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Resume

El presente estudio se centra en la ingenieria in silico de la fitasa GCEP-84 de Klebsiella
pneumoniae con el proposito de desarrollar variantes con mayor termoestabilidad y tolerancia a
pH acido, caracteristicas clave para su aplicacion en procesos industriales. A partir de un modelo
inicial obtenido mediante I-TASSER vy la estructura cristalografica homéloga 2WNI, se disefiaron
cuatro variantes: la proteina nativa (GCEP-84), la variante 2WNI (H25A), su reversion A2WNI
(A25H) y un disefio multipunto generado por FireProt. La validacion estructural se realizd con
MolProbity, asegurando una geometria adecuada antes de los analisis. Posteriormente, se llevaron
a cabo simulaciones de dindmica molecular con GROMACS a 50 °C, 65 °C y 80 °C, evaluando
tanto la estabilidad estructural como los cambios conformacionales en estados de protonacion
correspondientes a pH 2 y pH 5. Adicionalmente, se efectu6 acoplamiento molecular con
AutoDock Vina para estimar la afinidad de cada variante hacia el fitato, su sustrato natural. Los
resultados mostraron que la variante A2ZWNI logr6 un equilibrio dptimo entre resistencia térmica
y tolerancia a pH acido sin pérdida significativa de afinidad, mientras que FireProt presento una
destacada estabilidad a 80 °C pero con una reduccion en la afinidad de union. Estos hallazgos
contribuyen al disefio racional de fitasas optimizadas para condiciones extremas en la industria de
alimentos y piensos.

Titulo: Modelado molecular de la Fitasa de Klebsiella pneumoniae: disefio racional de variantes
termoestables y tolerantes a pH acidos!”

Autor: Maria José Ramirez Arrieta, Leidy Rocio Pico Martinez y Jorge Hernandez Torres 2*%"
Palabras Clave: Klebsiella pneumoniae, fitasa, termoestabilidad, tolerancia a pH acido, modelado

molecular, dinamica molecular, acoplamiento molecular.
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Abstract

This study focuses on the in silico engineering of the GCEP-84 phytase from Klebsiella
pneumoniae with the aim of developing variants with enhanced thermostability and tolerance to
acidic pH, key features for industrial applications. Based on an initial model generated using I-
TASSER and the homologous crystal structure 2WNI, four variants were designed: the native
protein (GCEP-84), the 2WNI variant (H25A), its reversion A2WNI (A25H), and a multipoint
design generated with FireProt. Structural validation was performed with MolProbity to ensure
proper geometry before further analysis. Subsequently, molecular dynamics simulations were
carried out using GROMACS at 50 °C, 65 °C, and 80 °C, evaluating both structural stability and
conformational changes under protonation states corresponding to pH 2 and pH 5. Additionally,
molecular docking with AutoDock Vina was conducted to estimate each variant’s affinity toward
phytate, its natural substrate. Results showed that the A2WNI variant achieved an optimal balance
between thermal resistance and acidic pH tolerance without significant loss of binding affinity,
whereas the FireProt design displayed remarkable stability at 80 °C but with a reduced substrate
affinity. These findings contribute to the rational design of phytases optimized for extreme
conditions, supporting their potential use in the food and feed industry.

Title: Molecular Modeling of Klebsiella pneumoniae Phytase: Rational Design of Thermostable
and Acid-Tolerant Variants #*

Author(s): Maria José Ramirez Arrieta, Leidy Rocio Pico Martinez y Jorge Hernandez Torres °
Key Words: Klebsiella pneumoniae, phytase, thermostability, acid pH tolerance, molecular

modeling, molecular dynamics, molecular docking.

Description:

+* Degree Work
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Introduccion

El fitato, también conocido como 4&cido fitico o hexafosfato de inositol (IP6), es un
compuesto natural que se encuentra en los cereales integrales, las legumbres y las nueces (Chen et
al., 2015). Su funcion principal en las plantas es actuar como reservorio de fosforo y minerales,
almacenandose predominantemente en la capa de aleurona y el embridn de las semillas (Ushasree
et al., 2016). Se estima que entre el 60% y 70% del fosforo total en estos alimentos esté presente
en forma de fitato. Durante la germinacion, este compuesto se hidroliza, liberando fosforo
inorganico necesario para el desarrollo inicial de la planta (Turner et al., 2002).

En contraste con su papel fisiolégico en las plantas, el fitato presenta desventajas
nutricionales importantes para los animales monogastricos, como aves y cerdos (Romano &
Kumar, 2018). Estos animales carecen de la enzima fitasa, una fosfatasa especializada que cataliza
la liberacion de ortofosfato a partir del fitato, impidiendo asi su digestion eficiente (Elkhalil et al.,
2007). Esta deficiencia reduce la disponibilidad de fésforo inorgéanico, esencial para funciones
biol6gicas como la mineralizacion 6sea, la integridad de membranas celulares y el metabolismo
energético (Romano & Kumar, 2018).

