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1. INTRODUCCION

Las enzimas son proteinas que intervienen en los procesos bioldgicos catalizando las
reacciones del metabolismo celular. Su aplicaciéon tiene grandes ventajas sobre los
catalizadores quimicos al presentar mayor especificidad, un control eficiente sobre la calidad
y rendimientos, con un minimo de subproductos no deseados. La biocatdlisis es la rama de la
enzimologia que cubre los aspectos aplicados de las enzimas. En la industria las enzimas se
emplean puras, libres o inmovilizadas, en extractos, o bien, como parte de células completas
(enzimas intracelulares), siendo la biocatalisis el tema central de interés del grupo de
investigacion del Dr. Agustin Lopez-Munguia del Instituto de Biotecnologia de la UNAM, en el
gue se ubica este proyecto. En particular, el grupo se ocupa de desarrollar proyectos
alrededor de la produccion y caracterizacion de enzimas de diversos origenes, resolviendo los
problemas de disponibilidad, estabilidad y especificidad para hacer viable su aplicacion
potencial en la industria, a partir de estrategias como la ingenieria de reaccidn, identificando
y caracterizando las mejores condiciones para que la biocatalisis se lleve a cabo. Uno de los
temas centrales de investigacion del grupo se centra en las enzimas glicosiltransferasas con
actividades enzimaticas que permiten la sintesis de polisacdridos de interés, como la inulina,
levana, dextranas, asi como la produccién de fructo-oligosacaridos y gluco-oligosacaridos,
estos Ultimos con un gran interés dentro de la industria farmacéutica y alimentaria por sus
caracteristicas funcionales.

Las glucansacarasas (GS), son enzimas con capacidad para producir glucana a partir de
sacarosa. Estas enzimas catalizan la transferencia de un residuo glucosidico desde un sustrato
donante a una molécula aceptora formando enlaces glucosidicos. A este grupo pertenecen
las glucansacarasas (EC 2.4.1.X) dentro de las cuales destacan las enzimas dextransacarasa,
alternansacarasa, reuteransacarasa y mutansacarasa. La dextrana es el polisacarido mas
estudiado debido a sus aplicaciones en la industria, por lo que muchos estudios se han
centrado en identificar las bacterias acido lacticas que lo producen y las enzimas
involucradas, particularmente por la bacteria Leuconostoc mesenteroides NRRL B-512F, una
aplicacion desarrollada desde mediados del siglo pasado. Los estudios se han centrado
también en la caracterizacién estructural de los polimeros producidos por diversos géneros y
especies de bacterias, su grado de polimerizacion y en optimizar su produccién y condiciones
de sintesis. Hasta la fecha se conocen enzimas con actividad GS provenientes de los géneros:
Leuconostoc, Streptococcus, Lactobacillus y Weissella (Bejar et al., 2013; Leembhuis et al.,
2013).

El mecanismo de reaccién de las glucansacarasas que se describe mas adelante, ha sido un
tema particular de estudio, dificultado durante muchos afios por el desconocimiento de la
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estructura tridimensional de la enzima. En efecto, no fue sino hasta el 2010 que se publicé la
primera estructura cristalografica (parcial) de una GS (Zagar et al., 2010).

Dependiendo del origen (estructura) de la GS, los enlaces entre las moléculas de glucosa en
el polimero pueden variar, a saber: dextranas a-(1-6), mutanas a-(1-3), reuteranas a-(1-4) y
alternanas a-(1-3)/a-(1-6), caracteristica que les confiere propiedades diferentes. La mayoria
de las GS producen glucanas con un peso molecular por arriba de 10° Da, destacando el caso
de la dextrana producida por la dextransacarasa de Oenococcus kitaharae DSM17330 que
sintetiza una dextrana de 10° Da. Esta dextrana presenta propiedades reoldgicas poco
comunes, como una viscosidad mas alta que la dextrana usada industrialmente, proveniente
de la enzima de L. mesenteroides B-512F (Vuillemin et al., 2018).

Las GS se han aislado de bacterias lacticas de diversas fuentes de alimentos fermentados en
los que las glucanas y principalmente las dextranas juegan un papel importante en las
caracteristicas del producto. Tal es el caso de la masa de trigo fermentada (sourdough), el
pulque, el pozol, el agua de kéfir, el sauerkraut chino, el kimchi coreano o incluso pulpa de
pomelo (citrus maxima) y caia de azucar.

De lo antes expuesto, es claro que existe una gran diversidad de estructuras de glucana,
dependientes de una también amplia diversidad de enzimas que las sintetizan, enzimas que
provienen de diversas fuentes vegetales y alimentos fermentados, en particular. El potencial
de estos polisacdridos en la industria sigue siendo muy amplio, tanto por sus propiedades
fisicoquimicas como nutrimentales (fibra soluble y capacidad prebidtica).

Al revisar los origenes de las GS caracterizadas hasta la fecha, llama la atencién que, para un
producto de la importancia de la dextrana, existan escasos trabajos relacionados con la
sintesis de polimeros por GS provenientes de cepas del género Weissella. Esto en particular
dado el hecho de que especies pertenecientes a este género se han identificado en
numerosos productos fermentados de consumo tradicional en el mundo, destacando entre
ellos el pozol, una bebida fermentada de maiz de origen maya. En lo particular, se desconoce
no solo la concentracién y el tipo de glucanas presentes en el pozol, sino la funcion misma
gue podrian tener en el producto y eventualmente en el impacto que pudieran tener en el
metabolismo de quienes lo consumen. Recientemente, el grupo de biocatalisis se integré a
un megaproyecto de caracterizacion del proceso de produccion del pozol. Como parte de ese
estudio se determiné la capacidad de produccidon de glucansacarasas por dos cepas aisladas
del pozol del género Weissella, habiéndose secuenciado su genoma (Hernandez et al., 2021).
En el presente proyecto, se propone estudiar la actividad glucansacarasa de la cepa W.
confusa Wcp-3a y sus productos de sintesis con el fin de conocer tanto sus propiedades
cinéticas, asi como el tipo de productos que elaboran. Eventualmente, es de nuestro interés
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también determinar su presencia en la masa fermentada del pozol e impacto en la salud de
los consumidores.

2. ANTECEDENTES

2.1 Las Glucansacarasas
Las glucansucrasas (GS) son enzimas glucdsido-hidrolasas de la familia GH70, de acuerdo con
el sistema de clasificacion CAZy (http://www.cazy.org) que se basa en la similitud de la

secuencia de aminodcidos, el plegamiento y su funcién. Las GS son de origen bacteriano con
un peso molecular que va de 130 a 313 kDa que catalizan la conversiéon de sacarosa en
polisacaridos de a-glucana, uniendo las unidades de a-D-glucopiranosilo con enlaces a-(1-2),
a-(1-3), a-(1-4) y/o a-(1-6), dependiendo de la especificidad de la enzima (Leemhuis et al.,
2012). Como se sabe, catalizan la llamada reaccién de aceptor, que les permite glucosilar una
amplia gama de moléculas aceptoras, generalmente carbohidratos, pero también agliconas
con grupos hidroxilo, ademds de poder transferir la glucosa al agua, hidrolizando la sacarosa
a glucosa y fructosa (Figura 1).

"H,0H

oH
Intermediario covalente
1. Sintesis de glucosil-enzima

a-glucana 3. Hidrdlisis

2. Reaccion
de aceptor OH

0" Ho-

Maltosa
OH

Glucosa

HO
HO —

Cadena creciente oH

HO' s
Panosa }.;\/\

R: glucosa o sacarosa DP3 o] ..DP4, DP5, DP6,. etc.

Figura 1. Los tres tipos de reaccion llevadas a cabo por las dextransacarasas (una GS con especificidad
de enlace a-(1-6)). Nota: La panosa puede ser elongada subsecuentemente dependiendo de las
condiciones de reaccion.

Las GS utilizan la energia liberada del rompimiento del enlace glucosidico de la sacarosa para
catalizar la reaccién, por lo que forman una alternativa mas econémica y energéticamente
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viable desde el punto de vista de la biocatalisis, con respecto a las glucosiltransferasas de tipo
"Leloir", que requieren azucares activados por nucledtidos como sustrato donante (André
et al., 2010), lo que resulta complejo de realizar fuera del ambiente celular.

En la siguiente seccion se analiza la distribucidn, estructura y mecanismo de reaccién de
glucansacarasas, las caracteristicas de los productos de sintesis de polisacaridos y gluco-
oligosacdridos y sus propiedades y por ultimo el papel que juegan las dextranas en la
funcionalidad de alimentos fermentados de importancia cultural como el pozol.

2.1.1 Distribucidn de las glucansacarasas

Las GS solo se han aislado de bacterias 4acido lacticas (LAB) gram-positivas, como
Lactobacillus, Leuconostoc, Streptococcus y Weissella (Leemhuis et al., 2013). Como su
nombre indica, las LAB producen acido lactico como el principal producto metabdlico del
metabolismo de los carbohidratos. Durante siglos, esta propiedad ha sido la caracteristica
esencial de toda una gama de alimentos fermentados, como el yogur, el pulque, o las masas
de cereales fermentadas. La importancia de las LAB para la industria alimentaria se evidencia
aun mas por el uso de los polisacaridos y las mismas LAB como compuestos (prebidticos) y
microorganismos (probidticos), y que confieren beneficios para la salud intestinal del
consumidor, respectivamente (Patel y Goyal 2011; Bivolarski et al., 2018). Muchos de estos
exopolisacaridos son producidos por GS, enzimas extracelulares que, dependiendo de la
fuente bacteriana, se encuentran unidas a la pared celular y/o son liberadas al medio
(Bounaix et al., 2009).

Hasta el afio 2020, 66 GS aisladas de una gran diversidad de fuentes han sido caracterizadas
biogquimicamente y reportadas en la base de datos CAZy (http://www.cazy.org), la mayoria

pertenecientes a los géneros Leuconostoc y Streptococcus (Tabla 1) y en menor proporcién a
Lactobacillus y Weissella. El género Weisella se describid mas recientemente y antes se le
clasificaba frecuentemente como Streptococcus.

Tabla 1. Origen e importancia de las GS caracterizadas bioquimicamente de acuerdo a la base de
datos CAZy (http://www.cazy.org).

Genero Cantidad | Porcentaje
Otros 2 3%
Weissella 5 8%
Lactobacillus 14 21%
Streptococcus 21 32%
Leuconostoc 24 36%
Total general 66 100%

Se ha visto que algunas especies dentro de estos géneros y en particular algunas cepas,
contienen mas de un gen que codifica para glicosiltransferasas. Por ejemplo, las cepas de
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Leuconostoc mesenteroides NRRL B-1299 y Weissella confusa Wcp-3a estudiadas en nuestro
grupo de trabajo producen seis y dos distintas glicosiltransferasas, respectivamente.

2.1.2 Estructura de las GS

La estructura primaria de las GS se puede dividir en cuatro regiones: 1) péptido sefial (PS), 2)
region variable N-terminal (RV), 3) dominio catalitico conservado (CD por sus siglas en inglés
“catalitic domain”) y 4) C-terminal dominio de unién a glucana (GBD por sus siglas en inglés
“glucan binding domnain”) (Figura 2a) (Monchois et al., 1999). Estudios de delecion de la RV
sugieren que no es esencial para la actividad de las GS (Moulis et al., 2006a). Por ejemplo, la
eliminacién de la RV de la GS de Lactobacillus reuteri 180 GTF-180 dio como resultado una
enzima (GTF180-AN) con caracteristicas bioquimicas casi idénticas a las de la enzima silvestre
(Vujicié-Zagar et al., 2010).

a)

N-terminal
|eulwIR}-)

Figura 2. Estructura general de la glucansacarasa de Lactobacillus reuteri 180 GTF180-AN. a)
Estructura primaria que consta de: péptido sefial (PS), regién variable N-terminal (RV), dominio
catalitico conservado (CD) y el C-terminal o dominio de unidn a glucana (GBD); b) Estructura cristalina
(PDB ID: 3KLK); c) Representacién esquematica del curso de la cadena peptidica en forma de “U” con
los dominios de color: V rojo, IV amarillo, B verde, A azul y C magenta, los residuos N-y C- terminal se
encuentran en el dominio V (adaptada de Vuiji¢i¢-Zagar et al., 2010).

Las GS tienen en comun un CD plegado en forma de barril TIM (B/a)s permutado en
referencia con las caracteristicas que muestran las a-amilasas de la familia GH13, iniciando
en la hélice a3, como se muestra en las figuras 2b y 3b y en la que el dominio C se inserta
entre la hélice ag y la hebra B1, y el dominio B conecta la hebra B3 con la hélice as (Figura 3b).
En tal CD se ha demostrado que existe un conjunto de residuos de aminodcidos clave para

llevar a cabo la orientacion y la catdlisis del sustrato sacarosa, que estan altamente
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conservados entre las secuencias reportadas de GS (Leemhuis et al., 2012; Pijning et al.,
2012). La primera estructura cristalografica de un fragmento de la GS de Lactobacillus reuteri
180 GTF180-AN realizada por Vuji¢i¢-Zagar y colaboradores (2010), nos permite visualizar una
estructura donde la cadena polipeptidica sigue una ruta en forma de “U” con cinco dominios

estructurales distintos, los dominios A, B, C, IV y V (Figura 2b).

Hasta la fecha suman veintidds las estructuras cristalograficas reportadas de seis GS,
poniendo en evidencia el gran interés en la ultima década por estas enzimas (Tabla 2).

Tabla 2. Estructuras cristalograficas de las GS reportadas en la base de datos del PDB (Protein Data
Bank: https://www.rcsb.org).

PDB
Domini Resolucié
Enzima Microorganismo| AA |[X] cadenas| Complejo ctrr.\mlos esolucion Referencia
visibles (A)
mostradas
Reuteransacarasa| Lactobacillus 745— (Pijning et al.,
4AMC[A - ABIV AV .
(GTF-A) reuteri 121 1763 CiAl ¢ 3.6 2012)
746- 3HZ3[A] Sacarosa 292
1751 (R) (Vujici¢-Zagar
- CABIV AV
Dextransacarasa | Lactobacillus 3KLK[A] 1.65 et al., 2010)
(GTF-180) reuteri 180 3KLL[A] [Maltosa (R) 2
746- (Pijning et al.,
1751 4AYGIA,B] CABIVAV 2 2014)
288-
, t 1436 5LFC[A,B] - CABIVAV 3.2
euconostoc
Dextransacarasa | . 171- (Claverie et
NRRL B- NGYJ[A,B 14 ABIVV(R v
(DSR-M) citreum 1435 | >NGYIABI ¢ R)| 3 al., 2017)
1299 334
1433 508L[A] Sacarosa | CABIV AV 3.6
3TTO[A,B,C, .
é] - CABIVAV 3.3 (Brison et al.,
2012)
Dextransacarasa citLriltI;:nl\T ;E{CIJ_CB- 1759- | 3TTQ[A] - CABIVAV 1.9
(DSR-E) 1299 2835 ATTU[A] 12 CABIVAV 2.2 Bri tal
4TVCIA] 13 cABNVAV | 185 | ”5‘2%”12) at
4TVDI[A] D-glucosa | CABIV AV 2.3
(Molina et al.,
39-1425| 6HVGIA,B] CABIVAV 2.8 2019)
| 6SZI[A,B] 12 CABIV AV 3
Alternansacarasa | -euconostoc 6SYQ[A,B] 13 CABIVAV 3
citreum NRRL B- .
(Asr) 1355 147- 6T16[A,B] Panosa CABIVAV 3.1 (Molina et al.,
1424 Oligo- 2020)
6T18[A,B] CABIVAV 3.15
alternan
6T1P 19 CABIVAV 3.5
3AIB[A,B,C,D Maltosa CABIV 3.09
Mutansacarasa | Streptococcus 244- ,E,F,G,H] (to et al.,
(GTF-SI) mutans 1087 2011)
3EA'I:CéAI:|E];’C'D Acarbosa CABIV 3.11
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3AIE[A,B,C,D
LE,F,G,H]

R: hace mencién a que el complejo o parte de un dominio fue construido por modelamiento molecular.
AA: cantidad de aminodcidos presentes en la estructura cristalografica.

12,13, 14, 19: Isomaltosa, isomaltotriosa, isomaltotetraosa e isomaltononaosa respectivamente.

- CABIV 2.1

Leemhuis y colaboradores (2013), hicieron una revisién importante de la estructura de las GS
con base en la informacion de las estructuras cristalograficas que habia hasta ese momento y
los trabajos previos del mismo grupo, poniendo en evidencia la funcidon de cada dominio.

