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Introduccién. La dextransacarasa (DsrS) EC 2.4.1.5 es una
glucosiltransfersa producida por L. mesenteroides B512F que
cataliza la transferencia de un residuo de glucosa, proveniente
de la sacarosa, hacia cadenas de glucosa o bien a otras
moléculas aceptoras teniendo como productos principales la
sintesis de polimero dextrana o glucooligosacaridos
respectivamente(1). La dextrana es un polimero de gran
importancia a nivel industrial por su aplicacién en e area
clinica (sustituto de plasma sanguineo), farmacéutica
(farmacos conjugados con dextrana) y alimentos (espesante),
entre otras (2).

La DsrS nativa tiene un PM de 170 KDay como consecuencia
de un fenémeno proteolitico se derivan otras formas activas de
menor peso molecular, ya reportadas en la literatura. Debido a
lo anterior la caracterizacion cinética de la DsrS es inexacta,
mostrando un comportamiento cinético variable y poca
reproducibilidad de resultados (3).

El objetivo de este trabgo es estudiar el proceso de
degradacion proteolitica de la DsrS recombinante en presencia
de inhibidores de proteasas.

M etodologia. El gen dsrS que codifica para la dextransacarasa
(DsrS) se clond en e vector de expresion pBAD/TOPO®
ThioFusion™. La DsrS recombinante se expresd en la cepa E.
coli BL21-CodonPlus(DES3)-RIL. Para determinar €l efecto de
los inhibidores de proteasas sobre la protedlisis de la DsrS
recombinante se empled el coctel de inhibidores de proteasas
Complete® (inhibidores de Serinproteasas, Metaloproteasas y
Cisteinproteasas) y Pepstatin ® (Inhibidor de Aspéartico
proteasas) de acuerdo a las especificaciones de la casa
comercial. Los resultados fueron analizados mediante geles de
acrilamida tefiidos con comassie y zimogramas.

Resultados y discusion. Se llevd acabo la expresiéon de la
DsrS recombinate mostrando un PM de ~200 KDa la cua
presenta un patron proteolitico similar a ya reportado para la
enzima nativa.

Con lafinalidad de determinar €l efecto de los inhibidores de
proteasas en la protedlisis de la DS recombinante se
realizaron ensayos adicionando dichos inhibidores durante el
proceso de produccion y extraccion de la enzima
recombinante. Al analizar los resultados no se observaron
diferencias en el nimero de formas activas derivadas de la
protedlisis de la DsrS recombinate (Figura 1) en presencia o
ausencia de los inhibidores de proteasas. Con lo anterior
observamos que los inhibidores de proteasas no afectan a las
enzimas o0 al proceso (autodegradacion) que sufre la DsrS
recombinante.

Figura 1. Efecto de los inhibidores de proteasas en la protedlisisde la DsrS.
Los ensayos de realizaron inmediatamente después de extraer |a proteina.

1) DsrScontrol. 2)DsrS con inhibidores de proteasas durante la fermentacion.
3)DsrScon inhibidores de proteasas durante la fermentacion 'y extraccion.

Con lafinalidad de determinar si el pH €jerce algin efecto en
la actividad de los inhibidores de proteasas se realizaron
ensayos variando € pH del extracto enzimatico (4.8-6.8) en
presencia de ambos inhibidores (Pepstatin® y Complete®). Al
analizar estos resultados no se observaron cambios en €l patrén
proteolitico de la DsrS recombinante (Figura 2).
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Figura 2. Efecto del pH y losinhibidores de proteasas en la DsrS. Los ensayos
se realizaron inmediatamente después de extraer la proteina. 1y 2) DsrSsin y
coninhibidores de proteasas respectivamente. 3y 4) DsrSsin y con
inhibidores de proteasas respectivamente. 5y 6) DrsSsin y con inhibidores de
proteasas respectivamente. No se observan diferencias en la protedlisis.

Dado lo anterior determinamos que e pH no tiene efecto
alguno en la actividad de los inhibidores de proteasas, asi como
en la protedlsis de la DsrS recombinante.

Conclusiones. La DsrS recombinante presenta fendmeno
proteolitico similar a ya reportado para la enzima nativa, 10
gue demuestra que la protedlisis de la DsrS es independiente
del fondo genético.

Los inhibidores de serino, metalo, cistein y aspartico proteasas
(Complete y Pepstatin) no ejercen efecto alguno sobre la
actividad proteolitica en la DsrS recombinante, asi como los
cambios de pH. Dado lo anterior surge la hip6tesis de un
fendmeno autoproteolitico en la DsrS. Actua mente estudiamos
la protedlisis de la DsrS identificando las formas activas y no
activas a través de anticuerpos anti-DsrS.
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