Ademas del impacto nutricional, el fitato tiene una fuerte capacidad quelante que hace que
se una fuertemente a cationes metalicos como Ca?*, Fe?*, K*1, Mg?", Mn?", Cu* y Zn*,
haciéndolos insolubles y reduciendo su disponibilidad nutricional tanto en animales como en
humanos (Bohn et al., 2008; Lei et al., 2007; Chen et al., 2015; Reddy et al., 2017). La formacion
de complejos insolubles con estos elementos disminuye su biodisponibilidad, lo que puede derivar
en deficiencias minerales con consecuencias metabolicas significativas, especialmente durante

etapas de crecimiento, gestacion o produccion (Driver et al., 2006; Elkhalil et al., 2007). La
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deficiencia de zinc, por ejemplo, afecta la actividad de enzimas oxidoreductasas, mientras que la
de calcio compromete la formacién 6sea y la contraccion muscular (Lénnerdal 2000).

Desde una perspectiva ambiental, el fosforo no digerido presente en material excretado de
animales representa una fuente importante de contaminacion. Este fosforo puede ser arrastrado por
escorrentia hasta cuerpos de agua superficiales, donde, tras su liberacion por accién microbiana,
se convierte en una fuente de nutrientes que favorece el crecimiento descontrolado de algas
(Correll, 1998; Turner et al., 2002). Este fendmeno, conocido como eutrofizacion, altera el
equilibrio ecoldgico de los ecosistemas acuaticos, reduciendo el oxigeno disuelto y provocando la
muerte de especies acudticas, ademas de deteriorar la calidad del agua con consecuencias
econOmicas para las comunidades locales (Smith et al., 1999).

Para enfrentar este problema, una estrategia adoptada en la industria pecuaria ha sido la
adicién de fitasas microbianas a los alimentos balanceados, lo que mejora la utilizacion del fésforo
vegetal y reduce la carga ambiental asociada a su excrecion (Selle & Ravindran, 2007; Shi et al.,
2007). Sin embargo, las fitasas comerciales actualmente disponibles, derivadas en su mayoria de
Aspergillus niger y Escherichia coli, presentan limitaciones funcionales. Entre éstas, destaca su
sensibilidad térmica, al perder actividad a temperaturas superiores a 60 — 70 °C (Lei et al., 2007),
lo que impide su actividad tras procesos industriales como la peletizacion. Asimismo, presentan
escasa eficiencia a pH acido, como pH 2,0 — 3,0, presente en el estbmago de animales
monogastricos (Selle & Ravindran, 2008; Singh & Satyanarayana, 2011).

En este contexto, la busqueda biotecnologica de nuevas fitasas con propiedades mejoradas
ha cobrado relevancia. En particular, la fitasa periplasmica de Klebsiella pneumoniae GCEP-84,
aislada de suelos agroindustriales colombianos, ha mostrado un perfil enzimatico prometedor, con

actividad en condiciones de pH 4,0 y resistencia térmica a 50 °C, manteniendo aproximadamente
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un 60% de actividad a 60 °C (Maldonado-Pava, 2023). Esta enzima pertenece a la familia de las
histidine acid phosphatases (HAPs) y ha demostrado una cinética catalitica comparable a las
enzimas comerciales, lo que la convierte en una candidata atractiva para su modificacion
estructural y optimizacion. En particular, su potencial para soportar procesos industriales exigentes
como la peletizacion, asi como ambientes gastricos altamente &cidos, como los del sistema
digestivo de animales monogastricos, refuerza su viabilidad para aplicaciones en nutricion animal
(Rebello et al., 2017).

La ingenieria de proteinas mediante herramientas bioinformaticas ha surgido como una
alternativa eficaz para optimizar enzimas de interés industrial, permitiendo mejorar sus
propiedades funcionales bajo condiciones extremas, como altas temperaturas o0 ambientes
altamente &cidos. A través del disefio racional de mutantes in silico, es posible modificar la
secuencia aminoacidica de manera dirigida para favorecer la estabilidad estructural y funcional de
las enzimas, con una reduccién significativa en tiempo y costos en comparacién con métodos
tradicionales como la evolucion dirigida o la mutagénesis aleatoria (Rebello et al., 2017).
Herramientas como FoldX y Rosetta permiten predecir el efecto de mutaciones puntuales sobre la
energia libre de plegamiento (Schymkowitz et al., 2005; Sora et al., 2023), mientras que las
simulaciones de dindmica molecular ofrecen informacion detallada sobre la estabilidad
conformacional de las proteinas en distintos entornos (Chen et al., 2015; Ushasree et al., 2017).
Estos enfoques han sido aplicados exitosamente en el redisefio de enzimas industriales, logrando
mejoras en su termoestabilidad, tolerancia a pH extremos y eficiencia catalitica (Rebello et al.,
2017).