El dominio A es el dominio catalitico y esta constituido por el barril (B/a)s, asi como los
motivos o regiones altamente conservadas |, I, Ill y IV localizadas dentro de la cavidad
catalitica e implicadas directamente en el mecanismo de reaccion (Figura 3b). Este dominio
también tiene un motivo V que comparte con el Dominio B y que esta implicado en la unién a
Ca?* como se observa en la Figura 2b. Estudios recientes han identificado en este dominio la
presencia de dos “Loops”, el primero de ellos denominado Al, localizado en la parte del N-
terminal entre la hebra B7 y la hélice a7, el segundo llamado A2, que conecta la hoja B2 con la
hélice a; (Figura 3a). Dichos “Loops” rodean el sitio catalitico y estan implicados en los
subsitios que interactian con el sustrato donador, la molécula aceptora y también con la
cadena naciente de glucana (Claverie et al., 2017; Claverie et al., 2019). El “Loop” Al esta
insertado entre dos pequefias hélices H1/H2 comunes entre las GS (Figura 3b).

El dominio B se encuentra ubicado junto al dominio catalitico, formado por hasta seis hebras
B anti paralelas y por los “Loops” B1/B2 encontrados en la parte del N-terminal, que
contribuyen a dar forma a la ranura y entrada de la cavidad catalitica y, junto con el dominio
A, forman un sitio de unién a calcio. El dominio B se interrumpe a partir de la hélice as hasta
la hebra Bs del dominio A (Figura 3b).

El dominio C forma la parte inferior de la "U", estd formado por ocho hebras B y aunque se
conserva en todas las GS asi como en las enzimas de la familia GH13, su funcién precisa aun
no es clara.

El dominio IV se encuentra posicionado entre los dominios B y V y no presenta similitud
estructural con otras proteinas. Sin embargo, Pijning y colaboradores (2014), demostraron
por cristalografia que el dominio IV puede funcionar como una especie de “bisagra”
confiriéndole flexibilidad al dominio V y permitiéndole un acercamiento con glucanas desde o
hacia el sitio catalitico. De hecho, la conexién entre los dominios IV y V consiste en dos
tramos de polipéptidos relativamente largos sin estructura secundaria, confiriéndole
flexibilidad.
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Loop Al

Figura 3. a) Vista de la organizacidn de los dominios de la estructura cristalina de Leuconostoc citreum
DSR-M (PDB ID: 5NGY), zoom en los dominios Ay B (mismos colores que la Figura 2) y representacion
de la estructura secundaria de los “Loops” conservados en las GS. b) Representacion esquematica de
los elementos estructurales del sitio catalitico (domino A) barril TIM (B/a)s permutado. Los cilindros
representan ahélices y H1/H2, y las flechas representan hebras B. Los motivos conservados (I-I1V)
estan indicados en la correspondiente hebra B y el motivo V estd indicado al final del dominio B (del
N-terminal) y al inicio de la hélice az del dominio A.

Finalmente, el dominio V esta formado por los segmentos C- y N- terminal, y estd constituido
por varias repeticiones de secuencia de aminodacidos, principalmente repeticiones que
contienen el motivo tirosina/glicina (tipo YG), que participan en la union a la glucana (GBD) y
también con posible funcién de anclaje a la membrana plasmatica. Presenta una estructura
secundaria de mddulos que contienen dos o tres unidades de hebras B (B2/B3) consecutivas
de aproximadamente 21 aminodcidos. Dichas unidades pueden estar constituidas de
horquillas B o por 3 hebras antiparalelas B. Los mddulos estructurales f2/B3 estan dispuestos

de manera repetitiva, lo que resulta en un pliegue de solenoide .

2.1.2.1 Dominio de unién a glucana (GBD)
Cuando aun no se contaba con una estructura cristalografica, en el extremo C-terminal se

ubicaba un dominio denominado de unidn a glucana (GBD) (Figura 2a). Actualmente se sabe
que, el GBD puede estar presente tanto en el extremo del C-terminal como en el N-terminal
del dominio V. En géneros como Lactobacillus, el segmento N-terminal comprende una
mayor longitud de aminoacidos (aa) en las GS, comparado con los géneros Leuconostoc,

Streptococcus, y Weissella. En efecto, mientras que estas ultimas tienen un segmento N-
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terminal de entre 200 a 400 aa, en Lactobacillus representa el doble de extension (Figura 4).
Por otro lado, el GBD presente en el extremo C-terminal en géneros como Leuconostoc
usualmente tienen mayor longitud en comparacién con las diferentes GS. En géneros como
Lactobacillus y Streptococcus el extremo C-terminal de las GS es mas corto, con una
extension de alrededor de 100 aa. En el caso del género Weissella, tal pareciera que se
mantiene la misma longitud en ambos segmentos, con una extensidn de alrededor de 250 aa.
Sin embargo, no hay mas estructuras de esta especie para validar la generalizacién.

13463 (111248007 135 seat S

— ISR o5 7o[T2s0nA361as3 T o5 =il

psev NN ;73 [7T28s T TAsaT st o6 o (N
ASR 130 A ms

W  BE  ay

P BEEC T T

GTF-A

Figura 4. Representacion de la estructura primaria de diferentes GS con estructura cristalografica:
Lactobacillus reuteri 180 (GTF-180), Lactobacillus reuteri 121 (GTF-A), Streptococcus mutans (GTF-SI),
Leuconostoc citreum NRRL B-1299 (DSR-M), Leuconostoc citreum NRRL B-1355 (ASR), Weissella
confusa (WcCab3-DSR). Mismos colores que la Figura 2. La escala representa el nimero de aa.

Mediante estudios basados en deleciones del GBD en el extremo C-terminal, se concluye que
los GBD de las GS proporcionan una plataforma de anclaje de la glucana que permite la unién
y elongacién de los productos sintetizados (Moulis et al., 2006b), pero no se ha esclarecido
cuales elementos estructurales son esenciales o estan involucrados en la funciéon enzimatica,
en particular con el mecanismo de polimerizacién (explicado con mayor detalle en el
apartado 2.1.4).

Los GBD tienen varias secuencias repetidas que muestran homologia con motivos de unién a
carbohidratos en toxinas de Clostridium difficile (Von Eichel-Streiber et al., 1992), cuya
funcion se propuso desde que fueron identificadas, es la de unién de glucana. En efecto, se
trata de un consenso de unidades repetidas tipo YG compuestas por alrededor de 21
aminodacidos, caracterizadas por la aparicién de una glicina ubicada de tres a cinco residuos
después de un grupo que contiene de uno a cuatro residuos aromaticos, que incluye tirosina,
triptéfano y fenilalanina (Giffard y Jacques, 1994). Las estructuras cristalizadas de varias GS
truncadas en sus extremos N- y C- terminal (Tabla 2) arrojan luz sobre el pliegue GBD en el
dominio V, aunque todavia no se han resuelto estructuras con GBD completos. Brison y
colaboradores (2016), lograron cristalizar una GS en complejo con glucosa y gluco-
oligosacdridos, los cuales se encontraron interactuando en “pockets” de unién a glucana
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(también llamados “pockets” de unidn a carbohidratos), proporcionando la primera
evidencia estructural de la interaccién molecular que ocurre entre carbohidratos y el dominio
V. Asi mismo lograron identificar sistematicamente un residuo aromatico (tirosina) en el
fondo de estos “pockets” en una interaccion “staking” con el residuo glucosilo del
carbohidrato al que se suma una red de enlaces de hidrégeno e interacciones de van der
Waals que estabilizan la union. Derivado de este hallazgo, como era de esperarse, se estudio
la mutacidn puntual del residuo aromadtico de tirosina responsable de la interaccién
“stacking”, asi como mutaciones de residuos con interacciones de van der Waals en
elementos repetitivos del GBD. Es asi que, mediante experimentos en gel de electroforesis de
afinidad a glucana, se demostré que dichos residuos son esenciales para la unién de glucana,
y se resaltd especificamente, el rol del residuo aromatico en la elongacion de la glucana
(Claverie etal., 2020). Estas interacciones también fueron demostradas por dindmica
molecular, con un conjunto de gluco-oligosacdridos de hasta 23 unidad de glucosa, y
modelos por homologia para completar el dominio V para las enzimas GTF-180 y la GTF-SI,
concluyéndose que las interacciones mas relevantes tienen lugar con residuos que
pertenecen a las mencionadas repeticiones tipo YG ubicadas en los segmentos N- y C-
terminal del dominio V (Osorio et al., 2019).

Mediante estudios de multialineamiento de secuencias, como es de esperarse, la secuencia
de estos “pockets” de unidn se conserva y se presenta repetidamente en el dominio V de
varias GS conocidas (Brison et al., 2016). De hecho, Claverie y colaboradores (2020),
demostraron que la presencia de mdultiples sitios de unidn mejora la afinidad por las
glucanas, demostrando también como intervienen en el mecanismo de polimerizaciéon. Con
el fin de analizar la funcién del GBD, estos autores seleccionaron dos enzimas con diferente
mecanismo de polimerizacién: DSR-M y DSR-OK de Leuconostoc citreum y Oenococcus
kitaharae respectivamente, y llevaron a cabo mutaciones puntuales, deleciones de los
“pockets” e incluso construccidn de enzimas quiméricas. A la enzima DSR-M que sintetiza
dextrana de bajo peso molecular (con un mecanismo no procesivo) se le intercambiaron los
dominios IV y V de la enzima DSR-OK que sintetiza dextrana de alto peso molecular (con un
mecanismo semi-procesivo) y viceversa. Llegando a conclusiones y propuestas interesantes
entre ellas, los “pockets” de unidén a glucana espacialmente los mdas cercanos al dominio
catalitico juegan un papel importante en el control de la procesividad. Sin embargo, a pesar
de los numerosos esfuerzos, Unicamente se lograron observar cambios significativos en el
mecanismo de sintesis con la mutacidon puntual del residuo de interaccién “stacking” de dos
“pockets” contiguos, obteniendo la disminuciéon de tamafio del polimero, y el cambio de un
mecanismo de sintesis semi-procesivo a uno distributivo. Sin embargo, hasta el momento se
puede concluir que el mecanismo de sintesis no es un fendmeno exclusivo de los GBD, y que
debe haber una conexidn entre los elementos estructurales del sitio catalitico, con el nimero
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y posicion de los “pockets” de unidn a glucana, ademas de la avidez estructural del dominio
IV 'y V para aumentar la cooperatividad entre los “pockets” y sitio catalitico.

2.1.3 Mecanismo de reaccién
El mecanismo de reaccidn de las GS consta de un doble desplazamiento (Figura 5).
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Figura 5. Mecanismo de reaccién general de las GS. D es el residuo nucleofilico, E es el residuo
acido/base, R-OH representa un aceptor que puede ser una cadena creciente de glucana, un aceptor
enddgeno con grupo OH o el agua.

En una primera etapa, el sustrato sacarosa se acomoda en el sitio catalitico donde los grupos
20H vy 30H del glucésido de la sacarosa se unen por puentes de hidrégeno al residuo
estabilizador, para que posteriormente el residuo que actiia como acido/base done su protén
al oxigeno que forma el enlace glucosidico, formandose un estado de transicidn en el que el
atomo de carbono C1 anomérico del sustrato es atacado por el residuo nucleofilico, evento
gue conduce a la formacién del intermediario covalente glucosil-enzima, invirtiéndose la
configuracion y liberandose fructosa. En una segunda etapa, el residuo glucosidico es
atacado por el aceptor (que puede ser el agua) via un segundo ataque nucleofilico con una
segunda inversion de la configuracién que lleva a la retencion de la configuraciéon a-
anomérica, habiéndose demostrado que la triada catalitica estd conformada por tres
aminodcidos carboxilicos altamente conservados, a saber: aspartico que actia como el
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residuo nucleofilico, el glutamico que actia como &acido/base y aspartico actia como el
estabilizador (Vuji¢i¢-Zagar et al., 2010; Leemhuis et al., 2013).

2.1.4 Productos: polisacaridos y gluco-oligosacaridos

Dependiendo de su especificidad, las GS catalizan la formaciéon de cadenas lineales y
ramificadas de glucana con varios tipos de enlaces glicosidicos, a saber: a-(1-2), a-(1-3), a-(1-
4) y/o a-(1-6), (Leemhuis et al., 2012). Generalmente estas enzimas se conocen por el tipo de
producto que sintetizan, por ejemplo, la dextransacarasa (EC 2.4.1.5) sintetiza dextranas o la
mutansacarasa que sintetiza mutana. El primero es un polisacdrido que se caracteriza por
tener enlaces a-(1-6) consecutivos en la cadena principal y en menor proporcion
(aproximadamente un 5%) enlaces ramificados en la posicion a-(1-3), mientras que la
mutansacarasa (EC 2.4.1.125) sintetiza mutanas, polimeros de glucosa con enlaces a-(1-3)
consecutivos en la cadena principal y enlaces ramificados en la posiciéon a-(1-6). La
alternansacarasa (EC 2.4.1.140) sintetiza alternanas denominada asi por alternar enlaces a-
(1-6) y a-(1-3) en la cadena principal; la reuteransacarasa (EC 2.4.1.-) producida por L. reuteri
sintetiza reuteranas que son glucanas con enlaces a-(1-4) consecutivos en la cadena principal
y enlaces ramificados a-(1-6) (Figura 6). También se ha encontrado ramificaciones en a-(1-2)
con cadena principal constituida por enlaces a-(1-6). Un alto porcentaje de ramificaciones a-
(1-2) se producen cuando se incuba con sacarosa como donante y dextrana como aceptor,
transfiriendo los residuos de glucosilo al aceptor mediante un mecanismo bi-bi de ping-pong
a partir de la enzima GBD-CD2, una enzima particular, ya que esta enzima proviene de un
diseiio racional en el que se eliminé uno de los dos dominios cataliticos (CD1 y CD2) que
estaban separados por un GBD de la GS bifuncional DSR-E de Leuconostoc
mesenteroides NRRL B-1299 (Brison et al., 2012). En la Tabla 3 se resume la estructura de
algunos polisacdridos y las enzimas que los sintetizan.

Las diferencias en el tipo y la proporcién de enlaces glucosidicos de las glucanas, tienen su
origen en los aminodcidos que se encuentran alrededor de los subsitios de union al sustrato y
los aminodcidos que guian y orientan a la molécula aceptora hacia el sitio catalitico. Dicho
acomodo, definira el ataque nucleofilico del aceptor al intermediario glucosil-enzima de las
distintas GS (Leemhuis et al., 2012; Pijning et al., 2012; Molina et al., 2019). De igual forma,
se sabe que las GS producen polimero de muy alto peso molecular (>10°Da); sin embargo,
aun no se puede definir si la sintesis del polimero es a través de un mecanismo procesivo o
bien no pocesivo o semi-procesivo. Moulis y colaboradores (2006b), mostraron que dos
moléculas pueden actuar como iniciadores de la polimerizacién: la sacarosa misma y la
glucosa producida por hidrdlisis, prefiriéndose esta ultima cuando ambas existen en
concentraciones similares en el medio de reaccidén. El alargamiento de las cadenas se
produce por transferencia del residuo glucosilo procedente de la sacarosa produciéndose
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inicialmente una serie de gluco-oligosacaridos, cuya concentracién siempre es baja debido a
la alta capacidad aceptora de estos intermediarios, siendo alargados inmediatamente
después de su sintesis para formar polimero de alto peso molecular. Claverie y colaboradores
(2017), reportan la unica dextransacarasa silvestre que produce polimero de bajo peso
molecular (28,000 Da) proveniente de Leuconostoc citreum NRRL B-1299, atribuyéndole un
mecanismo no procesivo, como resultado de observar: 1) una alta propensidn a reconocer a
la sacarosa como un aceptor preferido en la etapa inicial de catalisis, 2) la capacidad de
alargar los gluco-oligosacaridos independientemente de su tamafio, y 3) la presencia de un
dominio V que muestra una capacidad débil para unirse a las cadenas de glucana en
crecimiento.

Tabla 3. Estructura y origen de los principales polisacaridos tipo glucana sintetizados por GS.

