XVI Congreso Nacional de

| Biotecnologia y Bioingenieria

21 al 26 de Junio de 2015 Guadalajara, Jalisco, México.

“Ingenieria racional de las fructansacarasas: Modificacion de la especificidad de la reaccion
através de predicciones de estructura funcién, dindmica y acoplamiento molecular.

Francisco Vera Lopez Portillo, Agustin Lépez Munguia, Clarita Olvera Carranza
Departamento de Ingenieria Celular y Biocatalisis Instituto de Biotecnologia Universidad Nacional Autbnoma de
México. Av. Universidad 2001, Col. Chamilpa. Cuernavaca, Morelos. CP62210
clarita@ibt.unam.mx

Palabras clave: Dindmica Molecular, Fructansacarasas Biocatalisis.

La aplicacion de analisis de Acoplamiento Molecular
(docking) en ingenieria de enzimas, para la blisqueda de
residuos importantes en la interaccion de las proteinas
con algun componente del medio de reaccion (sustrato,
productos, solvente, etc.), se ha desarrollado con gran
éxito por mas de tres décadas. En afios recientes,
nuevas técnicas de Dinamica Molecular de proteinas han
sido desarrolladas y su empleo en la Ingenieria de
proteinas esta comenzando a impactar en los nuevos
descubrimientos en el area de la interaccion proteina-
sustrato. El empleo de ambas metodologias de
simulacion de proteinas In silico junto a la prediccién de
la relaciébn estructura funciébn podria generar
herramientas eficaces para descubrir las bases
moleculares de la especificidad de las enzimas.

Desde hace mas de dos décadas nuestro grupo se ha
enfocado en el estudio de un conjunto de enzimas
denominadas fructansacarasas, estas enzimas son
capaces de producir fructanas (polimeros de fructosa)
empleando como sustrato la sacarosa. Estas fructanas
tienen propiedades fisicas y quimicas importantes que
dependiendo de su tipo de enlace, tamafio y grado de
ramificacion tienen aplicacion en la industria cosmética,
farmacéutica y alimentaria.

El presente trabajo tuvo como objetivo conocer los
residuos expuestos al solvente involucrados en la
especificidad hacia el tipo de enlace de Ilas
fructansacarasas bacterianas, para lo cual se realizaron
comparaciones a nivel de estructura primaria de
levansacarasas (enzimas productoras de polimero con
enlaces B2-6) e inulosacarasas (enzimas productoras de
polimero con enlaces p2-1), identificando residuos
conservados y no conservados entre estas enzimas.
Asimismo, se realizaron ensayos de acoplamiento y
dinamica molecular empleando las estructuras resueltas
de estas enzimas acoplados a los trisacaridos 1-kestosa
y 6-kestosa, estos carbohidratos son intermediarios
directos inherentes a la reaccion de polimerizacion de las
fructanas. Basados en ambos analisis se identificaron
residuos considerados criticos para la especificidad al
tipo de enlace de estas enzimas (Figural).
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Mutantes en diversos residuos identificados como criticos
para la especificidad de las fructansacarasas: inulo y
levansacarasa fueron generadas. Se realiz6 la
caracterizacion, asi como la comparacion de los perfiles
de productos de estas mutantes. Se demostré que
mutantes en dos argininas cercanas al sitio activo
(R360K y R433K), revelaban un cambio en el tipo de
intermediarios de la reaccion. La mutante R360K de la
levansacarasa incremento la produccién del trisacarido 1-
kestosa, intermediario de la sintesis de inulina (polimero
con enlace B2-1), resultados similares fueron observados
con la mutante R433K. Estos resultados sugieren que las
argininas identificadas mediante la combinacion de
técnicas de simulacién de proteinas, estan involucradas
en la especificidad hacia el tipo de enlace.
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Figura 2. Comparacion de la relacién hidrélisis/transferencia y perfil de fructooligosacaridos
intermediarios de las reaccién producidos por la fructansacarasa silvestre (SacB) y la mutante
R360K.

Este tipo de trabajos refleja la importancia de la
implementacion de técnicas de simulacién en el disefio
racional de proteinas y por consiguiente en el
entendimiento de las bases moleculares de las
reacciones enzimaticas.