Dado el potencial biotecnoldgico de la fitasa de K. pneumoniae y la necesidad de enzimas

mas robustas para su uso en alimentos balanceados, el presente trabajo de grado tiene como
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objetivo disefiar variantes termoestables y tolerantes a pH acido mediante estrategias
computacionales. Se propone utilizar herramientas de modelado molecular, dinamica molecular,
acoplamiento molecular y aprendizaje automaético para seleccionar mutaciones prometedoras.
Estas variantes podrian ser posteriormente validadas experimentalmente y aplicadas en la
formulacién de pellets alimenticios para animales monogastricos, contribuyendo asi a una

nutricién mas eficiente y a la sostenibilidad ambiental

1. Objetivos

1.1 Objetivo General

Disefiar in silico una variante de la fitasa GCEP-84 de Klebsiella pneumoniae con
caracteristicas termoestables y tolerancia al pH &cido.
1.2 Objetivos Especificos

Evaluar variantes de la estructura primaria de la fitasa GCEP-84 con potencial termoestable
y actividad a pH &cido, haciendo uso de software de aprendizaje automatico.

Construir modelos 3D de las proteinas haciendo uso de software especializado en la
construccion de modelos moleculares.

Evaluar la estabilidad estructural de los modelos mediante simulaciones de dinamica y

Docking molecular.

2. Competencias
Utiliza herramientas de modelado estructural para construir, visualizar y modificar

modelos 3D de variantes proteicas.
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Adquiere habilidades en la ejecucion de simulaciones de dindmica molecular con
GROMACS, evaluando la estabilidad estructural de proteinas bajo condiciones de estrés térmico
y &cido.

Aplica métodos de acoplamiento molecular utilizando herramientas bioinformaticas, para
estimar la afinidad de unién entre proteina y ligando.

Analiza los resultados estructurales y funcionales de las biomoléculas mediante
herramientas complementarias, integrando parametros como el RMSD, la afinidad de unién y la
visualizacion de interacciones en el sitio activo.

Redacta y estructura un informe de investigacion cientifica con coherencia técnica y

argumentativa.

3. Metodologia

3.1 Revision bibliografica y busqueda de proteinas homologas

Se realizé una busqueda de homdlogos estructurales y funcionales de la fitasa GCEP-84 de
Klebsiella pneumoniae previamente caracterizada por Maldonado-Pava (2023), con el objetivo de
establecer una base comparativa robusta para evaluar las variantes a construir. Para ello, se utiliz6
el programa BlastP (National Center for Biotechnology Information, 2023), empleando como
secuencia de entrada la fitasa de referencia GCEP-84 y se establecié un umbral minimo de
identidad de 97%, con el fin de garantizar una alta similaridad estructural.
3.2 Modelado Estructural y Preparacion de Variantes Proteicas

La estructura tridimensional de GCEP-84 fue generada mediante el servidor I-TASSER
(Zhang, 2008), seleccionado el modelo con mayor C-Score como indicador de la calidad

estructural. Se verificd que la estructura estuviera conformada Unicamente por la cadena A. La
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estructura cristalografica de 2WNI fue descargada desde el Protein Data Bank (PDB) y editada en
PyMOL (v2.5; Schrodinger, LLC, 2023) para conservar Unicamente la cadena A. La estructura de
la proteina 2WNI presenta una mutacion introducida experimentalmente por los investigadores
(H25A) la cual tiene como funcion inhibir el acoplamiento con el fitato (Béhm et al., 2010). Para
obtener la variante revertida (A25H), denominada como “A2WNI” en este informe, se empleo la
herramienta BuildModel de FoldX (Schymkowitz et al., 2005) que permite introducir mutaciones
puntuales de forma precisa preservando el entorno estructural nativo.

Con el objetivo de generar una variante optimizada se utilizo el servidor FireProt (Musil et
al., 2017) que integra predicciones de estabilidad basadas en los software FoldX y Rosetta, junto
con analisis de conservacion evolutiva. La secuencia optimizada propuesta por FireProt fue
modelada con I-TASSER, asegurando la correcta conservacion de los motivos cataliticos y la
geometria del sitio activo. Esta variante fue nombrada para este estudio como “FireProt”.
Posteriormente, se evalud la calidad estructural de los modelos tridimensionales obtenidos para las
cuatro variantes de fitasa mediante el servidor MolProbity (MolProbity, s.f.).

