encontrando que el sustrato donador mas adecuado es la 3-FL,
coincidiendo con los reportes de la especificidad de esta enzima hacia sustratos a-1,3
aunque tedricamente no hay impedimento para utilizar pNP-Fuc como sustrato donador, asi
como advirtiendo la posibilidad de que los productos de la reaccién sean hidrolizados.
Ademas se estudio la interaccion de BiAfcB con dos posibles sustratos aceptores, lactosa
y lactulosa, obteniendo como resultado que estas dos moléculas pueden aproximarse mas
rapido al sitio activo cuando este esta vacio respecto a la aproximacion de la lactosa con
TmFuc, y que cuando BiAfcB esta en complejo con fucosa, también pueden aproximarse al

sitio activo.

Por lo anterior, para realizar la sintesis de oligosacaridos fucosilados se decidié utilizar un
extracto enzimatico de B. longum que demostro tener actividad sobre pNP-Fuc, y se eligio
esta molécula como sustrato donador porque es mas accesible que 2'-FL y 3-FL, ademas
de que no se ha reportado aun la sintesis de estos oligosacaridos fucosilados utilizando

este donador en conjunto con una fucosidasa de bifidobacteria. También se seleccionaron
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cuatro sustratos aceptores, lactosa y lactulosa, por haber demostrado en el acoplamiento
molecular que tienen la capacidad de aproximarse al sitio activo, y galactosa y fructosa,
porque aunque el objetivo es sintetizar oligosacaridos como los de la leche humana, es
posible que la transferencia a otras moléculas pueda ser mas exitosa, y el hecho de que
estas moléculas cuenten con fucosa podria dotarlas de actividad bioldgica, porque la fucosa
interviene en muchas funciones fisioldgicas, asi como en la selectividad en el crecimiento
de algunos microorganismos cuando actian como prebiéticos. Como el uso de extractos
enzimaticos implica algunos riesgos respecto al uso de enzimas purificadas como la
interferencia de otras enzimas, se colecto6 el producto obtenido y se realizd una hidrdlisis
acida para verificar que efectivamente se hubiera transferido la molécula de fucosa al
aceptor por parte de la fucosidasa y que la sintesis del producto no fue realizada por otra

enzima.

Se realizo la sintesis de oligosacaridos fucosilados utilizando la metodologia descrita en la
seccion 5.2.7. Al realizar la reaccién de transfucosilacién empleando como sustrato donador
pNP-Fuc y como sustrato aceptor la lactosa, se consiguid sintetizar un producto con un
tiempo de retencion de 16.05 min, una concentracién de 2.4 yM (Figura 14A) y un
rendimiento de 0.046% respecto a la concentracion del sustrato donador. Este producto
puede tratarse de fucosil lactosa, como reportaron Guzman Rodriguez et al. (2018b) tras
identificar mediante espectrometria de masas al producto que obtuvieron después de
realizar la reaccion con estos mismos sustratos y empleando la fucosidasa de TmFuc.
Mientras tanto, al emplear lactulosa como sustrato aceptor se sintetizé un producto con
tiempo de retencién de 16.79 min, una concentracion de 7.73 uM (Figura 14B) y un
rendimiento de 0.16%. Estos tiempos de retencién son similares al tiempo de retencion de
la rafinosa, (17 min) lo que sugiere que los productos que se observan en los
cromatogramas se tratan de trisacaridos. Para la reaccién utilizando lactosa como sustrato
aceptor posiblemente puede ser 2'-FL o 3-FL, mientras que al utilizar lactulosa como
aceptor, el producto podria ser lactulosa fucosilada, por lo que los tiempos de retencién de

los productos de ambas reacciones son ligeramente diferentes.
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Figura 14 Cromatograma de la reaccion de transfucosilacion empleando disacaridos como sustratos aceptores.
A: Reaccion con pNP-Fuc y lactosa: B: Reaccion con pNP-Fuc y lactulosa. El cromatograma en color gris

corresponde al tiempo cero.