Microorganismo Polisacarido Estructura Enzima Referencia
Weissella cibaria a-(1-6) -- 100% (Kang et al.,
cMmUu 2009)
Oenococcus o-(1-6) -- 98% (Vuillemin
kitaharae DSM 17330 o-(1-3) - 2% et al., 2018)
Weissella confusa o-(1-6) -- 97% (Amari
LBAE C39-2 o-(1-3) - 3% Dextransacarasa et al., 2013)

Dextrana -

Leuconostoc (EC2.4.1.5) (Moulis

. o-(1-6) -- 95%
mesenteroides NRRL o-(1-3) - 5% etal.,
B-512F 2006a)
Leuconostoc o-(1-6) -- 61%
mesenteroides NRRL o-(1-2) -- 28% (;anbsr; etal,
B-1299 o-(1-3) - 12%
Streptococcus Mutana o-(1-3) -- 87.5% | Mutansacarasa (Fukushima
mutans GS5, o-(1-6) - 6.7% (EC 2.4.1.125) et al., 1992)
Leuconostoc Citreum Alternana a-(1-6) y a-(1-3) | Alternansacarasa (Molina
NRRL B-1355. 50% (EC 2.4.1.140) et al., 2019)
Leuconostoc reuteri Reuterana o-(1-4) - ~70% | Reuteransacarasa (Kralj et al.,
ATCC 55730 a-(1-6) (EC2.4.1.-) 2005)

Ademas de la sintesis de glucanas a partir de sacarosa, las GS tienen la capacidad de
transferir el residuo glucosilo a dos tipos de aceptores mas: el agua (reaccién de hidrélisis), y
otros azucares, como la maltosa, lo que conduce a la formacidon de gluco-oligosacaridos
(GOS) (Bivolarski et al., 2018). En la reaccién de alargamiento de los gluco-oligosacaridos, el
tamafio (es decir, DP o grado de polimerizacion) de los productos generados depende en
gran medida de la relacion sacarosa/aceptor, la cual parece ser una propiedad general sobre
todo para las dextransacarasas (Shi et al., 2016). Hay reportes especificos de glucosilacién de
otras moléculas como los estevioles, la vitamina C o diversos polioles que no seran revisados
en este trabajo (André et al., 2010).
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Figura 6. Estructuras basicas de glucanas sintetizadas por GS (adaptada de Leemhuis et al., 2013).

2.2 Papel de la dextrana y GOS en la industria

Como se ha descrito, el tamafio, el peso molecular, el tipo y la disposicién de los enlaces a-
glucosidicos, asi como el grado de ramificacion, pueden variar considerablemente de un
polimero a otro. Todos estos factores definen las propiedades fisicoquimicas (especialmente
las reoldgicas), bioldgicas y mecanicas de cada glucana, de las que depende también su
aplicacion. Existe considerable literatura dedicada a los numerosos usos de la dextrana nativa
de alto peso molecular, de la dextrana parcialmente hidrolizada (bajo peso molecular) y mas
recientemente de los GOS. La dextrana ha ganado mercado internacional debido a sus
propiedades de biodegradabilidad y biocompatibilidad, que potencian sus aplicaciones en la
industria alimentaria, farmacéutica, biomaterial, cosmética y quimica fina. Otra caracteristica
gue con frecuencia se sefiala es el hecho de que la dextrana se obtiene a partir de recursos
renovables como es el caso de la sacarosa.

La dextrana de bajo peso molecular es la de mayor impacto en el mercado farmacéutico y su
aplicacion data de los afios 40 (Gronwall y Ingelman, 1984). El impulso inicial para su
produccién comercial fue su aplicacion como agente terapéutico, funcionando como
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expansor y mejorador del plasma sanguineo, restaurando el volumen de sangre para victimas
gue requerian de transfusién de sangre durante la segunda guerra mundial. Actualmente se
emplean fracciones de PM entre 40,000 a 70,000 Da para este uso (Diz-Kliglikkaya y Lopez,
2018). También dentro de la industria farmacéutica, se ha utilizado el Sulfato-dextrana,
actuando como anticoagulante y la Hierro-dextrana que es un medicamento para el
tratamiento de anemia, existiendo tanto el grado humano como veterinario (Hall y Ricketts,
1952; Johnson, 1979).

Otro uso de las dextranas es su aplicacion como emulsificante en las soluciones de la
industria fotografica, y como gelificante para la obtencion de empaques cromatograficos (el
Sephadex®), que se obtiene por reaccion de una solucion alcalina de dextrana con
epiclorhidrina para dar cadenas reticuladas (De Belder, 1993). Es sin embargo en la industria
alimentaria donde la dextrana nativa y sus derivados han obtenido mas aplicaciones. A saber,
la Administracion de Drogas y Alimentos (FDA por sus siglas en inglés) de los Estados Unidos
actualmente considera a la dextrana como aditivo GRAS (generalmente reconocido como
seguro) para aplicaciones de alimentos y piensos. De mayor interés dentro de la industria
alimentaria, son las aplicaciones como sustituto de hidrocoloides en masas fermentadas de
trigo, con lo cual ha ganado mercado como sustituto de gluten para obtener un pan con
propiedades sensoriales aceptables (Galle et al., 2010). Aunque no se espera que la dextrana
desplace del mercado a otros hidrocoloides de gran volumen y bajo costo, como la goma de
xantana, ha logrado la captacion de un mercado importante y se considera una opcidén viable
para otras aplicaciones (Garibay et al., 1993), sobre todo por su capacidad de alterar las
propiedades de flujo del agua. En resumen, la dexrana tiene usos potenciales como
gelificante, crioportector, agente aglutinante, viscosificante, texturizante y emulsionante en
varios productos alimenticios (Bejar et al., 2013; Kothari et al., 2015).

Las dextranas también se usan en varias formulaciones para el mercado de los cosméticos
ofreciendo muchas ventajas como ingredientes, donde la excelente biocompatibilidad, las
propiedades hidratantes y la estabilidad ocupan un lugar destacado en la lista de requisitos
(Sajna, et al., 2015). Se han descrito muchos otros usos potenciales de las dextrana, a saber,
para la construccion de sistemas de suministro de medicamentos y administracién de
farmacos dirigidos: como profarmaco, nanoparticula, nanogel, microesferas y micelas (Chen
etal., 2020).

Por otro lado, existe un creciente interés en los gluco-oligosacaridos desde que se demostrd
su caracter prebidtico, es decir, ingredientes alimenticios funcionales para modular la
composicion de la microbiota coldnica y proporcionar beneficios a la salud del huésped
(Petrova y Petrov, 2017). Esto ha hecho crecer el interés en las GS para la sintesis de gluco-
oligosacaridos funcionales ya sea como edulcorantes o como fibra dietética (Patel y Goyal,
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2011). Se sabe que los enlaces a-(1-6) y en particular los a-(1-2) son resistentes a la hidrélisis
por enzimas intestinales humanas, lo que resulta en la digestion lenta de dextrana en
humanos (Remaud-Simeon et al., 1994). A este respecto, por mencionar algunos ejemplos,
los GOS sintetizados por Weissella cibaria RBA12 aislada de la fruta pomelo, demostraron un
mayor crecimiento de especies de Bifidobacterium y Lactobacillus, y el crecimiento
controlado de bacterias entéricas no probidticas (Baruah et al., 2017). Otro ejemplo es la
sintesis de GOS con potencial prebidtico por una GS Leuconostoc mesenteroides URE13 con
un grado de polimerizacion de 3 a 6 usando maltosa, rafinosa y lactosa como aceptor
(Bivolarski et al., 2018).

2.2.1 Dextrana en alimentos fermentados
La fermentacion se ha aplicado durante miles de afios como un método para preservar los

alimentos perecederos. Una gran variedad de bebidas y alimentos fermentados tradicionales
se elaboran con cultivos mixtos de microorganismos para metabolizar los diversos
carbohidratos, aprovechando diferentes fuentes de carbono para su crecimiento. Hoy en dia,
una gran variedad de alimentos fermentados se consume en todo el mundo y son apreciados
por sus propiedades organolépticas y sensoriales, como: queso, yogur, cerveza, vino, pan,
masa agria, masa de trigo, aceitunas, encurtidos, por mencionar algunos (Tamang etal.,
2016). Buena parte de estos productos son importantes para el consumo humano por sus
beneficios nutrimentales, contenido calérico y por su impacto en la economia y las culturas
alimentarias correspondientes. Es bien sabido que las LAB son de los principales
microorganismos encargados de la fermentacién de vegetales promoviendo cambios
moleculares de la materia prima, particularmente una rapida acidificacidon por la produccién
de acido lactico, ademas de varios otros compuestos importantes como etanol, diéxido de
carbono, bacteriocinas, exopolisacdridos (EPS), compuestos aromdticos y enzimas utiles. En
consecuencia, se mejoran las propiedades fisicas, los efectos funcionales y benéficos para la
salud humana cuando se consumen (Welman and Maddox, 2003; Zhou et al., 2019). En
general, las LAB dedican una pequefia parte de sus sustratos de sacarosa al proceso de
produccién de EPS, y los miembros de LAB que juegan un papel central en el proceso de
fermentacion pertenecen a los géneros: Carnobacterium, Enterococcus, Lactobacillus,
Lactococcus, Leuconostoc, Oenococcus, Pediococcus, Streptococcus, Tetragenococcus,
Vagococcus y Weissella (Stiles y Holzapfel, 1997; Tamang etal., 2016). Las cepas de
Leuconostoc y Weissella han sido de gran interés por su capacidad de producir EPS v,
especificamente, homopolisacaridos de tipo fructana y/o glucana (Escalante et al., 2008;
Katina et al., 2009; Torres-Rodriguez et al., 2014; Adesulu-Dahunsi et al., 2018; Shi et al.,
2019; Besrour-Aouam et al., 2021).
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En particular, es de nuestro interés el género Weissella, del que se han aislado numerosas
cepas provenientes de una gran variedad de alimentos fermentados que incluyen frutas,
alimentos a base de verduras y alimentos a base de almidén o cereales, seglin se resume en
la Tabla 4.

Tabla 4. Cepas del género Weissella aisladas de alimentos (en su mayoria fermentados).

Fermentado Cepa de Weissella Referencia
K.|m.ch| (verduras W. koreensis (Lee et al., 2002)
principalmente col)
Pomelo W. cibaria (Baruah et al., 2017)
Coliflor W. cibaria (Ahmed et al., 2012)

W. cibaria, W. confusa, W.
paramesenteroides
W. confusa, W. hellenica, W.
paramesenteroides

Tofu (Chao et al., 2008)

Chicha (bebida a base de maiz) (Elizaquivel et al., 2015)

Sauerkraut Weissella spp. (Plengvidhya et al., 2007)
“" h” H
Sourdough” (masa de trigo W. confusa (Amari et al., 2013)
fermentada)

Grupo de la Dra. Carmen
Wacher de la Facultad de
Quimica de la UNAM

W. confusa, W.

Pozol (maiz nixtamalizado) . _
paramesenteroides, W. cibaria

La identificacion frecuente de Weissella spp. en una gran variedad de alimentos fermentados
demuestra su capacidad para adaptarse a una gran diversidad de ambientes y desempeifiar
un papel importante en el proceso de fermentacidn. Tal es el caso del pozol, un alimento
fermentado tradicional de origen maya, que se obtiene de la fermentacién de la masa de
maiz nixtamalizado y da lugar a una bebida acida, refrescante y no alcohélica (Wacher et al.,
1993). En el pozol, bacterias acidas lacticas amiloliticas (ALAB) como Streptococcus,
Lactococcus y Enterococcus, y bacterias acido lacticas no amiloliticas (NALAB) como Weissella
son clave para el proceso de fermentacion de la masa de maiz nixtamalizada. En realidad, se
sabe desde hace tiempo que Weissella es uno de los géneros predominantes de NALAB en el
pozol, detectando la presencia de este género al principio de la fermentacion principalmente
(Hernandez et al., 2021). En un proceso similar como es la fermentaciéon de masa de trigo,
Weissella spp. ha demostrado que es importante, debido a su capacidad de produccién de
dextrana, la cual confiere al alimento mejora en la textura, vida de anaquel y valor
nutrimental. (Bounaix et al., 2009; Katina et al., 2009; Galle et al., 2010).

Por lo anteriormente expuesto, el estudio de la sintesis de glucanas y en especial la dextrana
por GS producidas por microorganismos aislados de alimentos complejos, y sus
caracteristicas estructurales ha sido un tema de creciente interés por los grupos de
biocatdlisis. En el grupo del Dr. Agustin Lépez-Munguia se trabajé con un conjunto de cepas
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de Weissella, previamente aisladas del pozol por trabajos realizados por la Dra. Carmen
Wacher-Rodarte en el Departamento de Alimentos de la Facultad de Quimica de la
Universidad Nacional Auténoma de México. Se secuencio el genoma de dos de estas cepas
WcL17 y Wcp-3a por su potencial para degradar carbohidratos disponibles en la masa de
maiz nixtamalizado, y también, por su actividad glicosiltransferasa (Hernandez et al., 2021).
Se logré la expresidn heterdloga del gen codificante para una glicosiltransferasa de la familia
GH70 de la cepa Wcp-3a. Estudios preliminares sobre los productos de esta enzima
permitieron identificar una glucana de bajo peso molecular, la cual es de particular interés
debido a que la mayor parte de las GS caracterizadas bioquimicamente de este y otros
géneros sintetizan glucanas de alto peso molecular (Hernandez y Lépez-Munguia, 2018).
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3. HIPOTESIS

La glucosiltransferasa de Wcp-3a del genero Weissella en particular de la especie confusa
producen poli y oligo- sacaridos con caracteristicas de estructura y funcién novedosas.

4. OBIJETIVOS

4.1 Objetivo general:
Producir y caracterizar una enzima del tipo glucosiltransferasa del genero Weissella sp.
proveniente del pozol.

4.2 Objetivos particulares:
e Producir, purificar y caracterizar la enzima glucosiltransferasa Dsr_Wcp-3a de la cepa
Weissella confusa Wcp-3a.

e Estudiar el proceso y la cinética de sintesis de poli- y oligo- sacaridos, y la estructura de los
mismos.

e Generar un modelo estructural de la enzima Dsr_Wcp-3a por homologia.
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5.1 Expresidon heterdloga del gen en una cepa de expresion

La produccién de la enzima dextransacarasa (Dsr_Wcp-3a) de Weissella confusa Wcp-3a se
realiza a partir de la transformacién de células electrocompetentes de E. coli BL21 DE3 star™
con 2 ulL de la construccidén pET-22b (+) que contiene el gen que codifica para Dsr_Wcp-3a.
Las células transformadas se recuperan en 800 uL de medio Luria-Bertani (LB) y se incuban a
37 °C durante 1 h. Posteriormente se selecciona la colonia transformada en cajas Petri con
agar LB adicionadas con 200 pug/mL de ampicilina. Se realiza el preinéculo de las células
transformadas (una sola colonia) en 5 mL de medio LB con ampicilina por 6 hr a 37 °Cy 200
rpm. Se toma una alicuota de 3 mL del primer preindculo para incubarlas en matraces con 30
mL de medio LB con ampicilina por 12 hr a 37 °C y 200 rpm. Se inocula 5 mL del segundo
preindculo en 0.5 L de medio Terrific Broth (TB) adicionado con 200 pg/mL de ampicilina. El
indculo se incuba por 2.5 hr aproximadamente a 37 °C y 200 rpm hasta obtener una ODego de
0.6, momento en el cual se realiza la induccién con isopropil-B-D-1-tiagalactopirandsido
(IPTG) durante 8 hr a 18 °C y 200 rpm. Pasado el tiempo de incubacién, las células se
centrifugan a 9,000 rpm durante 20 min y a 4°C, inmediatamente se lavan con buffer
acetatos 50 mM a pH 6.0. La pastilla celular obtenida se resuspende en buffer acetatos 50
mM, pH 6.0, se adiciona lisozima a razén de 1 mg por mL y se deja en hielo por 30 min.
Posteriormente, se congela y descongela tres veces y por ultimo se realiza una sonicacién
con 3 pulsos de 15 seg y se centrifuga a 9,000 rpm durante 40 min, obteniendo asi el extracto
enzimatico. El sobrenadante se separa de los restos celulares y cada fraccién (fraccién
soluble y fracciéon insoluble) se analizan por separado.

5.2 Cuantificacién de proteinas
Para realizar la cuantificacion de proteinas se realiza empleando el método de Bradford

(Bradford, 1976). Se utiliza el reactivo Protein Assay (Bio-Rad) y se compara los valores con
una curva de calibracién, usando seroalbimina bovina (BSA) como estandar de medicidn a
A595 nm.

5.3 Purificacion parcial enzimatica mediante choque osmaético

Para la purificacion parcial de la enzima del espacio periplasmatico de E. coli BL21 DE3 star™
por choque osmético, primero se centrifuga las células obtenidas de la fermentacién a 9,000
rom durante 20 min a 4°C y posteriormente se lavan con buffer acetatos 50 mM pH 6.0.
Inmediatamente después se resuspenden las células en el Buffer A y se incuban durante 30
minutos en hielo, se invierte ligeramente la suspensién con intervalos regulares. A
continuacion, se centrifuga la suspension de células a 9,000 rpm a 4°C durante 20 min, se
desecha el sobrenadante. Una vez concentradas, las células se incuban en el Buffer B por 30
minutos en hielo, se invierte ligeramente la suspensidn con intervalos regulares. A
continuacion, se centrifuga la suspensién a 9,000 rpm a 4°C durante 20 min. El sobrenadante
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y “pellet” celular se guardan para posterior analisis. Por ultimo, se realiza un dializado del
sobrenadante contra buffer de 50 mM de acetatos a pH 6.0.