3.3 Andlisis Comparativo de Secuencias y Estructuras

Se llevo a cabo un alineamiento multiple de secuencias utilizando MAFFT v7 (Katoh &
Standley, 2013), incorporando las cuatro variantes analizadas: GCEP-84, 2WNI, A2WNI y
FireProt, con el fin de identificar mutaciones puntuales, motivos cataliticos conservados y posibles
alteraciones en regiones funcionales clave. Como complemento, se emple0 el programa EMBOSS
Needle (Rice et al., 2000) para realizar alineamientos pareados entre GCEP-84 y cada una de las
variantes. Ademas, se utilizo PyMOL para superponer las estructuras tridimensionales de las

proteinas, evaluando visualmente las diferencias en la conformacion general y en regiones
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especificas como el sitio activo, la superficie electrostatica y los lazos externos calculando el
RMSD de las variantes respecto a GCEP-84.

Finalmente, se analiz6 la distribucion de cargas electrostaticas en la superficie molecular
mediante el complemento APBS (Baker et al., 2001) en PyMOL, obteniendo la carga superficial
de cada una de las variantes, con el fin de predecir el posible impacto de las mutaciones sobre la
interaccion enzima-sustrato y su adaptacion a diferentes condiciones de pH.

3.4 Dinamica molecular

Se realizaron simulaciones de dindmica molecular para evaluar la estabilidad estructural
de las variantes bajo condiciones térmicas y acidas. Las simulaciones se llevaron a cabo con el
programa GROMACS (Abraham et al., 2015) utilizando el campo de fuerza OPLS-AA. Cada
sistema se ubico en una caja cubica con margen de 1,0 nm y se solvat6 utilizando el modelo de
agua SPC216. Posteriormente, se neutralizé la carga neta mediante la adicion de iones, asegurando
condiciones electrostaticas adecuadas para la simulacion.

De esta manera, cada sistema fue sometido a una minimizacion de energia, seguida de una
fase de equilibrio en los conjuntos NVT y NPT. Finalmente, se realizaron simulaciones de
produccion de 10 ns a tres temperaturas: 50 °C, 65°C y 80 °C, con el objetivo de evaluar la
estabilidad estructural frente al incremento de las condiciones térmicas. Como medida cuantitativa
de la estabilidad, se calculé el RMSD (Root Mean Square Deviation) del esqueleto proteico a lo
largo de 10 ns.

Para simular ambientes de pH acido, se utilizo el programa PROPKA (Olsson et al., 2011),
con el campo de fuerza AMBER, para estimar los estados de protonacion de cada estructura a pH
2,0 y 5,0. Las estructuras se protonaron completamente para obtener archivos *.pgr, que luego

fueron convertidos nuevamente a formato *.pdb mediante el programa PyMOL. Estas estructuras
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protonadas fueron sometidas a simulaciones de dinamica molecular bajo el campo de fuerza
AMBER99SB, utilizando el modelo explicito de agua SPC216, lo cual permitié evaluar la
estabilidad de las variantes en entornos altamente acidos.

3.5 Docking molecular

Con el fin de evaluar la posible afinidad de union al sustrato, se realizd un andlisis de
acoplamiento molecular usando AutoDock Tools y AutoDock Vina (Trott & Olson, 2010). El
ligando fue obtenido de la plataforma ChemSpider (Royal Society of Chemistry, 2023) en formato
*.mol y convertido a *.mol2 mediante el programa Avogadro (Hanwell et al., 2012), optimizando
su geometria 3D. Asimismo, la preparacion del ligando y de las proteinas se realizé con el paquete
MGLTools (Sanner, 1999), afiadiendo hidrogenos polares y asignando cargas Gasteiger al ligando,
y cargas Kollman a las proteinas. Los archivos se guardaron en formato *.pdbqt.

Los residuos del sitio activo fueron definidos a partir del analisis estructural previo. Se
establecié una caja de busqueda uniforme de 50 x 50 x 50 A, centrada en la region catalitica para
todas las variantes. Se usO una exhaustividad alta en el andlisis para obtener multiples
conformaciones de acoplamiento por proteina, con la intencion de comparar la afinidad de unién
en condiciones equivalentes.

Una vez obtenidos los resultados del acoplamiento molecular (Docking), los archivos
out.pdbqt y el archivo del ligando en formato pdbqt fueron cargados en PyMOL para visualizar el
complejo proteina—ligando. Posteriormente, se exporto la conformacion con la mayor afinidad de
union para su andlisis en el software Discovery Studio Visualizer (v2023; Dassault Systemes
BIOVIA, 2023). En este programa, se examinaron en detalle las interacciones no covalentes entre
cada proteina y el ligando, incluyendo enlaces de hidrogeno, interacciones hidrofobicas, puentes

salinos e interacciones electrostaticas.
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4. Resultados