Por otra parte, al utilizar galactosa y fructosa como sustratos aceptores, se sintetizaron
productos que tienen un tiempo de retencion similar al de la lactosa (18 min), por lo que
podria tratarse de disacaridos. En la reaccién utilizando galactosa se obtuvo un producto
con un tiempo de retencién de 19.17 min (Figura 15A), una concentracion de 12.8 yM y un
rendimiento de 0.32%, mientras que al utilizar fructosa como aceptor, se obtuvo un producto
con un tiempo de retenciéon de 21.12 min (Figura 15B), una concentracion de 101.8 uM y
un rendimiento de 2.4%. Zhou et al. (2022) sintetizaron disacaridos de fucosa-galactosa y
fucosa-fructosa empleando una fucosidasa de Flavobacterium algicola, asi como una
concentracion de pNP-Fuc de 10 mM, asi como BeneSova et al. (2015) también sintetizd
estos compuestos con una fucosidasa de Paenibacillus thiaminolyticus, explorando la

capacidad de estas fucosidasas para transferir la fucosa a otras moléculas.
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Figura 15 Cromatograma de la reaccién de transfucosilacion empleando monosacaridos como sustratos
aceptores. A: Reaccion con pNP-Fuc y galactosa: B: Reacciéon con pNP-Fuc y fructosa. EI cromatograma en
color gris corresponde al tiempo cero.

Cuando se utilizaron los disacaridos lactosa y lactulosa como sustratos aceptores se obtuvo
la menor cantidad de producto acumulado, especialmente cuando el aceptor fue la lactosa,
Figura 16A). En la figura se observa un producto sintetizado a las 6 h de reaccion y
acumulandose entre las 18 y las 24 h. Mientras tanto, cuando se utilizé lactulosa se logré

sintetizar mas producto (Figura 16B) el cual se acumul6 entre las 18 y las 24 h.

Por otra lado, cuando se utilizaron monosacaridos como sustratos aceptores se obtuvo una
mayor sintesis de producto. Ademas, la sintesis de producto se consigui¢ antes que en el
caso de los disacaridos. De hecho, cuando se utilizé galactosa, el producto se detecto entre
las 13.3 y las 18 h (Figura 16C) teniendo su maxima acumulacién a las 13.3 h. En otro
sentido, utilizando fructosa como sustrato aceptor se consiguié la mayor sintesis de
producto. Se obtuvo una maxima concentracién con un orden de magnitud superior a la

obtenida con los otros tres sustratos donadores. Adicionalmente, se detecté producto
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durante mas tiempo desde las primeras 3 h de la reaccion hasta las 24 h y con una

acumulacion maxima a las 15 h (Figura 16D).
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Figura 16 Cinética de sintesis de oligosacaridos fucosilados empleando pNP-Fuc como sustrato donador y
diferentes sustratos aceptores. A: Lactosa; B: Lactulosa;, C: Galactosa y D: Fructosa. La linea sdlida
corresponde al producto sintetizado y utiliza la escala de la izquierda, la linea punteada corresponde al pNP-
Fuc disponible y su escala es la del lado derecho.

La mayor sintesis de producto cuando se utilizé fructosa como sustrato acepto, coincide
con el estudio de mapeo funcional de a-L-fucosidasas realizado por Perna et al. (2023). En
este estudio los autores reportaron que la mayoria de las a-L-fucosidasas de la subfamilia
GH29B son claramente activas en sustratos que cuentan con una unidad de galactosa
ramificada en su estructura. Este es el caso de la 3-FL y el antigeno de Lewis, asi como de

los compuestos de los estudios de acoplamiento molecular descritos anteriormente (Tabla
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4 y Tabla 10), en los cuales se encontré que la enzima BiAfcB tiene mayor afinidad con la
3-FL, por lo que los productos obtenidos utilizando disacaridos como sustratos aceptores
son mas propensos a ser hidrolizados por la enzima al contar con una unidad de galactosa

ramificada.

