SINTESIS ENZIMATICA DE FUCOSILOLIGOSACARIDOS: EN LA BUSQUEDA DE NUEVOS DONADORES.
Paulina Barrera-Mufioz,* Francisco Guzman-Rodriguez,? Lorena Gomez-Ruiz,” Gabriela Rodriguez-Serrano,? Mariano
Garcia-Garibay,?® Alma Cruz-Guerrero,? Sergio Alatorre-Santamaria.?

1. Facultad de Quimica, UNAM, Ciudad de México, México, 04510 2. Departamento de Biotecnologia,
Universidad Autbnoma Metropolitana-lztapalapa, Ciudad de México, México, 09340. 3. Departamento de
Ciencias de la Alimentacion, Universidad Autbnoma Metropolitana-Lerma, Lerma de Villada, Edo. de México,
México, 52006.
salatorre@xanum.uam.mx

Palabras clave: transfucosilacion enziméatica, donadores de fucosa, fucosidasa.

Introduccion.

Dentro de la composicion de la leche humana destacan la
presencia de oligosacaridos, particularmente aquellos que en
su estructura poseen fucosilos y/o sialilos. Se destacan tanto
por su caracter prebidtico, como por ser receptores
competitivos para algunas bacterias patdégenas impidiendo su
adhesion a la superficie epitelial del intestino, asi como por
presentar efecto inmumodulador (1). La proporcién en la que se
encuentran varia segln la genética de la madre y la etapa de
lactancia, y su prepracion in-vitro es compleja (1). En este
trabajo se estudi6 la sintesis de oligosacaridos fucosilados por
medio de la reaccion enzimatica de transfucosilacion catalizada
por la a-L-fucosidasa recombinante de Thermotoga maritima
(2), utilizando como sustrato diferentes donadores de fucosa
sintetizados quimicamente. De esta manera, se busca mejorar
la sintesis de oligosacaridos fucosilados analizando el efecto
que tiene el uso de diferentes donadores y la concentracion del
donador.

Metodologia.

Mediante una reaccion de glicosilacion de fucosa, con
condiciones tipo Fischer se obtuvieron los donadores (3):
fucosa (100 mg), alcohol (10-15 mL) y un medio acido, a reflujo
(3-6 h). Las mezclas se purificaron en columna de gel silice 60.
Para el estudio del reconocimiento de sustratos por hidrélisis
enzimatica, se realizd el siguiente procedimiento: una mezcla
con cada donador (1 mg/mL) en buffer de acetatos (0.01 M,
pH= 5) y 0.67 unidades enzimaticas de a-L-fucosidasa de
Thermotoga maritima, se incub6 a 60 °C por 15 h y se analiz6
por HPLC. La transferencia de fucosa por transfucosilacion
siguié una metodologia similar: una mezcla con los donadores
elegidos en el paso anterior, un azlcar aceptor (lactosa,
lactulosa y glucosa) y las condiciones descritas, por 15 h. El
efecto de la concentracion del donador de bencilfucosa en la
transfucosilacion se estudié preparando una mezcla con
diferentes concentraciones de bencilfucosa (0.79-7.08 mM) en
las mismas condiciones descritas anteriormente.

Resultados.

En la Fig. 1 se muestran las estructuras de los cinco donadores
de fucosa sintetizados: etil, isopropil, butil, isopentil y
bencilfucosa. Se observo la hidrélisis enzimatica de todos los
donadores mediante la deteccion de fucosa. De los donadores
analizados, la isopropilfucosa fue descartada ya que present6 la
conversion mas baja. Para el caso de la transfucosilacion,
etilfucosa y butilfucosa no presentaron ningun tipo de
transferencia de fucosa, Unicamente se repiti6 la hidrdlisis. No
asi cuando se emplearon isoamilfucosa y bencilfucosa (Tabla
1), los cuales funcionaron como donadores con glucosa y
lactosa, pero ninguno con lactulosa.

A B HaC

(¢} s )\
s \, 07 Ot o o7 o
HO 3
HO AL
OH

OH

o CHj il

/\)\ Q P
CHSO o CHs CHa N, 0 CHy
= HO,
dh HO

OH

Fig. 1. Estructuras de los donadores: A) etilfucosa, B) isopropilfucosa,
C) isoamilfucosa, D) butilfucosa y E) bencilfucosa.

Tabla 1. Resultados de la transferencia

Donador Aceptor Transferencia (%)
Glucosa 67%
isoamilfucosa| Lactulosa -
Lactosa 26%
Glucosa 22%
bencilfucosa Lactulosa -
Lactosa 48%

Con el donador de bencilfucosa se analiz6 el efecto que tiene la
concentracion en la transferencia hacia la lactosa,
encontrandose que dentro del intervalo de concentracion del
donador (3.15-5.90 mM) el resultado del porcentaje de
transferencia (>40%) es mayor en comparacién con otros
trabajos realizados con condiciones similares (4).

Conclusiones.

Se lograron sintetizar quimioenzimaticamente oligosacaridos
fucosilados, mediante la reaccién de transfucosilacion utilizando
isoamilfucosa y bencilfucosa como donadores de fucosa, y se
definieron algunas condiciones de trabajo Optimas para obtener
un mejor rendimiento.
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