Buffer A: 200 mM Tris-HCI, 200 g/L de sorbitol, 100 mM de EDTA, pH 8.0.
Buffer B: 10 mM Tris-HCI, 5 mM MgS0a4, 0.2% SDS, 1% Triton X-100, pH 8.0.

5.4 Electroforesis en gel de poliacrilamida (SDS-PAGE)

Para verificar el peso molecular y la pureza de la enzima se emplea la electroforesis en gel de
poliacrilamida al 8% en condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE). Las proteinas se cargan en
carriles separados mezcladas con buffer de carga para proteinas adicionado con 10% de
agente reductor, el B-mercaptoetanol. Para la electroforesis, se emplea un campo eléctrico a
10 mA en buffer de corrida, y al término de la corrida el gel se tifie con solucién de azul
Coomasie R-250.

Buffer de carga: 0.125 M Tris-Cl, pH 6.8, 4% SDS, 20% Glicerol y 10% de B-mercaptoetanol.
Buffer de corrida: 0.025 M Tris pH 8.3, 0.192 M Glicina y 0.1% SDS.

Para la deteccién de actividad dextransacarasa mediante un zimograma, el gel se carga por
duplicado para su posterior comparacién. El gel se divide en dos y una parte (la que no tiene
marcador de peso molecular) se lava 3 veces por 20 min con una solucién de Tween 80 al 1%
(v/v) en buffer de acetatos 50mM y pH 6.0 y después se lava con buffer de acetatos dos
veces. Posteriormente se incuba con sacarosa al 10% en buffer acetatos 50 mM pH 6.0
durante 4 hr a 30 °C. Después del periodo de incubacidn el gel se lava con una solucién de
etanol al 70% durante 20 min. Posteriormente, el gel se incuba en una solucion de acido
peryédico al 0.7% mas acido acético al 5% durante 30 min, inmediatamente después se lava
con una soluciéon de acido acético al 5% con metabisulfito de sodio al 0.2% hasta obtener un
fondo claro en el gel. Finalmente, el gel se incuba con reactivo de Schiff durante 20 min. Este,
al entrar en contacto con el polimero formado por accién de la enzima, se torna de color
morado, permitiendo ubicar la banda en la que esta presente la actividad dextransacarasa.

5.5 Determinacion de la actividad dextransacarasa
Para la determinacion de la actividad dextransacarasa, se lleva a cabo la reaccidon enzimatica

a una concentracion de sacarosa a la saturacion (100 g/L) en amortiguador de acetatos 50
mM a pH 6, midiendo las velocidades iniciales de reaccién. Se mide la liberacién de azlcares
reductores o de manera especifica, la liberacion de fructosa y glucosa.

Los azucares reductores se cuantifican mediante el método del acido 3,5-dinitrosalicilico
(DNS) propuesto por Miller (1959). Se mide la absorbancia a A540 nm y se compara los
valores con una curva de calibracion elaborada con una soluciéon equimolar de glucosa y
fructosa como referencia.
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Especificamente, la actividad enzimatica global se determina a una concentracién de
sacarosa del 100 g/L, pH 6.0 a 30 °C. Una unidad de actividad dextransacarasa (U), esta
definida como la cantidad de enzima que libera 1 umol de fructosa por minuto.

5.6 Cuantificacion de glucosa, fructosa y sacarosa por HPLC
Las concentraciones de glucosa, fructosa y sacarosa en el medio de reaccién se cuantifican

mediante cromatografia liquida de alta eficiencia (HPLC), utilizando un equipo Ultimate 3000
Dionex con una columna aminada Prevail, se emplea una fase mévil de acetonitrilo: agua
75:25 v/v a un flujo de 1.0 mL/min a una temperatura de 30°C equipado con un detector de
indice de refraccion. Se realiza una curva patréon a partir de un estandar de 10 mg/mL con
fructosa, glucosa y sacarosa.

5.7 Sintesis enzimatica del polisacarido
La sintesis del polisacarido se realiza a partir de sacarosa como sustrato (100 g/L) en buffer

de acetatos a 50 mM a pH 6, a 30°C y a 300 rpm con una actividad enzimatica de 2U/mL, en
un volumen final de 600 uL. La conversidon de sacarosa se monitorea midiendo los azlcares
reductores liberados en el medio de reaccidn (ver apartado 5.6).

5.8 Perfil del polisacarido por GPC

Los productos sintetizados se analizan por cromatografia de permeacién en gel (GPC) con un
equipo de HPLC Ultimate 3000 Dionex equipado con un detector de indice de refraccién. Se
emplea una columna Ultrahydrogel Linear (7.8 mm x 300 mm) con un tamafio de exclusién
molecular de 0.50 a 10,000 KDa, se emplea un flujo constante de 0.8 mL/min y la columna se
mantiene a una temperatura de 37 °C con una fase mévil de NaNO3 0.1 M.

5.9 Andlisis de 'H y 3C-RMN de la glucana de Dsr_Wcp-3a y de L. mesenteroides B512-F
Después de producir el polisacarido (ver apartado 5.7), se realiza su precipitacién con dos

volumenes de etanol a 4 °C, una vez obtenido el precipitado, se centrifuga y se dializa contra
agua destilada a 4 °C. Posteriormente el polisacdrido se liofiliza para su andlisis.

Antes de la espectroscopia de RMN, las muestras se disuelven en agua deuterada D;0. Los
espectros se adquirieren en un espectrometro Bruker Avance Il HD que funciona a 500 MHz
para nucleos 'H y 125 MHz para nucleos 3C, respectivamente. La sefial de HOD se suprime
aplicando una secuencia de presaturacion. Los desplazamientos quimicos se enumeran en
partes por millén (ppm), se refieren a D20 y se realizan sobre la base del andlisis espectral *H-
IH COSY, H-'H TOCSY, NOESY, HSQC y HMBC. El porcentaje de enlaces a se calcula a partir
de las intensidades relativas de las sefiales anoméricas.
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5.10 Sintesis enzimatica de gluco-oligosacaridos

La sintesis de gluco-oligosacdridos se realiza a partir de sacarosa como sustrato a una
concentracién de 100 g/L en buffer de acetatos a 50 mM a pH 6, 30°C y 300 rpm. Se utiliza
maltosa o una mezcla de isomaltosa e isomaltotriosa como aceptor a una concentracién de
50 g/L en un volumen final de 600 pL. La conversion de sacarosa se monitorea midiendo la
fructosa y glucosa libres en el medio de reaccién (ver apartado 5.6).

5.11 Perfil de gluco-oligosacaridos por TLC y HPAEC-PAD

Se verifica la produccién de gluco-oligosacdridos por cromatografia en capa fina. Los
resultados obtenidos en las placas se corroboran por cromatografia de intercambio aniénico
(HPAEC-PAD) en un equipo Dionex equipado con un detector electroquimico (ED50 Dionex) y
se utiliza una columna CarboPac PA-200 (2 x 250 mm). La columna se equilibra a 30°C con
100 mM de NaOH a un flujo de 0.5 mL/min y los gluco-oligosacéaridos se eluyen con un
gradiente de acetato de sodio.

5.12 Identificacion de estructura primaria de proteinas a través de la Espectrometria de
Masas de alta resolucion.
Los analisis se llevaron a cabo en la Unidad de Protedmica del Instituto de Biotecnologia-

UNAM. Primeramente, las muestras son reducidas con dithiothreitol, alquiladas con
iodoacetamide y digeridas “in gel” con Tripsina (Promega Sequencing Grade Modified
Trypsin) en una solucién de 50mM bicarbonato de amonio (pH 8.2) durante 18 hr a 37°C. A
continuacion, los péptidos producidos por clivaje enzimatico se desalan y se aplican en un
sistema LC-MS (Liquid Chromatography-Mass Spectrometry) compuesto de una bomba de
nanoflujo EASY-nLC Il (Thermo-Fisher) acoplado a un espectrometro de masas LTQ-Orbitrap
Velos (Thermo-Fisher) con fuente de ionizacidn tipo nano-electrospray (ESI). La calibracion
del espectrémetro se realiza con una solucidon Calmix (N-butilamina, cafeina, péptido Met-
Arg-Phe-Ala y Ultramark 1621).

En la cromatografia de liquidos de nano flujo en linea se utiliza un sistema gradiente de 2-
85% de solvente B (agua/acetonitrilo con 0.1% de acido férmico) y solvente A (agua con 0.1
% de acido féormico) en 120 minutos, en la cual se utiliza una columna capilar (ID 0.75 pum vy
10 cm largo RP-C18). El flujo del sistema LC es de 10 pl/minuto.

Posteriormente, el escaneo total de iones (Full Scan) se realiza en el analizador Orbitrap con
un poder de resolucion de masas (Resolution Power; RP=m/FWHM) de 30,000. Para la
fragmentacion de los péptidos se aplican los métodos de CID (Collision-Induced Dissociation)
y HCD (High-energy Collision Dissociation) con un poder de resolucion de masas (Resolution
Power; RP=m/FWHM) de 15,000. Todos los espectros son adquiridos en modo de deteccion
positivo. La ejecuciéon y captura de los datos de fragmentacidn se realizan de forma
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dependiente del escaneo total de iones segun las cargas pre-determinadas (solamente se
fragmentan iones con carga z2+, z3+ y z4+) con un ancho de aislamiento de 3.0 (m/z), energia
de colisién normalizada de 35 unidades arbitrarias, activacion Q de 0.250, tiempo de
activacion de 10 milisegundos y tiempo maximo de inyeccién de 10 milisegundos por micro-
escaneo. Durante la captura automatica de los datos se utiliza la exclusiéon dindmica de iones:
(i) lista de exclusiéon de 500 iones, (ii) tiempo de pre-exclusidon de 30 segundos y (iii) tiempo
de exclusion de 70 segundos.

Por ultimo, la identificacién de proteinas se obtiene a partir de los datos espectrométricos en
formato.raw en el programa Proteome Discoverer 1.4.1.14 a través del motor de busqueda
Sequest HT. Para la buisqueda de identidad se utiliza la secuencia de la proteina Dsr_Wcp-3a
y E. coli (UniProt) datos invertida (Decoy database) como herramienta del programa de
validacién “Percolator”. Se utiliza un FDR-False Discovery Rate (Minimo) de 0.01 y FDR 0.05
(Maximo). La tolerancia maxima de diferencia de masas moleculares del ion precursor
cuando comparados los valores tedricos contra experimentales (precursor mass tolerance) es
de 20 ppm y la tolerancia para los fragmentos que se obtienen por disociacién del ion
precursor (fragment mass tolerance) es de 0.6 Da.

5.13 Comparacion in silico y modelado 3D
Se realiza una comparacién in silico (siguiendo el protocolo descrito por Jabeen y

colaboradores (2019)) de la enzima Dsr_Wocp-3a para obtener una aproximacién de la
estructura atdomica de la cadena polipeptidica con base en las estructuras cristalizadas ya
conocidas de enzimas relacionadas. En general, se siguen los siguientes pasos: 1) estudiar y
conocer la secuencia objetivo; 2) seleccién de los templados; 3) multialineamiento de
secuencias; 4) construccion del modelo; 5) refinado del modelo; 6) evaluacién del modelo.

-34-



6. Resultados y discusiones

6.1 Expresion heterdloga en E. coli de la enzima Dsr_Wcp-3a

El gen Dsr_Wcp-3a clonado en el vector pET-22b(+) se transformd en las cepas de expresion
de E. coli: BL21 DE3, C41 y Rosseta 2, con la finalidad de elegir aquella en la cual se obtenga
la mejor expresion de la enzima. Estas cepas se han utilizado previamente para expresar este
tipo de enzimas (Ko et al., 2012). Después de obtener los extractos enzimaticos, como se
detalla en la seccion de materiales y métodos, se analizaron en un gel SDS-PAGE las
fracciones solubles e insolubles, y se observd expresion solo en la cepa BL21 DE3, aunque no
de manera significativa (ver Figura 7, carril EE). Como control negativo se utilizaron células de
E. coli BL21 DE3 transformadas sin el gen clonado, aprovechando que la cepa de E. coli BL21
DE3 no tienen ninguna GS en su genoma. Por otro lado, en las cepas C41 y Rosseta 2 no
mostraron expresién del gen ni actividad enzimatica. En el caso de la cepa de expresion
Rosseta 2 se considera que la baja o nula expresién se debe principalmente a la carga
metabdlica adicional para E. coli.,, ya que contiene pldsmidos que codifican tRNA para
codones raros para E. coli. Para el caso de la cepa de expresidén C41, al igual que Rosseta 2, se
piensa que puede deberse a una carga metabdlica adicional, en este caso las células
contienen un plasmido (pLysS) que codifica para la lisozima T7 que suprime la expresién
basal de la RNA polimerasa T7.

Posteriormente, se compard el nivel de expresién en tres medios de cultivo diferentes: Luria-
Bertani (LB), 2xYT y Terrific Broth (TB), siendo en este ultimo donde se obtuvo
aproximadamente el doble de expresidon de la enzima con la cepa BL21 DE3 (datos no
mostrados), en términos de las unidades de actividad y condiciones definidas en la
Metodologia. El medio TB al contener mayor cantidad de nutrientes y fuente de carbono
como el glicerol, debe ayudar al mantenimiento de las células y mejorar la expresion de la
proteina.

A continuacién, se cuantificé la actividad enzimatica total y la cantidad de proteinas
producidas en 100 mL de cultivo TB con la cepa BL21 y simultdaneamente se llevd a cabo la
purificaciéon parcial de la enzima por choque osmdtico, ya que el vector de expresion
contiene una secuencia sefial pelB que dirige la enzima al espacio periplasmico de E. coli. Los
resultados se muestran en la Tabla 5.
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Tabla 5. Actividad enzimatica obtenida en el proceso de produccion y purificacion parcial de la enzima
Dsr_Wocp-3a expresada en E. coli BL21 DE3.

Muestra Volumen [Actividad| Proteinas Actividad Factorde |Rendimiento
total (mL)| total (U) [totales (mg)| especifica (U/mg) | purificacion %

E

Extracto 15 | 4466 | 36.52 1.22 1 100
enzimatico (EE)

h

(; .oque 15 13.53 1.82 7.43 6 30

osmaético (Osm)

La actividad especifica final de la enzima purificada parcialmente (Osm) mostré un aumento
de seis veces con respecto a la actividad obtenida del extracto enzimatico (EE). En la Figura 7,
se observa un gel de poliacrilamida en el que se muestran las fracciones de proteina y su
actividad enzimatica. En el carril EE se observan de tres a cuatro bandas correspondientes a
un peso molecular superior a la banda de 100 kDa del marcador molecular (PageRuler
#26619) las cuales muestran actividad de acuerdo con lo que se observa en el carril ZE,
correspondiente al zimograma. También se observan las fracciones de proteina purificadas
parcialmente después del tratamiento por choque osmdtico, se observa que tiene el mismo
patrén de bandas con actividad enzimatica que el extracto enzimatico sin purificar (Figura 7,
carril ZE osm).

Zimograma

¥
e

EE Osm M ZE ZE Osm

250

130

g:g : © 100

Figura 7. Analisis del proceso de purificacién parcial de la enzima Dsr_Wcp-3a mediante SDS-PAGE.
MM marcador molecular, EE extracto enzimatico, OSM proteina purificada parcialmente por choque
osmotico, ZE y ZE Osm zimograma de actividad.

Teniendo el antecedente en el grupo de trabajo de una enzima GS proveniente de L.
mesenteroides NRRL B-512F que sufre un proceso de autoproteolisis (Sanchez-Gonzélez
etal., 1999), se decidid realizar un estudio del nivel de expresién del gen y sintesis de la
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enzima Dsr_Wocp-3a en funcién del tiempo de

induccion (Figura 8a) asi como un estudio de la

estabilidad de la enzima, incubando el extracto enzimatico y analizando la enzima a lo largo

del tiempo de incubacion (Figura 8b), esto con el fin de tener claro cdmo se producen las

formas de menor tamafio. Para llevar a cabo estos experimentos se decidié también cambiar

el sistema de expresion empleando la cepa BL21 DE3 star™, cuyo genotipo adicional lleva un

gen mutado (rnel31) que codifica una enzima RNasa E truncada que carece de la capacidad

de degradar el ARNm, lo que resulta en un aumento de la estabilidad del ARNm sobre todo

para proteinas que se consideran grandes (Waegeman y Soetaert, 2011).