En el caso de los disacaridos sintetizados, se encontré que al transferirse la fucosa a la
galactosa lo hace de una forma similar a la estructura de la 2’-FL, la cual mostré una menor
afinidad con la enzima en el acoplamiento molecular realizado anteriormente (Tabla 10)
respecto a 3-FL, lo que ademas se da cuando se utilizan monosacaridos como sustratos
aceptores. Respecto a la mayor cantidad de producto presente en tiempos de reaccién
superiores a 18 h cuando se utilizan disacaridos como sustratos aceptores, puede deberse
a que en la reaccién de transfucosilacién, la fucosa puede ser transferida a cualquiera de
los componentes de la molécula formando isémeros, como se describe en la seccién 6.3.2.
Ademas de que la formacion de isomeros esta influenciada por las condiciones de reaccion
como demostraron Shi et al. (2023), al sintetizar oligosacaridos fucosilados con una
fucosidasa de Pedobacter sp. perteneciente a la familia GH29, utilizando pNP-Fuc como
donador y lactosa como aceptor, donde sintetizaron principalmente 2’-FL cuando realizaron
la reaccion a 40 °C, mientras que a 38 °C obtuvieron ademas otros productos y cuando
realizaron la reaccion a 35 °C no obtuvieron algun producto que dominara sobre los demas.
Estos isébmeros tienen diferente afinidad con la enzima, permitiendo que alguno de ellos se
acumulen en mayor cantidad al ser menos susceptibles a la hidrdlisis. En el caso de los
disacaridos sintetizados cuando se utiliza un monosacarido como aceptor, estos se
detectan antes que los productos en los que se transfiere fucosa hacia disacaridos
aceptores y comienza a disminuir su concentracién cuando se ha hidrolizado
aproximadamente una tercera parte del sustrato donador, por lo que podrian ser

hidrolizados al haber menos sustrato donador disponible.

Ademas, una vez colectado el producto sintetizado en la reaccién de transfucosilacion con
pNP-Fuc y fructosa, se liofilizé. El producto colectado y rehidratado a un menor volumen se
observa en la Figura 17 (columna RNO). La sefial del producto sintetizado coincide con el
tiempo de retencion de la sefal de lactosa (9.4 min), lo cual indica que se trata de un
disacarido. Al calcular la concentracion se determiné que esta fue de 91 uM. Esta colecta
fue sometida a hidrdlisis acida durante 4 h y se produjo la hidrdlisis parcial del producto, el

cual se mantuvo con una concentracion de 33 uM mientras que tras la hidrdlisis se liberaron
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31 pM de fructosa y 36 uM de fucosa, con una proporcién equimolar de fructosa y fucosa
de 0.9:1, indicando que con el extracto enzimatico de B. longum fue posible transferir fucosa

del pNP-Fuc hacia la fructosa, obteniendo el disacarido fucosil-fructosa.
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Figura 17 Producto colectado de la reaccion de transfucosilaciéon entre pNP-Fuc y fructosa.
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7. Conclusiones

En la presente investigacion, se comprobdé que las diferencias en las secuencias de
aminoacidos entre las fucosidasas de las subfamilias GH29A y GH29B ejercen diferencias
estructurales que pueden influir en la interaccién que tienen hacia el sustrato donador de
fucosilo, por lo que las fucosidasas GH29A muestran una mayor afinidad hacia pNP-Fuc

que las fucosidasas GH29B.

Ademas, se demostré mediante acoplamiento molecular que existe una interaccién entre
TmFuc y la lactosa en sitios de unidn favorables distintos al sitio activo, y es uno de los
motivos que puede explicar por qué incrementa el rendimiento de la reaccion de

transfucosilaciéon al aumentar la concentracion del sustrato aceptor.

Adicionalmente se comprobd que al utilizar lactosa y lactulosa como sustratos aceptores de
fucosilo en la reaccion de transfucosilacion catalizada por BiAfcB no se produce inhibicién
competitiva, aunque en el analisis in silico muestran mayor afinidad con el sitio activo de la

enzima que el sustrato donador pNP-Fuc.

Asimismo, en este trabajo se evidencid que algunos de los productos de la reaccién de
transfucosilacion catalizada por BiAfcB son mas propensos a sufrir hidrdlisis,

particularmente en el caso de 3-FL, gracias a su mayor afinidad con el sitio activo.