La presente seccion detalla los hallazgos obtenidos a partir del disefio in silico y la
caracterizacion computacional de variantes de la fitasa GCEP-84 de Klebsiella pneumoniae, con
el objetivo de identificar modificaciones que mejoren su termoestabilidad y tolerancia a pH acido.
Para ello, se emplearon diversas herramientas bioinformaticas para la ingenieria de proteinas, y se
generaron y analizaron cuatro variantes principales: la proteina control GCEP-84, la variante
2WNI, su mutante revertido A2WNI, y la variante FireProt, optimizada computacionalmente. Los
resultados se presentan siguiendo las etapas metodoldgicas, comenzando con la validacion
estructural de los modelos y el analisis comparativo de sus secuencias y arquitecturas
tridimensionales, seguidos por la evaluacion de su estabilidad bajo diferentes condiciones de
temperatura y pH mediante simulaciones de dindmica molecular y, finalmente, el estudio de la
interaccion proteina-ligando a través de acoplamiento molecular para evaluar su afinidad por el
sustrato
4.1 Revision Bibliogréafica y Seleccion de Homologos Estructurales

Entre las proteinas que cumplian el umbral minimo de 97% de identidad de secuencia con
GCEP-84, se selecciond mediante BlastP contra la PDB (Protein Data Bank, Berman et al., 2000),
la estructura cristalografica con codigo 2WNI, caracterizada en el estudio de Béhm et al. (2010).
La fitasa 2WNI, de 42 kDa, proviene de la cepa ASR1 de Klebsiella sp., aislada de un arrozal
indonesio. Dicha fitasa fue purificada y caracterizada como una proteina potencial para
aplicaciones industriales y agricolas, con el fin de que el fosforo del fitato esté disponible para la
nutricion vegetal y animal (Sajidan et al., 2004). La estructura 2WNI se adopto para los analisis

subsiguientes.
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4.2 Modelado Estructural y Validacion
4.2.1 Generacion de Modelos 3D

Dado que no se cuenta con una estructura tridimensional experimental de la fitasa CGEP-
84, se generd un modelo tridimensional haciendo uso del servidor | TASSER, obteniendo un valor
de salida estructural o C-Score de -0,46. Por otro lado, la proteina FireProt, también modelada
mediante | TASSER mostrando un mejor valor de calidad estructural o C-score de -0,16.
Finalmente, la variante A2WNI fue derivada a partir de la estructura cristalografica 2WNI
disponible en la PDB, bajo el mismo cddigo, revirtiendo la mutacion H25A mediante la
herramienta BuildModel del programa FoldX.

La evaluacion de estabilidad estructural mediante el servidor FireProt produjo un total de
7.505 variantes mutacionales, de las cuales unicamente 4.707 fueron evaluadas en términos
energéticos mediante FoldX. Los cambios predichos en la energia libre de plegamiento (AAG)
oscilaron entre -3,98 y +27,65 kcal/mol. Del total de mutaciones evaluadas, el 24,7 % (1.162
variantes) fueron clasificadas como estabilizadoras (AAG<0 kcal/mol), mientras que el 75,3%
restante presentd efectos neutros o desestabilizadores.
4.2.2 Validacion Estructural

Con el servicio de validacion de estructuras de proteinas MolProbity, se analizaron las
estructuras obtenidas. GCEP-84 present6 un Clashscore de 11,97, ubicado en el percentil 63,
indicando una moderada presencia de solapamientos estéricos. El anlisis de rotameros identifico
un 12,98% de rotameros pobres y un 74,93% de rotameros favorecidos. En cuanto a la distribucion
de Ramachandran, se observaron 6,43% de residuos fuera de las regiones esperadas y un 82,14%
dentro de regiones favorecidas, con un puntaje Z de —3,88 = 0,34. Ademas, se identificaron 32

desviaciones significativas de CB (8,16%), un enlace atipico (0,03%) y 77 angulos fuera de
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especificacion (1,70%). En los péptidos 6megas no se encontraron prolinas cis, pero si 33 péptidos
retorcidos (7,84%). Adicionalmente, hubo 39 outliers de CaBLAM (9,30%) y 15 casos de
geometria de CA irregular (3,59%).

Para la variante FireProt, el modelo mostré una mejora significativa en el Clashscore, con
un valor de 4,91 (percentil 94), reflejando una reduccién importante en las colisiones estéricas. El
porcentaje de rotameros pobres fue del 9,44% y el de rotameros favorecidos alcanzo el 81,12%.
La evaluacion de Ramachandran reveld 5,24% de residuos en regiones desfavorables y 83,81% en
regiones favorables, con un puntaje Z de — 4,28 + 0,33. En términos covalentes, se registraron 23
desviaciones significativas de CB (5,87%), 2 enlaces atipicos (0,06%) y 66 angulos fuera de
especificacion (1,46%). En la seccion péptidos megas se identificd una prolina cis (3,70%) y 28
péptidos retorcidos (6,65%). Bajo los criterios de baja resolucion, se reportaron 33 outliers de
CaBLAM (7,90%) y 10 casos de geometria de CA atipica (2,39%).