Los resultados de estos estudios se muestran en la Figura 8, en la que se muestra que no hay

un cambio considerable en el patrén de las fracciones de proteina que indicara una

sobreexpresion en algin momento de la induccién durante las 16 horas del experimento

(Figura 8a). Tampoco se observa una disminucién de bandas derivado de protedlisis a lo largo

de la induccién. La banda correspondiente al peso tedrico (~180 kDa) de la enzima completa

esta sefialada con una flecha roja.

En la Figura 8b se observa que las bandas de actividad enzimatica se mantienen aun después

de 40 horas, sin que se aprecie un cambio en el patrén de las fracciones que indicara

protedlisis a lo largo de la incubacién, por lo
extracto enzimatico.

que se descarta un proceso proteolitico en el

)
s

-

Ohr 2hr 4hr 6hr MM 8hr 16 hr

Ohr 1hr 2hr MM 4hr 8hr 22hr 34 hr 46 hr

Figura 8. Estudio del nivel de expresidn del geny s

ntesis la enzima Dsr_Wcp-3a en funcion del tiempo

de induccién analizado mediante SDS page (a) y estudio de la estabilidad de la enzima Dsr_Wcp-3a en
el extracto enzimatico en funcién del tiempo de incubacién a 28 °C mediante un zimograma (b).

Posteriormente, se cuantificd la actividad enzimatica en el extracto enzimatico obtenido del

cultivo con la cepa BL21 DE3 star™ durante la sintesis de la enzima y durante su incubacion

en el estudio de estabilidad. Los resultados se

muestran en la Tabla 6 y 7 respectivamente. A

pesar de que se duplicd la actividad volumétrica a las 8 horas de induccién en comparacion

con lo obtenido con la cepa de expresiéon BL21 DE3 (ver Tabla 6, columna EE) sigue siendo
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una actividad volumétrica baja, consecuencia de no haber una sobreexpresion de la enzima
heterdloga (Figura 7 y 8). Por otro lado, no hay una pérdida de la actividad volumétrica
obtenida durante el tiempo de incubacion y puede concluirse que la enzima es estable a 28
°C durante 46 horas.

Tabla 6. Actividad enzimatica obtenida del proceso de produccidon de la enzima Dsr_Wcp-3a
expresada en E.coli BL21 DE3 star™ a diferentes tiempos de induccion.

T,'emp‘f ,de 0hr 2 hr 4 hr 6 hr 8 hr 16 hr EE
induccion
Actividad
U/mL de 0 3.4+/- 4.9+/- 6.3+/- 8.5+/- 2.4+4/- 4.3 +/-
extracto 0.11 0.28 0.08 0.91 0.73 0.83
enzimatico

Nota: Resultados obtenidos a partir de un volumen de cultivo de 0.5 L del cual se tomé un volumen de 50 mL
para realizar el extracto enzimatico para cada toma de muestra en la hora correspondiente.

Tabla 7. Actividad enzimdatica obtenida del proceso de incubacién a 28 °C de la enzima Dsr_Wcp-3a
expresada en E.coli BL21 DE3 star™.

Tiempode | . 1hr 2 hr 4 hr 8hr | 22hr | 34hr | 46hr
incubacion
U/t 2.66 2.85 2.93 3.31 330 | 3.04 2.84 | 297
m +/-0.09 | +/-0.10 | +/-0.56 | +/-0.00 | +/-0.23 | +/-0.12 | +/-0.8 | +/-0.3

Ante los resultados expuestos, ahora se decidié analizar la secuencia del gen de la enzima
Dsr_Wcp-3a. Primeramente, no se encontraron codones de inicio alternativos como GUG vy
UUG, reconocidos por el iniciador N-formilmetionina-tRNA y precedido por supuestos sitios
secundarios de unidén al ribosoma (Belinky et al., 2017). También, se analizé6 el uso de
codones raros para E. coli y se encontraron que tres de ellos (AGA, CCA, GGA) estdn
representados mas veces en el gen que codifica la enzima Dsr_Wcp-3a a lo largo de la
secuencia. Esto nos lleva a pensar que la degradacién parcial observada de la enzima podria
deberse al uso de codones raros, conduciendo a un final prematuro de la traduccién o podria
ralentizar el proceso, exponiendo la proteina a la accidén de proteasas no identificadas antes
del plegamiento completo de la enzima.

No obstante, antes de pensar en realizar experimentos para ocuparnos en el tema de la
expresion de la proteina, se decidié con fines comparativos investigar en la literatura acerca
de la expresidon heterdloga de las distintas GS tomando como referencia la base de datos
CAZy (http://www.cazy.org) informacion que se reporta en la Tabla 8. Dentro de lo

encontrado cabe mencionar que mas de la mitad de las enzimas reportadas en la base de
datos son nativas. También se observa que ocho enzimas han logrado ser expresadas
heterélogamente en cepas de expresion comunes BL21 DE3 y BL21 DE3 star™, y solo una
enzima ha sido producida via la expresion del gen en el organismo gram positivo L. lactis.
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Resulta interesante concluir que no existen reportes exitosos de expresién completa de una
GS cuyo peso molecular se ubique por encima de 160 kDa, incluyendo en esta lista las ocho
enzimas cristalizadas. Tal es el caso de las enzimas DSR-S de L. mesenteroides NRRL B-512F y
la DSR-F de L. mesenteroides B/110-1-2 con 1,527 y 1528 aa y un peso molecular tedrico de
~170 kDa respectivamente (Moulis et al., 2006b; Fraga Vidal et al., 2011). En efecto, a pesar
de usar inhibidores de proteasas y sistemas de expresion como BL21 star™ y Rosseta, no se
logré obtener una forma estable de la enzima DSR-S. Para resolver la problematica de
expresion, Moulis y colaboradores (2006b), realizaron deleciones racionales de la regién
variable incluyendo las ultimas cuatro repeticiones del C-terminal, ya que éstas no tienen
similitud con las GS descritas. Por otro lado, mediante comparacién de secuencias de
aminodacidos, parece que DSR-F posee los mismos dominios que los descritos para GS. Sin
embargo, la region variable es mas larga que en otras GS (por 100 aminoacidos). Por lo cual,
Fraga Vidal y colaboradores (2011), mediante deleciones de dicha regién variable lograron
obtener la expresion estable de la enzima DSR-F.

Tabla 8. Revisién de la integridad estructural de las enzimas GS expresadas heterélogamente
reportadas en la base de datos CAZy.

E .,
Cantidad de .. xpre’smn .
. Cepa de expresion heterdloga Comentarios
Enzimas .
exitosa
BL21 DE3, BL21 DE3 ~160 kDa
9 star™, Lactococcus @ Completas
lactis NZ9800
12 3 170 kD
12 [estan BL21 DE3y BL21 DE3 _ >170kba
cristalizadas de ctar™ ® Versiones truncadas en la
forma incompleta) region variable

Mediante la revisidon llevada a cabo, se puede inferir que existe una problematica comun
cuando se intenta expresar genes de GS con las caracteristicas que evitan tener una
expresion completa del gen. Las caracteristicas se resumen en: poseer un gen que expresa
una proteina de mayor tamafio al promedio (>160 kDa) y también, a contener mayor
cantidad de aminoacidos en la regidn variable.

A pesar de los problemas para obtener una forma homogénea de la enzima se decidio llevar
a cabo la produccién de la enzima en la cepa BL21 DE3 star™, ya que con la actividad
obtenida (Tabla 6) es posible iniciar las reacciones y sintesis de los productos, y una
caracterizacion parcial de la misma. Primeramente, se decidié explorar el comportamiento
de las fracciones en su conjunto (extracto enzimatico), con la idea de comparar su
comportamiento bioquimico con las fracciones por separado. Con este objetivo se separaron
las fracciones por electroforesis (Figura 9), llevando a cabo reacciones con cada fraccién, para
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posteriormente comparar la especificidad de reaccion (ver apartado 6.6 “Especificidad de
productos”). Con las fracciones aisladas se realizé6 también una exploracion de la estructura
de la proteina en los tres fragmentos observados, empleando para ello Espectrometria de
Masas de alta resolucién (LC-MS/MS). La intencidn de este experimento era acercarnos a
definir via un multialineamiento de secuencias (ver Anexo A) el probable inicio y término de
cada una de las fracciones de la proteina (Figura 10).

Zimograma

Fragmentos | PM aprox.
250 (Da)
——_ = 1 165,811
e 2 147,590
130 =
——u - 3 125,725
h—nu--—:
100
et
55

Figura 9. SDS-page y Zimograma de actividad de las formas en que se produce Dsr_Wcp-3a
empleadas en el proyecto. MM marcador molecular, EE extracto enzimatico, ZE zimograma de
actividad. El gel se dejé corriendo hasta que la banda de 55 kDa del MM quede en la parte inferior del
gel.

En la Figura 10 se puede observar un esquema del analisis obtenido de la secuenciacién de
las proteinas presentes en los 3 fragmentos. Primeramente, se puede apreciar un patrén ya
gue los fragmentos se van acortando por el N- terminal. Sin embargo, en el fragmento 3 se
detectd un péptido mas cerca del N-terminal, en una regién que ya no aparece en el
fragmento 2; no obstante, ese péptido podria ser un falso positivo por lo que se prosiguid a
tomar el siguiente péptido para efectos del estudio. En efecto, se observa que hay un corte
mayor por el N-terminal para el fragmento 3’. Sin embargo, podria suceder también que el
fragmento 3 se originara directamente de un corte en el fragmento 1; pero de ser asi, el
fragmento 3 deberia tener un peso molecular mayor que el fragmento 2 y se observaria
entre los fragmentos 1y 2 en el gel SDS-PAGE (Figura 9). En resumen, hubo acortamiento por
el N-terminal de 71 aa, 208 aa, y 353 aa, para los fragmentos 1, 2 y 3’ respectivamente. Muy
probablemente sea por este extremo (N-terminal) que ocurre ya sea la protedlisis o bien la
sintesis incompleta de la proteina. Cualquiera que fuere el motivo de esta eliminacién de
aminodcidos en la proteina, bajo todas las condiciones de produccién que se exploraron en el
proyecto, se obtienen siempre los 3 fragmentos observado en la Figura 9.
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Es interesante sefalar también que por el extremo C-terminal pareciera no haber una
reduccion entre los fragmentos, aunque si, un contundente corte de alrededor de 350 aa en
los tres casos. Esto podria atribuirse a dificultades para la deteccién de péptidos de esta
region, ya que la especificidad de la digestion con tripsina depende de encontrar los
aminodcidos Lys o Arg, y en la region final del C-terminal pueden surgir péptidos de tal
longitud que no puedan ser secuenciados. No se puede descartar que el mismo problema
podria estar ocurriendo en el extremo N-terminal a pesar de que haya contundencia de corte
y reduccién del tamafio de la banda.

Por otro lado, cabe destacar que cada acortamiento se encuentra dentro de la regiéon V (color
rojo en la Figura 10) tanto del N-terminal como del C-terminal por lo que se sigue
manteniendo intacta el segmento que incluye el dominio catalitico.

PM en Da PM en Da
Band: calculado de la % kD edrico del % kD
PS \ IV B A C A B IV \V anda seltulendcia:iéL 2 gt:ISDS-F:(;E 2
|71 1239 349 ‘ 1 136,290 | 75.56 | 165,811 |92.12
rzos 1102 349 ‘ 2 | 121,220 |67.33 | 147,590 |81.99
| 114 \ 1180 365 ‘ s | 12980 [7211] - .
| 353 941 165 ‘ 3 103,510 | 57.51 | 125,725 |69.85

Figura 10. Andlisis comparativo de los fragmentos 1, 2, 3 conteniendo informacién derivada de la
secuenciacion de péptidos de las tres fracciones por LC-MS/MS. Mismos colores que la Figura 2 para
la proteina original.

6.2 Cinética de formacion de polimero

Con el extracto enzimatico obtenido se decidid realizar la sintesis del polisacarido. En un
primer ensayo, se llevaron a cabo reacciones empleando una concentracién de 100 g/L de
sacarosa (292 mM), con 2 U/mL de Dsr_Wcp-3a (refiriéndonos de aqui en adelante al
extracto enzimatico que contiene 3 fragmentos de la enzima), a una temperatura de 30°C de
reaccion y un pH 6.0 utilizando buffer de acetatos 50 mM. Se midieron las concentraciones
de glucosa, fructosa y sacarosa al inicio, durante y al final de las reacciones, siguiendo la
evolucién de la reaccion durante 3 horas. Las reacciones fueron analizadas por HPLC (Figura
11), determinando la conversion de sacarosa.

Por otro lado, la glucosa incorporada a polimero, es decir la eficiencia de la reaccién de
transferencia, se obtuvo de la siguiente de forma:
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Si— S, — Gy

100
s,

T% =
Donde Si es la sacarosa inicial, Sr es la sacarosa residual, Gr es la glucosa libre, que
corresponde a la sacarosa que fue hidrolizada cuando todo se expresa en concentracion
molar.

La cuantificacién de los monosacaridos presentes después del consumo total de sacarosa
reveld6 menos del 2% de glucosa libre, lo que indica que la enzima Dsr_Wcp-3a exhibe
principalmente actividad transferasa (Figura 11), lo que representa una ventaja al no afectar
el rendimiento del producto hidrolizando el sustrato.
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Sacarosa Transferencia
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Figura 11. Evolucion de una reaccidn de sintesis de dextrana empleando 2 U/mL de Dsr_Wcp-3a, a 30
°C, pH 6, buffer de acetatos 50 mM y una concentracion de 100 g/L de sacarosa. El consumo de
sacarosa y aparicién de glucosa y fructosa se cuantificé por HPLC. A partir de los datos finales se
evalud la eficiencia de la reaccién de transferencia.

En el cromatograma de HPAEC-PAD (Figura 12) se pueden apreciar dos etapas de la reaccion.
En la primera de ellas, los gluco-oligosacaridos producidos hasta los 15 minutos de reaccién,
corresponden a una serie constituida por un solo gluco-oligosacarido de glucosa en un
mecanismo no procesivo, ya que su tamafio y su concentracion van aumentando
regularmente con el tiempo. El mecanismo es no procesivo, ya que se sintetizan muy
posiblemente a partir de sacarosa y su peso molecular se incrementa unidad por unidad sin
gue ningun intermediario se acumule. Por otro lado, una segunda etapa se inicia a partir de
los 30 minutos de reaccidn, en la que se observa una serie adicional a la primera, agregando
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otro gluco-oligosacarido que eluye primero que los que se venian formando desde el inicio
de la reaccidn. Es importante sefialar que existen productos adicionales en menor proporcion
a las dos series sefaladas, particularmente en los tiempos iniciales de reaccién (gluco-
oligosacaridos de menor tamafio). En resumen, el mecanismo de la reaccién en términos de
especificidad tiene dos etapas, una inicial, que se ve complementada por otra a partir de 30
minutos, dando lugar a dos series de gluco-oligosacaridos. A los 120 minutos de reaccion se
observa una gama de productos. Pero predominantemente constituidas por los gluco-
oligosacdridos de las dos series de glucana que se manifiestan durante la primera media hora
de reaccidon. Como se demostrara mds adelante, este cambio en la especificidad de la
reacciéon no puede ser explicado de otra forma que por la aparicion en la reaccion de
azUcares “aceptores” provenientes de la propia reaccioén.
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Figura 12. Evolucion de la sintesis de gluco-oligosacaridos de la reaccidn catalizada por Dsr_Wcp-3a, a
30°C, pH 6 en buffer de acetatos 50 mM y 100 g/L de sacarosa, mostrada en cromatogramas de
HPAEC-PAD.

6.3 Produccion del polisacarido
En lo que respecta a la dextrana, el otro producto de la reaccién, en el cromatograma de la

Figura 13 (panel superior) se observa su evolucién durante la reaccion, asi como un peso
molecular promedio de 8,200 Da llamando la atencién por ser relativamente bajo con
respecto a los tamafios caracteristicos de las dextranas de bacterias lacticas. Para calcular
dicho peso molecular se utilizaron estandares comerciales de dextrana (Polymer Standards
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Service-USA, Inc.) con pesos moleculares de 11,600 Da, 5,200 Da, 48,600 Da y una dextrana

de 38,000 Da (Sigma Aldrich), estableciéndose una curva estandar en funcion del tamafio y el

tiempo de elucidon de cada estandar. También se utilizé el estandar de dextrana con peso

molecular de 5,200 Da para realizar una curva estandar con diferente concentracion del

mismo polisacdrido y poder estimar asi el porcentaje de sintesis de polimero, comparado con

los gluco-oligosacaridos (Tabla 9).
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Figura 13. Evolucidn de la sintesis de dextrana durante la reaccion medida mediante HPLC-GPC.
(Panel superior) polimero a los tiempos de reaccién 0, 30, 60 y 180 min; dextrana purificada (Panel

inferior)
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Tabla 9. Rendimiento de los productos de sintesis de Dsr_Wcp-3a en presencia de 100 g/L de
sacarosa.