De forma complementaria, tras comprobar mediante métodos in silico que pNP-Fuc puede
actuar como sustrato donador en la sintesis de oligosacaridos fucosilados catalizada por
BiAfcB y ademas que los sustratos aceptores lactosa y lactulosa pueden aproximarse al
sitio activo, se procedié a realizar la sintesis in vitro de oligosacaridos fucosilados
empleando un extracto enzimatico de B. longum, logrando sintetizar productos cuando se
utilizaron lactosa, lactulosa, galactosa y fructosa como aceptores. Obteniendo un
rendimiento de 0.046%, 0.16%, 0.32% y 2.4% respectivamente, confirmando Ia
transferencia de fucosa a fructosa mediante hidrdlisis acida, obteniendo una proporcion

equimolar de estos monosacaridos.

Finalmente, se demostré mediante métodos in vitro e in silico que la acumulacion de
producto en la reaccion de transfucosilacion catalizada por BiAfcB esta influenciada por la

presencia de galactosa en la molécula sintetizada.
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8. Perspectivas

* Probar la actividad biolégica del disacarido de fucosa-fructosa.
* Analizar el disacarido de fucosa-fructosa mediante resonancia magnética nuclear.
» Identificar la o las fucosidasas presentes en el extracto enzimatico de B. longum.

* Realizar la reaccién de sintesis de oligosacaridos fucosilados con otros sustratos

aceptores como N-acetil glucosamina.

* Realizar una dinamica molecular con los complejos BiAfcB-fucosa-lactosa y
BiAfcB-fucosa-lactulosa obtenidos para evaluar su estabilidad a lo largo del

tiempo.

* Realizar un acoplamiento molecular con BiAfcB y un oligosacarido de fucoidan

para analizar su viabilidad como sustrato donador de fucosilo.
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Anexo 1. Redocking con las estructuras 3D 10DU y
601A

Redocking de fucosa de la estructura 3D 10DU, RMSD de 1.050 A. Verde: estructura 3D
10DU, Café: redocking de fucosa
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Redocking de fucosa de la estructura 3D 601A, RMSD de 1.937 A. Verde: estructura 3D
601A, Café: redocking de fucosa.

85



Anexo 2. Hidrofobicidad del bolsillo catalitico de

TmFuc

Hydrophobic

Lroso=nw
[olalelelelsle]
[olalelelesle]

-
| Hydrophilic

Hidrofobicidad del bolsillo catalitico de TmFuc. A: Apoenzima (2ZWY). B: Complejo a-L-
fucosidasa-fucosa (10DU); fucosa en rojo.
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Anexo 3. Acoplamiento molecular de TmFuc como

apoenzima con 2°’FL y 3FL

PHE290
GLU266 GLU266
ASNZ270
’) . ﬁJ ' W

TRP222

AGb: -4.7 kcal/mol Kb: 356.49 pM AGDb: -3.23 kcal/mol Kb: 4320 pM
3'88 m Hydrophobic Interactions
800
-g.gg - B8 Hydrogen bond 1 Pi-alkil
500 || Hydrophilic | | Carbon - hydrogen Il Unfavorable Donor-Donor

Acoplamiento molecular de TmFuc como apoenzimay A: 2°FL; B: 3FL.
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Anexo 4. Prueba de t de Student

Pendiente | Varianza
pNP Fuc 1.465 0.049
pNP Fuc + lactosa 1.47 0.03
pNP Fuc + lactulosa 1.433 0.041

PNP Fuc y pNP Fuc + lactosa

F de t
Prueba F |tablas ;Homogénea? | Prueba t |calculada
No hay
2.6678 2.151 No 0.0870 2.049 diferencia
significativa
PNP Fuc y pNP Fuc + lactosa
F de tde
Prueba F |tablas ;Homogénea? | Prueba t |tablas
No hay
1.4283 2.151 Si 0.5009 2.006 diferencia
significativa
PNP Fuc y pNP Fuc + lactosa
F de tde
Prueba F | tablas ;. Homogénea? | Pruebat |tablas
No hay
1.8678 2.161 Si 0.7283 2.007 | diferencia
significativa
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