En la proteina 2WNI, el Clashscore obtenido fue de 13,26, situandose en el percentil 57.
El modelo presentd un 6,58% de rotdmeros pobres y un 87,77% de rotameros favorecidos.
Notablemente, no se detectaron residuos Ramachandran fuera de las regiones permitidas, con un
96,99% de residuos favorecidos y un puntaje Z de —2,72 + 0,36. Se reportaron 4 desviaciones
significativas de CB (1,09%), 26 enlaces atipicos (0,83%) y 20 angulos fuera de especificacion
(0,47%). Se observo una prolina cis (3,85%) y ningun péptido retorcido. Ademas, hubo 1 outlier
de CaBLAM (0,30%) y un caso de geometria de CA irregular (0,26%).

Finalmente, en la variante A2WNI, se obtuvo un Clashscore de 13.41 (percentil 56). Este
modelo mostré valores similares a 2WNI, con un 6,56% de rotdmeros pobres y 87,81% de
rotameros favorecidos. No se registraron residuos Ramachandran desfavorables y se observo un

96,69% de residuos favorecidos con un puntaje Z de —2,72 + 0,36. A nivel covalente se
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contabilizaron 4 desviaciones significativas de CB (1,09%), 26 enlaces atipicos (0,83%) y 20
angulos fuera de especificacion (0,47%). Se detecté una prolina cis (3,85%) sin péptidos
retorcidos, asi como un outlier de CaBLAM (0,30%) y un outlier de geometria de CA (0,26%)
(Tabla 1).

Los resultados obtenidos mediante la validacion estructural con MolProbity respaldan la
calidad de los modelos analizados, mostrando una conformacion estérica y geométrica aceptable
para estudios computacionales. La ausencia de alertas criticas, junto con los niveles moderados de
desviaciones estructurales y el buen comportamiento en los andlisis de Ramachandran y
Clashscore, otorgaron viabilidad a la continuidad del proyecto. Por tanto, se considerd que las
estructuras generadas eran adecuadas para su uso en posteriores etapas de modelado funcional,

andlisis comparativo o simulaciones de interaccion molecular.
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Tabla 1. Resultados de la validacion estructural mediante MolProbity para las proteinas GCEP-

84, FireProt, 2WNI y A2WNI.

Parametro MolProbity GCEP-84 V. FireProt 2WNI A2WNI
Clashscore (percentil) 11,97 (63%) 4,91 (94%) 13,26 (57%) (1536;21)
Rotameros pobres (%) 12,98 9,44 6,58 6,56
Rotadmeros favorecidos (%) 74,93 81,12 87,77 87,81
Ramachandran Qutliers (%) 6,43 5,24 0,00 0,00
Ramachandran Favorecidos (%) 82,14 83,81 96,99 96,69
Ramachandran Z-score -3,88+0.34 -428+0,33 -2,72+0,36 -20,,73261
MolProbity Score (percentil) 3,14 (18%) 2,68 (37%) 2,46 (49%) (121912)
Desviaciones Cf3 >(0.25A (%) 8,16 5,87 1,09 1,09
Enlaces atipicos (%) 0,03 0,06 0,83 0,83
Angulos atipicos (%) 1,70 1,46 0,47 0,47
Prolinas cis (%) 0,00 3,70 3,85 3,85
Péptidos retorcidos (%) 7,84 6,65 0,00 0,00
CaBLAM Outliers (%) 9,30 7,90 0,30 0,30
CA geometry Outliers (%) 3,59 2,39 0,26 0,26

Nota. La tabla resume las métricas obtenidas con MolProbity, incluyendo Clashscore, anélisis de
rotameros, distribucion de Ramachandran, puntajes generales, desviaciones de geometria
covalente, presencia de prolinas cis y péptidos retorcidos, asi como valores fuera de limites en

geometria CA'y CaBLAM.
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4.3 Anélisis Comparativo de Secuencias y Estructuras
4.3.1 Alineamientos y Mutaciones

El anélisis comparativo de secuencias realizado mediante el software MAFFT (Figura 1)
permitid identificar sustituciones puntuales en las variantes mutantes 2WNI, A2WNI y FireProt,
en relacion con GCEP-84. La variante 2WNI acumul6 un total de 11 mutaciones: A29R, H42A,
V140A, Q207R, T250A, R253S, N296S, N345D, H383R, S412P y una insercién adicional en el
extremo terminal (p.L422_K423insK). Estas mutaciones se encuentran distribuidas a lo largo de
la secuencia. La variante A2WNI comparte la mayoria de las mutaciones observadas en 2WNI,
pero adicionalmente incorpora dos cambios puntuales especificos: A87E y S141N.