Glucosa Fructosa Sacarosa Polimero GOS
(g/L) (g/L) (g/L) (g/L)
1 47.5 0 38.11 13.3

Se procedié a purificar la dextrana mediante precipitacién con etanol con el fin de llevar a
cabo su caracterizaciéon (ver apartado 6.5 Caracterizacion del polisacadrido). En el
cromatrograma de la Figura 13 (panel inferior) se observa solo el pico correspondiente a la
dextrana purificada.

6.4 Produccidn de gluco-oligosacaridos

Con el fin de modular la produccién de gluco-oligosacaridos sintetizados por la enzima
Dsr_Wocp-3a, se decidio llevar a cabo un estudio cualitativo de la sintesis de GOS, realizando
una serie de reacciones de sintesis utilizando los siguientes aceptores: una mezcla de
isomaltosa e isomaltotriosa, o maltosa. En un primer ensayo, se llevaron a cabo reacciones
empleando una concentracion de 100 g/L de sacarosa (292 mM) con relaciones 1:2 de una
mezcla de isomaltosa e isomaltotriosa, o maltosa como aceptores, empleando 2 U/mL de
Dsr_Wocp-3a, y siguiendo la evolucion de la reaccidn durante 2 hr. Las reacciones fueron
analizadas por TLC y HPAEC-PAD (Figura 14 y 15).

12 3456 7 8910111213

'.”'30.“
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acarosa Maltosa Isomaltosa

Figura 14. Deteccion de los gluco-oligosacaridos por Cromatografia de capa fina (TLC) sintetizados en
las reacciones con aceptor maltosa y una mezcla de isomaltosa e isomaltotriosa. Carril 1
maltodextrinas, carril 2 maltosa, carril 3 isomaltosa e isomaltotriosa, carril 4 fructosa, glucosa y
sacarosa, carril 5, 6 y 7 reaccién sin aceptor tiempos 0, 30 y 180 min, carril 8, 9 y 10 reaccién con
aceptor maltosa tiempos 0, 15 y 180 min respectivamente, carril 11, 12 y 13 reaccidn con aceptor de
una mezcla de isomaltosa e isomaltotriosa tiempos 0, 15 y 180 min respectivamente.
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En la Figura 14 se puede observar la produccién de gluco-oligosacaridos. En la TLC apenas se
logran separar dichos gluco-oligosacaridos pero es suficiente para mostrar diferencias al
comparar la reaccién de aceptor con la que solo contiene sacarosa (carriles 6 y 7), en la cual
solo se produce polimero, que no migra en la placa. Para cada reaccidon se consume la
sacarosa, se libera fructosa (mancha azul en la parte superior) y no se observa glucosa, que
apareceria como una mancha rosada, lo que implica que no hay hidrdlisis de la sacarosa. Los
productos de las reacciones se analizaron con mayor detalle via HPAEC-PAD (Figura 15).

Para la reaccion del aceptor de la mezcla de isomaltosa e isomaltotriosa se obtiene un perfil
similar al estandar comercial (Polymer Standards Service-USA, Inc.) con peso molecular de
5,200 Da. Cada pico corresponde a un grado de polimerizacién creciente en un residuo de
glucosa con enlaces glucosidicos a-(1-6). Es de suponer que de esta reaccidon de aceptor se
obtienen isomalto-oligosacaridos (IMOS) (Figura 15, panel superior).

De la reaccion con el aceptor maltosa se obtiene un perfil distinto, donde ninguno de los
picos obtenidos empata con el estandar, lo que se explica debido a que la maltosa tiene un
enlace glucosidico a-(1-4) y posteriormente, los residuos de glucosa en a-(1-6), que se
agreguen, se irdn agregando uno a uno de forma no procesiva, como lo muestra la Figura 15,
panel inferior. Es probable que de esta reaccién de aceptor se obtengan malto-oligosacdridos
(MOS).

Se observé una distribucién de DP3 - DP17 de IMOS que fueron producidos usando
isomaltosa e isomaltotriosa como molécula aceptora para la reaccién del aceptor. En el caso
del aceptor maltosa se observd una distribucién de DP3 - DP12 de MOS producidos. Estos
aceptores han sido identificados como los aceptores mas fuertes de las reacciones de
aceptor de las GS (Hu et al., 2017; Bivolarski et al., 2018). Se observa para estos aceptores la
tendencia de cada producto de sintesis siguiente a ser menos preferible para aceptar
unidades de glucosa (Figura 15), no asi cuando se utiliza glucosa como aceptor donde se
puede observar una distribucién de alrededor de DP30 (Figura 16). Para esta ultima reaccidn
de aceptor con glucosa, se corrobora que las glucanas sintetizadas van creciendo a partir de
unidades de glucosa. También, se observa en la Figura 16 una segunda serie que pudiera
deberse a que la sacarosa esté actuando como molécula iniciadora, por lo cual se tendria un
grupo fructosilo en un extremo de la glucana. Es probable que de esta reaccidn de aceptor se
obtengan IMOS e isomalto-oligosacaridos con un grupo fructosilo en un extremo (FIMOS).
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Figura 15. Deteccidn de la formacién de IMOS y MOS por HPAEC-PAD de las reacciones con aceptor.
Panel superior) reaccion con el aceptor de una mezcla de isomaltosa e isomaltotriosa (ISO); Panel
inferior) reaccién con el aceptor maltosa (MAL). En color azul corresponde al perfil de la reaccién con
aceptor al tiempo final (180 min) y en color amarillo corresponde al perfil de un estandar comercial
de dextrana de 5,200 Da.

-47 -



150 1

130

110

Estandar dextrana

—Aceptor glucosa
...IMOS e FIMOS

50

30——J

10

-10 0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30

Tiempo (min)

Figura 16. Deteccién de la formaciéon de IMOS y FIMOS por HPAEC-PAD de la reaccidén con aceptor
glucosa. En color rojo corresponde al perfil de la reaccidn con aceptor al tiempo final (180 min) y en
color amarillo corresponde al perfil de un estandar comercial de dextrana de 5,200 Da.

Desde hace tiempo se ha estudiado este tipo de reaccién de transferencia con la finalidad de
modular las propiedades productivas de las GS. La reaccién de transferencia de las GS
produce polisacaridos u oligosacaridos dependiendo del tipo y concentracion de
carbohidratos aceptores. La actividad GS en presencia de sacarosa solo produce
predominantemente polimero de glucana. Sin embargo, la enzima Dsr_Wcp-3a produce una
cantidad importante de gluco-oligosacdaridos a partir de sacarosa (Figura 12 y Tabla 9). Por
otro lado, tal y como se observa en la Figura 15 y 16 al afadir carbohidratos aceptores
adecuados desplazan la reaccién a gluco-oligosacaridos, por consiguiente, la glucosa, los
disacaridos y trisacaridos con enlaces a glucosidicos son aceptores adecuados para la enzima
Dsr_Wocp-3a.

6.5 Caracterizacion del polisacarido
Para la caracterizacién del producto (GOS y polisacérido), se utilizé una enzima dextranasa

(Enzimas y Productos Quimicos SA de CV) la cual hidroliza los enlaces glucosidicos a-(1-6) del
polimero tipo dextrana. La reaccién de hidrélisis del polimero se llevé a cabo a 30°C, pH 6 en
buffer de acetatos 50 mM utilizando 1uL de dextranasa por mL de reaccidn, siguiendo la
evolucidn de la reaccién hasta que no se observdo cambio en el perfil de hidrélisis en analisis
por TLC y HPAEC-PAD (Figura 17, 18, 19). La dextranasa actua mediante un mecanismo exo-
por lo que se espera la reduccién de las cadenas de forma secuencial. Como control se tratd
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con las mismas condiciones a una dextrana producida en el grupo de trabajo con un peso
molecular de 5,000 Da.

En la Figura 17 se observa la hidrdlisis de la dextrana control, mientras que en la TLC se
aprecia que desde antes de la reaccion (carril 4) hay IMOS presentes y conforme avanza la
reaccion van desapareciendo, concentrandose a la altura de la isomaltosa (I2) e
isomaltotriosa (I3). Se observa también que la mancha del polimero que se ubica en el punto
de aplicacién desaparece a las seis horas. En el cromatograma del HPAEC-PAD se puede
apreciar cdmo se va “rasurando” la dextrana e IMOS de todo tamafio, hasta llegar a
trisacaridos, disacaridos y monosacaridos (glucosa), asi como una serie de tres picos
pequeiios entre el tiempo de retencion 5 y 14 min, que podrian tener enlaces que la
dextranasa no puede hidrolizar.

En la Figura 18 se observa ahora la hidrélisis del polimero sintetizado por la enzima Dsr_Wcp-
3a. En la TLC se aprecia que es también degradada por la dextranasa, ya que desaparece el
polimero en el punto de aplicacién de la muestra (carriles 4 y 5) a las seis horas de reaccion,
concentrandose las sefiales a la altura de la isomaltosa (I2) e isomaltotriosa (I3). En el
cromatograma del HPAEC-PAD se observa que el polimero antes de la reaccién no muestra
compuestos de bajo peso molecular. Sin embargo, a los 30 min de reaccién se empiezan a
observar sefiales de los gluco-oligosacaridos “rasurados” hasta llegar a un patrén similar al
control de una serie de tres y cuatro picos entre el tiempo de retencién 4 y 18 min.

En la Figura 19 se observa la hidrdlisis de los IMOS producidos en la reaccion del aceptor, en
la TLC se obtiene algo muy similar con el control, donde desaparecen los IMOS y la mancha
del punto de aplicacién, concentrandose a la altura de la isomaltosa (I12) e isomaltotriosa (I3).

En el cromatograma del HPAEC-PAD se aprecia que el “rasurado” es casi total, confirmando
gue los isomalto-oligosacaidos producidos estan compuestos exclusivamente de enlaces

glucosidicos a-(1-6).
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Figura 17. Reaccién de hidrélisis del control de dexrana de 5,000 Da con dextranasa. Panel izquierdo) Cromatografia de capa fina, carril 1
maltodextrinas, carril 2 fructosa, glucosa y sacarosa, carril 3 maltosa, isomaltosa e isomaltotriosa, carril 4 polimero antes de ser degradado, carril
5y 6 tiempo de reaccién a los 30 y 180 min respectivamente; Panel derecho) Cromatograma en HPAEC-PAD, en azul corresponde al perfil antes
de la reaccién, en negro y rojo corresponde al perfil a los 30 y 360 min de reaccidn respectivamente.
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Por lo mostrado en el perfil de la reaccidn de hidrélisis a las 6 horas del polimero, habiéndose
guedado picos de gluco-oligosacaridos sin degradar y por los antecedentes que se tienen de
los trabajos realizados por Moulis y colaboradores (2006b) y por Claverie y colaboradores
(2017), donde sugieren que la sacarosa puede actuar como molécula iniciadora de la cadena
creciente que se glucosila a través de la formacion de los enlaces a-(1-6), en consecuencia, se
obtendrian cadenas con fructosa terminal en vez de glucosa terminal. Y esto se puede
detectar sobre todo a tiempos tempranos de reaccion, por lo que se decidid realizar un
monitoreo de la reaccidn en tiempos cortos (Figura 12). En el cromatograma de HPAEC-PAD
se puede apreciar los gluco-oligosacdridos producidos hasta el tiempo de 15 min con series
de un solo pico, los cuales muy posiblemente sean FIMOS. A partir del tiempo 30 min de
reaccion se observan series de dos picos uno de los cuales permanecid creciendo de la serie
anterior y el segundo pico aparecié a la izquierda del primero. De los resultados vistos se
decidié tomar los tiempos de reaccion a los 10 y 30 minutos para tratarlos con una enzima
invertasa.

Después de la incubacion a 40 °C, agitacion constante con la invertasa (Maxinvert 200,000) a
17 U/mL durante 48 hr, los picos muestran el mismo perfil que la dextrana comercial (Figura
20), confirmando la hipdtesis de que la sacarosa actia como iniciador y ademas de que se
demostré en los experimentos anteriores la eficiente digestién con dextranasa. Sin embargo,
como se describe en la seccién 2.1.4 “Productos: polisacdridos y gluco-oligosacaridos” la
dextrana puede estar conformada por ramificaciones, principalmente enlaces ramificados a-
(1-3), y muy probablemente los picos remanentes hasta las seis horas de reaccién de
hidrdlisis tanto en la dextrana control y la dextrana producida por la enzima Dsr_Wcp-3a
sean picos correspondientes a glucanas con fructosa terminal y/o glucanas con
ramificaciones.

Para confirmar y completar el estudio de la estructura de la dextrana producida por la
enzima Dsr_Wocp-3a se hicieron analisis por resonancia magnética nuclear. Se utilizaron
técnicas de 1D RMN (*H y *3C) y 2D homo- (COSY, TOCSY y NOESY) y heteronucleares (HSQC y
HMBC). Se utilizé una dextrana de estructura conocida para ayudar con la asignacién de las
caracteristicas estructurales, especificamente la dextrana comercial de L. mesenteroides B-
512F. Las asignaciones individuales derivadas del analisis de RMN se muestran en la Tabla 10.

Tabla 10. Desplazamientos quimicos (8) de *H/*3C de las dextranas de Dsr_Wcp-3ay B-512F.

1(a-1-

Muestra | | (zl 6) H1(a-1-3)| H1? | H2/C2 | H3/C3 | H4/C4 | H5/C5 | H6, H6’/C6
Dsr_Wcp- | 5.00/ 535/ |5.45/| 3.60/ 3.74/ 3.54/ | 3.93/ | 4.00,3.77/
3a 97.90 - - 71.57 73.59 69.72 | 70.37 65.72
B.512F 5.01/ 535/ |5.27/| 3.60/ 3.74/ 3.54/ | 3.94/ | 4.01,3.79/

97.88 - - 71.60 73.60 69.74 | 70.37 65.73
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La Figura 21 muestra los espectros de RMN 'H y 3C de la dextrana comercial de L.
mesenteroides B-512F y la dextrana de la enzima Dsr_Wcp-3a en D;O. Los resultados
muestran que ambas dextranas dieron espectros muy similares, lo que indica una estructura
similar, aunque con diferentes porcentajes en enlaces a-(1-6) de la cadena principal y de
enlaces ramificados a-(1-3).

En el espectro de RMN de 'H para la dextrana de Dsr_Wcp-3a (Figura 21a), las sefiales
anomeéricas caracteristicas de los residuos de a-glucosilo aparecieron en &4 5.0, 61 5.35 y &u
5.45, respectivamente.
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Figura 20. Deteccion de la degradacidn de la sacarosa inicial por HPAEC-PAD. Panel superior) la serie de picos
obtenidos a los 10 min de reaccidn; Panel inferior) la serie de picos obtenidos a los 30 min de reaccion. En azul
corresponde al perfil antes de la reaccidn, de color rojo después de la reaccidn con invertasa y en color amarillo
corresponde al perfil de un estandar comercial de dextrana de 5,200 Da.
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Figura 21. a) Espectros de RMN *H y 3C de la dextrana sintetizada por la enzima Dsr_Wcp-3a. b) Espectros de RMN *H y 13C de la dextrana comercial de L.
mesenteroides B512-F.
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La sefial anomérica centrada en &4 5.0 fue caracteristica de un enlace glicosidico a-(1-6)
tipico de la cadena principal junto con otra sefial de protdn anomérico de baja intensidad en
6u 5.35 que se debidé a la presencia de una cadena ramificada tipica de enlaces a-(1-3).
También aparece otra sefial de baja intensidad en &4 5.45, la cual no se le pudo asignar a
ninguna rama debido a la falta de correlaciones en los espectros de 2D RMN (anexo B). Se
necesitan experimentos e informacién adicionales para determinar este tipo de enlace. Los
otros protones aparecieron de &4 3.3 a 4.2: 6u = 3.60 (dd, J2,1= 5.0 Hz, J,,3 = 10.0 Hz, H-2),
3.74 (t, J3a= 10.0 Hz, J32= 10.0 Hz, H-3), 3.54 (t, Ja3= 10.0 Hz, J45 = 10.0 Hz, H-4), 3.93 (m, H-
5), 3.77 (m, H-6a), 4,0 (m, H-6b). El pico en 64 4.80 en el espectro es de D,0.

El espectro de RMN de 3C (Figura 21a) estaba de acuerdo con el de RMN de 'H. De hecho,
muestra seis sefiales, entre ellas, las que aparecen en 6¢ 97.90 y 6¢ 65.72, correspondientes a
C-1y C-6, que estan involucradas en enlaces a-(1-6). La resonancia de carbono de enlace en
6c 65.41 muestra dos picos de correlacién en el espectro HSQC (anexo B), lo que indica que
los dos protones del CH; no son idénticos. Las cuatro sefiales restantes que surgen en 6&¢
69.72, 6¢ 70.37, 6¢ 73.59 y 6¢ 71.57 corresponden a C-4, C-5, C-3 y C-2, respectivamente.

En resumen, la dextrana sintetizada por Dsr_Wocp-3a tiene una estructura lineal hecha
constitutivamente por enlaces de unidades D-glucopiranosilo a-(1-6), aproximadamente
7.34% son enlaces ramificados a-(1-3) y 0.92% de un enlace no conocido.

Por otro lado, en el espectro de RMN de 'H para la dextrana comercial de L. mesenteroides
B512-F (Figura 21b), contiene sefales de resonancia para los anoméricos en 6y 5.01, &4 5.26
y &n 5.35. La sefial anomérica en &4 5.01 se asignod al enlace glucosidico a-(1-6) de la cadena
principal, la sefial en 61 5.35 correspondié a ramas unidas a-(1-3) y por ultimo la sefial en 6n
5.26 pudiera asignarse a enlaces ramificados a-(1-2) o residuos de a-D-glucopiranosilo 2,6-di-
O-sustituidos. Los otros protones cuyas sefiales de resonancias estan en la regién de 64 3.4 a
4.2: 64 = 3.60 (dd, J¥1= 5.0 Hz, Jo3= 10.0 Hz, H-2), 3.74 (t, J3,4= 10.0 Hz, J32= 10.0 Hz, H-3),
3.54 (t, 1H, Ja;3=10.0 Hz, Ja5 = 10.0 Hz, H-4), 3.94 (m, H-5), 3.79 (m, H-6a), 4.01 (m, H-6b).

En los espectros de 3C RMN (Figura 21b) se observaron seis resonancias de carbono
principales. Las asignaciones de carbonos de metileno y metino se determinaron mediante el
espectro 2D HSQC. El espectro de RMN de *3C dio una resonancia de campo ascendente que
era metileno 6¢ 65.73 (C-6) mientras que las resonancias restantes eran metino. El valor del
desplazamiento quimico de 3C del carbono anomérico &c 97.88 (C-1) confirma su
configuracion a. Como se muestra en el espectro de 3C RMN, las cuatro sefiales restantes se
desplazan a 6¢ 71.60, &¢ 73.60, 6¢c 69.74, y 6¢ 70.37 que corresponden a C-2, C-3, C-4, y C-5
respectivamente.
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En resumen, la dextrana de B512-F estd compuesto por un 95.24% de enlaces a-(1-6), un
3.81% de enlaces ramificados a-(1-3) y un 0.95% probablemente debido a enlaces
ramificados a-(1-2) o residuos de a-D-glucopiranosilo 2,6-di-O-sustituidos.

Estos resultados son consistentes con los cambios quimicos previos de los datos de RMN de
'H y 13C mostrados para las dextranas reportadas en la literatura. Para diferentes dextranas,
los cambios quimicos de las resonancias de RMN de 'H se informan alrededor de 6x 3 a 4
para los protones H-2, H-3, H-4, H-5 y H-6; y resonancia de sefiales anoméricas en la region
6u 4 a 6 (Seymour, 1979a). Como en nuestro caso, se ha reportado que las dextranas tienen
una estructura lineal formada por enlaces consecutivos de unidades de D-glucopiranosilo a-
(1-6) y se encuentran en &n 4.95 a 4.98 (Seymour, 1979a; Seymour, 1979b; Maina et al.,
2008; Bounaix et al., 2009; Purama et al., 2009). En otros trabajos se detectaron cepas que
sintetizan dextranas mostrando protones anoméricos en &4 4.98, &u 5.11 y 61 5.32 que se
atribuyeron a enlaces a-(1-6), a-(1-2) y a-(1-3), respectivamente (Maina et al., 2008; Bounaix
etal., 2009).

Por otro lado, los cambios quimicos de 3C RMN se informan en 8¢ 95 a 105 para la regién
anomérica y 6¢ 75 a 85 para dextranas ramificadas en C-2, C-3 o C-4 (Seymour, 1979b). Para
dextrano de Weissella cibaria CMGDEX3, resonancia en La region &¢ 76.0 en el espectro de
RMN de 3C indicé un enlace ramificado en C-3 que también fue apoyado por resonancia en
8¢ 5.32 en su espectro de RMN H (Rifat et al., 2012).

Las analisis y resultados de las estructuras quimicas de la dextrana comercial de B512-F y de
la dextrana sintetizada por la enzima Dsr_Wcp-3a se determinaron en el Centro de
Investigaciones Quimicas (ClQ) perteneciente a la Universidad Auténoma del Estado de
Morelos.

6.6 Especificidad de producto
A pesar de obtener una expresion andmala (la expresion del gen se detectd en varias bandas

de actividad) de la enzima, se estudio el comportamiento de las fracciones en su conjunto, ya
gue se sospechaba que dichas fracciones conservan la misma especificidad. En los siguientes
experimentos fueron disefiados para analizar la especificidad cada una de las fracciones por
separado.

Como se introdujo en el apartado 2.1.4 “Productos: polisacaridos y gluco-oligosacaridos”,
dependiendo de la especificidad de la enzima, las GS sintetizan una gran variedad de
glucanas, habiéndose demostrado que la enzima Dsr_Wcp-3a produce una glucana con
enlaces glucosidicos a-(1-6): la dextrana. También produce un perfil de gluco-oligosacaridos
IMOS y MOS caracteristicos para la reaccién de aceptor. Aprovechando estos perfiles se
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realizaron reacciones de aceptor, usando sacarosa como donador y una mezcla de isomaltosa
e isomaltotriosa como aceptor en una relacién 1:2 para caracterizar la capacidad de cada
fragmento por separado para transferir unidades de glucosa. Cada fragmento se logré
separar y aislar cuidadosamente a partir de las bandas de electroforesis de un gel SDS-PAGE
(Figura 9).

Como se observa en los cromatogramas de la Figura 22, cada fragmento tiene la misma
especificidad de la reaccion de aceptor produciendo el mismo perfil de isomalto-
oligosacaridos (IMOS). Primeramente, se puede concluir que la especificidad de reaccién se
conserva en cada fraccion. Cabe seiialar que las fracciones observadas corresponden a
versiones truncadas en aproximadamente ~130 aa, ~295 aa y ~490 aa para los fragmentos 1,
2,y 3 respectivamente. Dichos cortes ocurren tanto en el N-terminal como en el C-terminal,
dentro del dominio V sin comprometer la regiéon del dominio catalitico, como se demostré en
el analisis por secuenciacion de péptidos por LC-MS/MS. Se ha demostrado que a pesar de
eliminar regiones del dominio V, el tamafo del polimero sintetizado no se ve afectado, es
decir, se conserva la especificidad en términos del peso molecular del polimero sintetizado
(Moulis et al., 2006a). Ademas, aqui se demuestra, al observar el mismo perfil de productos
de la reaccién de aceptor, que la especificidad de la reaccion se conserva, a pesar de cortes
dentro del dominio V (Figura 9y 10).
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Figura 22. Sintesis de IMOS observada por HPAEC-PAD, obtenida de las tres formas purificadas de la
enzima aislada de las bandas de electroforesis.

Es aceptado que la especificidad con respecto al producto de reaccién en presencia de
aceptor, se refiere tanto a la estructura del producto (tipo de enlace en la cadena principal y
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en las ramificaciones), asi como a su peso molecular. La relaciéon estructura funcién ha sido
poco estudiada debido al nivel de complejidad estructural que presentan tanto las GS como
sus productos. Sin embargo, la cristalizacién de diversas GS ha permitido lograr avances en
esta direccion (ver Tabla 2).

La enzima Dsr_Wcp-3a sintetiza una amplia diversidad de productos. A través de estudios
cinéticos y empleando equipos y métodos analiticos descritos en la metodologia, se lograron
caracterizar los detalles del perfil de especificidad de la reaccion durante la polimerizacién.
En una primera fase se puede observar diferentes series de gluco-oligosacaridos de dextrana
(Figura 11). La primera serie que se identifica son los FIMOS (isomalto-oligosacaridos con
grupo fructosilo en un extremo), que se produce a tiempos tempranos cuando la sacarosa es
la molécula aceptora mas abundante al no haber aun productos de hidrélisis. Una segunda
serie de gluco-oligosacaridos de dextrana se observa posteriormente (a partir del min 30, ver
Figura 11) que consiste en los IMOS (isomalto-oligosacaridos con grupo glucosilo en ambos
extremos), cuya serie aparece del lado izquierdo de los FIMOS siendo la glucosa la molécula
aceptora inicial de la cadena. A estos tiempos de reaccién, la concentraciéon de glucosa
proveniente de la hidrdlisis de la sacarosa se incrementa. Posteriormente, la enzima
Dsr_Wocp-3a es capaz de elongar las series de glucanas producidas en la fase inicial de la
reaccién. En la siguiente fase los gluco-oligosacéridos inicialmente producidos actian como
una molécula aceptora siendo elongadas a polisacaridos de mayor peso. Es asi como se logra
sintetizar dextrana hasta alcanzar un peso molecular promedio de 8,200 Da. Se observa el
cambio de un mecanismo no procesivo a un posible mecanismo procesivo, que en su
conjunto se ha considerado como un mecanismo semi-procesivo mediado principalmente
por el dominio V. Se intuye que la capacidad de elongar cadenas de dextrana es débil para la
enzima Dsr_Wocp-3a, ya que no se ha reportado un peso molecular tan bajo en la sintesis de
este tipo de polisacarido por las GS hasta ahora caracterizadas. Se ha reportado que la
presencia de un dominio V que muestra una capacidad débil para unirse a las cadenas de
glucana en crecimiento afecta considerablemente el tamano del producto (Claverie et al.,
2017).

También debe considerarse que las moléculas aceptoras (sacarosa, glucosa, dextranas de
bajo peso molecular y agua) tienen la misma posibilidad de acceso al sitio catalitico, y una vez
ahi la especificidad que existe en el subsitio para cada aceptor definird la transferencia del
residuo glucosilo del intemediario glucosil-enzima hacia dicha molécula aceptora. Y esta
transferencia debe estar mediada por las energias favorables debidas de la interaccidn entre
la molécula aceptora, especificamente con los aminodcidos que conforman los subsitios de
unién del aceptor (+1, +2 y +3) (Claverie et al., 2019). Algunos de estos aminoacidos,
especificamente residuos aromdaticos como el triptéfano o la tirosina tienen interacciones
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“stacking” con el anillo de piranosa del aceptor y también con los anillos de piranosa de la
cadena de glucana naciente y, por otro lado, estos residuos pueden controlar la accesibilidad
al agua del sitio activo.

Por ultimo, con el objetivo de conocer la estructura terciaria de la enzima Dsr_Wcp-3a para la
determinacién de motivos y dominios conservados que pudieran ser clave en el perfil de los
productos, se decidid realizar un estudio comparativo a nivel secuencia de aminodcidos
(aprovechando las herramientas computaciones “in silico”) de las estructuras cristalizadas
hasta ahora disponibles y la informacién experimental que sustentan la funcién descrita para
cada regidén de estas GS.

6.7 Comparacion in silico de la estructura de la enzima

6.7.1 Delimitacion de la estructura primaria
El total de aminoacidos de la enzima Dsr_Wcp-3a es de 1659 aa. La busqueda comparativa

mas cercana de la estructura primaria de acuerdo a la base de datos del NCBI-PDB
(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/) arrojé que las estructuras primarias de las enzimas de L.
citreum NRRL B-1299 (PDB ID: 5NGY) y L. citreum NRRL B-1355 (PDB ID: 6HVG) cubre el 80%
y 75% de la secuencia de consulta total y exhibe 50.30% y 50.59% de identidad de secuencia

respectivamente. De acuerdo al porcentaje de identidad de secuencia se prevé que se pueda
realizar la prediccién de la estructura de la proteina, es decir, la inferencia de la estructura 3D
de la proteina a partir de la secuencia de aminoacidos de plantillas homdlogas (Fiser, 2010).

A partir del multialineamiento de las secuencias completas de las estructuras cristalizadas
disponibles (Anexo A) incluyendo la estructura de Weissella confusa WcCab3-DSR dilucidada
por modelamiento de homologia (Shukla et al., 2016). El archivo de alineacién se generd
utilizando ClustalWw2 (http://www.ebi.ac.uk/tools/clustalw?) (Larkin etal., 2007). Y
también, mediante la busqueda en la base datos del NCBI-CDD/SPARCLE que almacenan

informacién de secuencias y estructuras de los dominios super conservados
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/cdd/wrpsb.cgi), la intencién fue encontrar los

dominios conservados de las familias GH70. Su resolucién llega hasta subfamilia y su mejor
indicador de similitud es el valor e. Se construyd la arquitectura molecular de la estructura
primaria de la enzima Dsr_Wcp-3a y se delimitaron los dominios y secuencias altamente
conservadas (Figura 23).
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Figura 23. Multialineamiento de secuencias altamente conservadas de las enzimas GH70 con
estructura cristalizada y representacién de la estructura primaria de la enzima Dsr_Wcp-33,
mostrando los motivos conservados (representados en secuencia LOGO). Las estrellas amarillas
representan a los residuos cataliticos y los circulos azules los residuos involucrados en la unién del
Ca?*. Numero de acceso al GenBank, CAB65910.2 (Leuconostoc citreum ASR), CDX66895.1
(Leuconostoc citreum DSR-M), AAU08001.1 (Lactobacillus reuteri GTF-180), AAU08015.1
(Lactobacillus reuteri GTF-A), AAN58706.1 (Streptococcus mutans GTF-SI), CDX66820.1 (Leuconostoc
citreum GBD-CD2), AKE50934.1 (Weissella confusa Cab3-DSR).

La secuencia primaria de la enzima Dsr_Wcp-3a muestra un sitio de escision entre el
aminoacido 37 y 38 de acuerdo con el servidor signalP 5.0
(http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/), que indica la probabilidad de péptido sefial en el

extremo N-terminal. Después del péptido sefial se encuentra el dominio V, entre los aa 38 y
388 en el N-terminal y existe también entre los aa 1231 y 1659 en el C-terminal (Figura 23).
Asi también el dominio IV estd conformado por un rango de 389 a 519 aa en el N-terminal,
asi como de 1196 a 1230 aa en el C-terminal. El dominio B esta conformado por un rango de
520 a 586 aa en el N-terminal y 1103 a 1195 aa en el C-terminal. El dominio catalitico A
comienza desde los aa 587 a 837 en el N-terminal y termina en con los aa 968 a 1102 en el C-
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terminal. Por ultimo, el dominio C esta ubicado entre los aa 838 y 967 formado por una sola
cadena polipeptidica. Por otro lado, las secuencias de aminoacidos de 38 a 352 y de 1451 a
1659 se denominan regiones variables (RV) y no muestran ninguna similitud significativa con
alguna GS.

En la Figura 23 se muestra la secuencia de los Motivos |, I, Ill, IV, V (identificados del
multialineamiento, ver Anexo A) en la estructura primaria de la enzima Dsr_Wcp-3a. Dichos
motivos como se describié en el apartado 2.1.2 son altamente conservados en las enzimas
GS. Se prosiguid a mapear los motivos dentro de la estructura primaria, y estos estan
representados en secuencia LOGO basado en el multialineamiento (Crooks et al., 2004). Se
encontrd los mismos residuos descritos en las estructuras cristalograficas que actuan en el
mecanismo de reaccién, la citada triada catalitica, conformada por tres aminodcidos
carboxilicos altamente conservados, Asp (D), Glu (E) y Asp (D) que actian como el residuo
nucleofilico, acido/base y como el estabilizador respectivamente. Asi mismo comparte los
mismos residuos que participan en la unién a calcio. Aunque el ca?* no es indispensable para
la estabilidad o funcionalidad de la enzima en la mayoria de las GS, se sigue conservando este
sitio de uniodn a calcio en las diferentes GS (Yi et al., 2009; Cote y Skory, 2012).