Por otro lado, la variante FireProt presenté un nimero considerable de 23 mutaciones.
Ademas de compartir algunas sustituciones con las variantes anteriores, FireProt incluyé cambios
adicionales especificos como N51E, E88W, H138Y, S236A, T250K, T275F, G290A, R351Y,
R379M y A404W, lo que indica un intento intensivo de optimizacion, cuyo impacto en la

estructura y funcién debera evaluarse en detalle en etapas posteriores del proyecto
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Figura 1. Alineamiento multiple de las variantes GCEP-84, FireProt, 2WNI y A2WNI.

v

GeER-84 ADWQLEKVVE L SIRIHG I[RIPP[T|[AGEIRE~ | EAATGRPWTEWTTHDGE L TGHG NKGRA
FireProt ROWQ LEKYV VE L S|RIAG ||R|PP|TIAGBIREA | EAATGRPWTEWTTHDGELTGHG NKGR
2WNI RDWQ LEKYVVE L SRAG I[RPP|TIAGMIREA |EAATGRPWTEWTTHDGELTGHG NKGR
azwNI RDWQ LEKYVVE L S|RHG ||RPP|TIAGMREA |EAATGRPWTEWTTHDGELTGHG NKGR
GCEPB4 GQHYRAQLG QAGCPTAES RASP|LIQIRITRAT AQ DG PGCG H YV >DADP
FireProt GAHYRQLGLLQAGCPTAES RASP|LIQRITRATAQ DGAFPGCG Y AMIGDADP
2WNI GAHYRQLGLLQAGCPTAES RASP|LIQRITRATAQ DGAFPGCG HYAMGDADP
A2WNI GQHYRQ QAGCPTAES RASP|LIQIRITRATAQ DG PGCG HY AlGD ADP
GCEP-82 Q T D K TQTDPARQ KEKAGDLAQRRAQ PTIQLLKQAvVvCQADKPCP I FDTPwWHE
FireProt Q T D K TQTDPARQ KEKAGDLAQRRAQ PTIQLLKQAVCQADKPCP | FDTPWR
2wnl QT DK TATDPARQ KEK 5 D QRRQ PT I Q KQ CC DKPCP DTPWR
azwNl Q TDK TQTDPARQ KEKAGDL AQRRQ PTIQLLKQAVCQADKPCP | FDTPWR
GCEPE EQSKSCGKTT  SG LS NMVETLRLGWEENLPLSQLAWGK I[llarR/a T PLLTEN|Y|D
FireProt EQSKSGKTT | SGL S NMVETLRLGWAENLPLSQLAWGK  Ka~@a T PLLTEN|Y|D
2WNI EQSKSGKTT ! SGLS N ETLR '%'-f.'ll-r‘. PLSAQ WG K I AQ I(J P E N|Y|D
aWNI EQSKSGKTT SGLS NMVETLRLGWEBIENLPLSQLAWGK  AQaBa T PLLTEN|Y|D
GCEP-84 S N D B aKkrGs M DEVKPE PNVRW HD[THN RTLMNFSWQLPGYS
FireProt S I D FAQKRGS N DAVKPEABPNVRW HD|T N RTLMNFSWQLPGYS
2ZWNI SN D I QKRGS N DI KPEABPNVRW HD|T N RTLMNFSWQLPGYS
B2ZWNI S N D QKRGS N DElVKPEABPNYVRW HD|TN RTLMNFSWQLPGYS
GCEPB4 RGN PPGS S ERWREM~-KSGERY LR QAQGLDDLRRLQTPDAQHPMLFIQEWHQPGCR
FirePrat RGN | PPGS S ERWRBIAKSGEYY LR QAQGLDDLRRLQTPDAQHPMLMQEWRQPGCR
IWNI RGN I PPGSS ERWR KSGER R QAQGLDDLRRLQTPDAQHP ROEWRQPGCR
a2wNl RGN PPGSS ERWRBl-KSGERY LR QAQGLDDLRRLQTPDAQHPMLRQEWRQPGCR
GCEP-B4 QTDVGTLCP T Q TALGQRIDREsSAP Pl—

FireProt Q TOVGTLCPFQ TW car DRPsS:P PIK

MM QTDVGTLCPFQ TALGQRIDRPS AP PK

MWNIQTDVGTLCPFQ TALGQR I DRP[SAP Pk

Nota. El panel muestra el alineamiento completo de las cuatro secuencias proteicas coloreadas por
identidad de residuo. Cada linea corresponde a una variante (de arriba abajo: GCEP-84, FireProt,
2WNI y A2WNI) y los residuos conservados se representan con el mismo color, mientras que las
sustituciones se destacan con tonalidades distintas. Las casillas coloreadas marcan las posiciones
donde se producen mutaciones clave: 2WNI y A2WNI comparten la mayoria de los cambios
respecto a GCEP-84, y FireProt presenta mutaciones adicionales distribuidas a lo largo de la
secuencia. Se sefiala con una flecha roja la mutacion de reversion presente en A2WNI con respecto

a 2WNI (A25H), mientras que los aminoacidos del sitio activo se destacan mediante cajas negras.
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Adicionalmente, se marca con una caja verde la delecion especifica que presenta GCEP-84 en
comparacion con las demas variantes.