Posteriormente se realizd otro multialineamiento, esta vez de las secuencias repetidas tipo
YG, involucradas en la union a glucana localizadas en el dominio V, como se describié en el
apartado 2.1.2.1. Se tomaron las secuencias correspondientes a las repetidas de las enzimas
DSR-M, ASR y GBD-CD2, ya que éstas cuentan con estructura cristalografica en complejo a un
carbohidrato en dichas repetidas (Tabla 2). En la Figura 24 se puede observar las repetidas
que conforman los “pockets” de unién a glucana, habiendo cuatro “pockets” (A, B, Cy D)
para las enzimas DSR-M y ASR: para ambas enzimas los pockets A y B estan localizados en el
N-terminal y los pockets C y D localizados en el C-terminal del dominio V. Y habiendo tres
“pockets” (J, L, y K) para la enzima GBD-CD2, los cuales se localizan en el C-terminal del
dominio V. En el multialineamiento se logré identificar cinco supuestos “pockets” (A, B, C,Dy
E) para le enzima Dsr_Wocp-3a: los pockets A y B se localizan en el N-terminal y los pockets C,
D y E en el C-terminal del dominio V. En la misma Figura 24 se aprecia con mas detalle lo
descrito por Giffard y Jacques (1994), acerca de las repetidas YG, estas se muestran
enmarcadas y representadas en secuencia LOGO.

Sin embargo, a pesar de existir varios “pockets” en las GS previamente utilizadas para el
multialineamiento, no se ha logrado confirmar por estructura cristalografica para todos los
“pockets”, mas solo, en unos cuantos la capacidad de estos para unirse a la glucana (residuos
remarcados en color azul, Figura 24). En la misma figura, se sefialan los aminoacidos
detectados que interactian mediante la cadena lateral o principal con la glucana en complejo
a la estructura de la enzima correspondiente. Molina y colaboradores (2020), atribuyen a la
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ausencia del motivo “QxK” conformado por el aminodcido glutamina separado por cualquier
aminodacido “x” y seguido del aminoacido lisina, el que posiblemente un “pocket” no tenga la
habilidad para unirse a la glucana, debido a que este motivo se ha visto que interacciona

. H " H 27 " ”
junto con el residuo “stacking” en el fondo del “pocket”.
_ _ _ _ _
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Figura 24. Multialineamiento de secuencias de los “pockets” de unién a glucana identificadas en las
GS DSR-M, ASR y GBD-CD2 y con los supuestos “pockets” identificados en la enzima Dsr_Wcp-3a. Los
residuos remarcados en color azul estan implicados directamente en la interaccién con el complejo

en la estructura 3D correspondiente. Las repetidas YG estan enmarcadas en la secuencia LOGO.

Se observa que los supuestos “pockets” B y C de la enzima Dsr_Wcp-3a tienen cambiado los
residuos QxK por LxK y ExR respectivamente. Por lo que los supuestos “pockets” B y C

podrian no cumplir el rol descrito (capacidad de unirse a glucana).

6.7.2 Seleccidn de la plantilla
Cuanto mejor sea la plantilla, mds precisa sera la prediccion, sin embargo, como sabemos a
medida que las proteinas evolucionan, su estructura y secuencia cambian. Y nos enfocamos a
analizar las posibles plantillas disponibles beneficidandonos del hecho de que ya se han
deducido experimentalmente la estructura de al menos una de cada diferente GS descritas
en la literatura por el tipo de polimero que sintetizan (dextransacarasa, mutansacarasa,
alternansacarasa y reuteransacarasa) y afortunadamente hay tres dextransacarasas
disponibles (Tabla 2). Por lo que se prosiguié a analizar la secuencia de aminoacidos
mediante la herramienta de busqueda de similitudes BLASTp en la base de datos del NCBI-
PDB (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) para determinar la identidad entre la plantilla y

el objetivo.
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En la Tabla 11 se resumen los mejores resultados de la busqueda. Se decidié juntar los
dominios A, By C en un bloque de busqueda y los dominios IV y V en otro bloque debido a
que, gran parte del dominio V no tiene similitud con las plantillas. Al separar los dominios,
nos permitié confirmar las plantillas con mayor similitud de secuencia y cobertura (Tabla 11).
Ademas, todas las estructuras cristalizadas disponibles estan truncadas por el dominio V
tanto por el N- como por el C-terminal (ver Tabla 2) asi que, por lo mismo solo se puede
incluir incluir el rango del aminodcido 223 al 1313 de la enzima DSR_Wcp-3a, los aminodcidos
fuera de este rango no tenian similitud con ninguna de las secuencias de los PDB con
estructura 3D.

Se revisé la calidad de las estructuras cristalograficas con el programa COOT
(https://www2.mrc-Imb.cam.ac.uk/personal/pemsley/coot/) tomando en cuenta los mapas
de densidad electrdénica. Se decidié tomar los PDB 5LFC y 3KLK de las enzimas DSR-M y GTF-
180 respectivamente como plantillas para el modelado, ademds de tener un alto porcentaje

de identidad y cobertura tienen la misma especificidad de enlace que la enzima Dsr_Wcp-3a.

Tabla 11. Templados obtenidos del BLASTp con la mayor similitud de secuencia para el modelado de
la enzima Dsr_Wcp-3a.

Dominio PDB ID Nombre y origen Especificidad % Identidad de | % Cobertura
(plantilla) yore P secuencia (a) (b)
3KLK GTF-180 L.R. 180 a-(1-6) 56.07 98
3AIB GTF-SI S.M. a-(1-3) 56.39 99
DSR-M
A B, C SLFC L.M. NRRL B-1299 o-(1-6) >3.64 100
4AMC GTF-AL.R. 121 a-(1-4) 54.09 98
ASR L. M. NRRL B-
6HVG 1355 a-(1-6)/(1-3) 54.09 98
6HVG ASRL. 1'\2'5';'RRL B- a-(1-6)/(1-3) 45.82 98
v,V
’ DSR-M
5LFC L M. NRRL B-1299 a-(1-6) 43.96 99
(a) Porcentaje de identidad de secuencia plantilla-objetivo.
(b) La cobertura representa la cobertura de la alineacidn, que denota la relacion entre el
numero de residuos alineados y el nimero total de residuos en la proteina consulta.

6.7.3 Modelamiento 3D y validacion
El modelo fue generado tomando el maximo de cobertura posible y abarca desde el

aminodcido 223 al 1313 de un total de 1659 aa, designado DsrT_Wocp-3a (Figura 25). Los
segmentos que faltan se pueden construir de novo, usando un servidor como el de I-Tasser
(https://zhanglab.ccmb.med.umich.edu/I-TASSER/) que ofrece opciones basadas en la

identificacion de las plantillas estructurales dentro de la base de datos del PDB y mediante

-64 -


https://www2.mrc-lmb.cam.ac.uk/personal/pemsley/coot/
https://zhanglab.ccmb.med.umich.edu/I-TASSER/

enfoque de multiples subprocesos de iteraciones que ensamblan los fragmentos de
diferentes plantillas mejor calificadas para enhebrar el modelo 3D. Sin embargo, para fines
de este proyecto no creemos obtener informacidon relevante que sume a los objetivos

planteados.

Mediante la interface de Chimera v1.14 se accedid al servidor Modeller v9.25 para la
construccién del modelo por homologia (Sali et al., 1995), dentro del modelo se incluye
cualquier molécula de agua y otros residuos HETATM de la plantilla de entrada. Se utilizé dos
plantillas por lo cual se utilizé la opcidon de modelado de multiple templados con la finalidad
de realizar la mejor captura del modelo entre las posibles conformaciones que satisfacen las
restricciones espaciales. Se prepard un archivo de multialineamiento de las plantillas junto
con la secuencia objetivo y se utilizd6 como entrada para el modelado. Inicialmente, se
generaron 20 modelos independientes y se clasificaron por puntuacién de energia proteica
optimizada discreta (DOPE) (Shen y Sali, 2006). Se eligié el mejor modelo con puntuaciones
DOPE razonables para su posterior minimizacién de energia.

DsrT_Wcp-3a

T 83
- =~
3 3

1451
1659

|euiwial)

Figura 25. Representacidon animada de la enzima DsrT_Wcp-3a modelada de la secuencia 223 a 1313
aa. Los diferentes dominios estan representados en color rojo, dominio V; amarillo, dominio IV;
verde, dominio B; azul, dominio A; y magenta para el dominio C. En color cyan y en forma de esfera se
representa el ion calcio.
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Los resultados de validacién para el modelo resultante DsrT_Wcp-3a con la energia
minimizada usando el servidor YASARA (http://www.yasara.org/minimizationserver.htm)

mostraron que el 87.6% de los residuos de aminodcidos se encuentran en las regiones mas
favorecidas, el 11.7% en las adicionales y el 0.7% en las regiones no permitidas, lo que
implica que la mayoria de los dngulos diédricos phi (¢) y psi ({) de la cadena principal
ocuparon las estadisticas aceptables de acuerdo a los diagramas de Ramachandran
generados por PROCHECK (Laskowski et al., 1993).

Tal y como se ha reportado para las estructuras cristalizadas, en la Figura 25 se aprecian los
dominios V, IV, B, A y C que conforman la cadena polipeptidica que sigue la ruta de "U"
exhibiendo la estructura secundaria que conforma cada uno de los dominios.

El dominio A (color azul) representa el sitio catalitico que consiste de ocho hebras B soporte
rodeadas por ocho a-hélices formando el dominio mds grande después del dominio V.
También se puede apreciar los distintivos Loops Al y A2 los cuales delimitan la cavidad
catalitica. El dominio B (color verde) conforma junto con el dominio A el sitio de unién a
calcio (esfera color cyan), ademas se observan los Loop B1 y B2 cuya funcién estructural esta
relacionada con la interaccién de las moléculas aceptora y la cadena creciente de glucana. El
Loop B2 y el Loop A2 a detalle muestran la siguiente secuencia aminoacidica: HYNTDTSEGGY,
y TSFLDSIIK respectivamente, habiendo dos residuos aromadticos de tirosina y uno de
fenilalanina para los Loops para B2 y Bl respectivamente, acusandolos de su posible
participaciéon funcional descrita en el apartado 6.6 “Especificidad de producto”. El dominio C
(color magenta) estd compuesto por diez hebras B. Este dominio se compone de una sola
cadena polipeptidica que permite la permutacién circular en los otros dominios conectando
los dominios del lado N-terminal a C-terminal. EI dominio IV (color amarillo) tiene la mayor
parte de la secuencia en el lado del N-terminal y se observa que estd compuesto
principalmente por “randoms coils”. Por ultimo, el dominio V (color rojo) menos de la mitad
de la secuencia que comprende este dominio se logro6 modelar y se observa que estd
compuesto por hebras B antiparalelas y por “randoms coils”.

En la Figura 26 panel superior se observa los dominios A, B y C del modelo DsrT_Wcp-3a
mostrando el calcio como heteroatomo que se introdujo tomando las coordenadas de los
PDB plantilla. El ion calcio ocupd el lugar en la interfaz de los dominios A y B. Los residuos de
aminodcidos que interactdan con el ion calcio se muestran en la Figura 26 panel inferior, los
aminodcidos Asn627 (N) y Asp1099 (D) tiene interacciones por puente de hidrégeno vy los
aminodcidos Glu577 (E) y Asp583 (D) interaccionan mediante fuerzas de van der Waals. Estos
aminodcidos coinciden con los motivos predichos mediante el mapeo de los residuos
conservados obtenidos a partir del Multialineamiento de secuencias (Figura 23). En conjunto
estos aminoacidos conforman el sitio de unién a calcio descrito en las enzimas GS. En la
misma Figura en color rosado se observa la posicion de los residuos de aminoacidos clave
gue formaron la triada catalitica de Dsr_Wcp-3a y estan participando en el mecanismo de
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reaccion. El Asp623 actia como un nucledfilo y el Glu66l actia como un acido/base,
mientras que el Asp734 actia como un estabilizador del estado de transicion.

CB

4 Asp583

N

Asn627
001

Figura 26. Panel superior. Dominios A, By C de la proteina modelada DsrT_Wcp-3a donde se muestra
la ubicacion de unidn a calcio (esfera cyan). Mismos colores que la figura 25. En color rosado los
residuos que conforman la triada catalitica, Asp623 (D) actia como el nucledfilo; Glu661 (E) actua
como el acido/base; y Asp734 (D) actla como estado de transicién. Panel inferior. Representacién
bidimensional de los residuos que interactian con el calcio en la estructura de la enzima modelada
DsrT_Wcp-3a (enlaces generados por LIGPLOT).
En resumen, los analisis del modelado por homologia nos permiten concluir que la enzima
Dsr_Wcp-3a mantiene semejanza con las GS cristalizadas mostrando ser una enzima
multidominio con un plegamiento predicho en forma de “U”. También, habiendo
demostrado que tiene el caracteristico barril TIM (B/a)s en el dominio catalitico y los residuos
gue participan en la catdlisis altamente conservados. Ademds, conserva los motivos y
“Loops” descritos para las GS. Sin embargo, la enzima Dsr_Wcp-3a se diferencia de la
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mayoria de las GS (GTF-A, GTF-180, GTF-SI, CBD-CD2. Ver Tabla 2) en que el dominio V estaria
manteniendo un acercamiento hacia el sitio catalitico. Aunque esta ultima afirmacién debe
tomarse con cautela debido a que la mayoria de las GS cristalizadas estdn truncadas en el
dominio V, por lo cual no se muestra por completo su posible posicidon durante la generacién
del modelado generado a partir de la cristalizacion.
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7. Conclusiones

e El gen Dsr_Wcp-3a de Weissella confusa Wpc-3a se expresé en el sistema BL21 DE3
Star™ E. coli. Sin embargo, los productos de expresidn se obtienen como tres formas
de la enzima de menor peso molecular. No se encontraron evidencias de que dichas
formas provengan de una protedlisis.

e Se demostré que las formas de menor peso molecular de las enzimas, aunque
incompletas, tienen la misma especificidad de reaccién produciendo los mismos
isomalto-oligosacaridos (IMOS) a partir de una mezcla de isomaltosa e isomaltotriosa
como aceptor.

e Se logrd identificar y delimitar los diferentes dominios dentro de la estructura
primaria de la enzima, identificando las secuencias altamente conservadas, y la
secuencias consenso de GBD.

e A partir de la identificacién de residuos importantes y delimitacion de los dominios se
logrd la generacidn de un modelo 3D de la enzima Dsr_Wcp-3a por homologia.

e Se demostré que los tres fragmentos que conforman Dsr_Wcp-3a sintetizan un
polimero de bajo peso molecular (8,200 Da), no habiendo diferencias de especificidad
entre ellas.

e Se realizd la caracterizaciéon de productos por RMN vy la dextrana sintetizada por
Dsr_Wcp-3a tiene una estructura lineal constituida principalmente por enlaces D-
glucopiranosilo a-(1-6), conteniendo aproximadamente 7.34% de enlaces de
ramificacién en a-(1-3) y 0.92% de un enlace que no pudo determinarse.

e Se puso de manifiesto que la sacarosa actlia como sustrato donador de grupos
glucosilo, pero también como aceptor de la reaccién, lo que conduce a dos patrones
de secuencia a-(1-6) diferentes obtenidos a través de un mecanismo no procesivo.

e Series de IMOS y MOS con un DP hasta 17 y 12 pueden sintetizarse con el extracto de
Dsr_Wcp3a cuando se agrega al medio de reaccion isomaltosa y maltosa
respectivamente, ya que se comportan como aceptores con alta especificidad en la
reaccion modificando radicalmente la especificidad de la enzima.

e La isomaltosa y la maltosa desvian la reaccién de tal manera que ya no se produce
polimero.

- 69 -



8. Perspectivas

e Realizar una construccion del gen con la idea de producir una enzima que no sea
sujeta a protedlisis, es decir, de manera estable.

e Establecer una técnica para cuantificar dextrana y fructana en la fermentacién del
pozol, vinculando dicho estudio con el rol e importancia del producto sintetizado por
la enzima Dsr_Wcp-3a de Weissella Confusa Wcp-3a.
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9. Anexos

9.1 Anexo A: Multialineamiento de secuencias

Dsr_Wcp-3a/1-1659
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9.2 Anexo B: Técnicas 2D RMN
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Figura bl. Espectro COSY de la dextrana de Dsr_Wcp-3a.
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Figura b2. Espectro NOESY de la dextrana de Dsr_Wcp-3a.
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Figura b7. Espectro NOESY de la dextrana de B-512F.
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Figura b9. Espectro HSQC de la dextrana de B-512F.
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