El alineamiento con el servidor EMBOSS Needle revel6 que la variante A2WNI conservo
el mayor porcentaje de identidad respecto a GCEP-84, alcanzando un 97%. En comparacion, la
variante 2WNI presentd valores ligeramente inferiores con 96,7 % de identidad, seguida por
FireProt con 94,4 % de identidad (Tabla 2).

Tabla 2. Identidad, similaridad y métricas de alineamiento par-a-par entre GCEP-84 y sus

variantes

Seq Longitud Identidad Identidad Similaridad Similaridad Gaps Gaps  Score

(aa) (n) (%) (n) (%0) (n) (%)
GCEP-84 395 373 94,4 379 95,9 1 0,3 1946,0
VS.
FireProt
GCEP-84 395 383 97,0 387 98,0 1 0,3 2013,0
VS.
A2WNI
GCEP-84 395 382 96,7 386 97,7 1 0,3 2003,0
vs. 2WNI

Nota. Los alineamientos se realizaron con la matriz de sustitucion EBLOSUMG62
empleando penalizaciones de apertura y extension de huecos de 10,0 y 0,5, respectivamente.
3.3.2 Superposicion Estructural

La comparacion estructural, realizada mediante superposicion en PyMOL, mostro que
todas las variantes estudiadas conservan el nucleo estructural basico de una fitasa (Figura 3). Sin
embargo, se observaron diferencias en las regiones periféricas, especialmente en bucles y helices
superficiales. La variante FireProt presentd modificaciones conformacionales puntuales,

incluyendo la conversion de bucles en hélices a en determinadas zonas (Figura 2). Los valores de
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RMSD obtenidos a partir del alineamiento estructural con respecto a la proteina GCEP-84 fueron
los siguientes: FireProt, 0,643 A; 2WNI, 0,761 A; y A2WNI, 0,762 A. Estos valores indican que
todas las variantes presentan desviaciones estructurales leves frente a la proteina de referencia.
Figura 2. Superposicion estructural de GCEP-84 (Amarillo) y FireProt (Cian) con las

mutaciones resaltadas.

Nota. En el panel A se aprecia que el lazo cercano al sitio activo adopta en FireProt una
conformacién mas cerrada que en GCEP-84; en el panel B se observa la elongacién de la hélice
adyacente y el ligero desplazamiento del lazo contiguo, lo que sugiere un empaquetamiento
secundario mas compacto; el panel C muestra el acercamiento de un lazo superficial hacia el
nacleo, reduciendo la exposicion de la superficie al solvente; y en el panel D se advierte un

acortamiento de la hélice correspondiente en FireProt junto con leves ajustes de los bucles
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circundantes, mientras que el ndcleo de la proteina permanece globalmente superponible entre
ambas variantes.

En términos de composicion secundaria, la proteina GCEP-84 mostré 11 hélices a y nueve
laminas B, mientras que la variante FireProt presentd 13 hélices oy 10 laminas B. Por otra parte,
las variantes 2WNI y A2WNI conservaron una composicion estructural idéntica con 13 hélices a
y ocho laminas B, sugiriendo que la diferencia especifica en la posicion 25 no tuvo un efecto
significativo sobre la arquitectura general.

Figura 3 Superposicién comparativa de la proteina de referencia GCEP-84 (amarillo) con sus

variantes mutadas

Nota. EI panel A presenta la superposicion entre GCEP-84 (amarillo) y FireProt (azul), donde
ambas estructuras comparten un nicleo practicamente idéntico; se aprecian ligeras desviaciones
en bucles y hélices periféricas, reflejando los ajustes introducidos para estabilizar regiones
flexibles en FireProt. En el panel B, la comparacion de GCEP-84 (amarillo) con 2WNI (morado)

muestra una coincidencia global elevada, aunque se distinguen pequefios desplazamientos en los
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extremos de algunas hélices y lazos superficiales, coherentes con la pérdida de actividad catalitica
reportada para 2WNI. Por Gltimo, el panel C superpone GCEP-84 (amarillo) con A2WNI (rosado).

Se preciso que las mutaciones estaban predominantemente localizadas en la superficie de
las proteinas, una estrategia frecuente en ingenieria para preservar el nicleo catalitico. No obstante,
en las variantes 2WNI y FireProt se identificaron sustituciones puntuales como H42A, ubicada
adyacente al residuo catalitico R41, y N51E cercana al residuo catalitico T48. En contraste, la
variante A2WNI presento sustituciones estrictamente superficiales sin interferencias aparentes con

el sitio activo (Figura 4).
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Figura 4. Distribucion superficial de las mutaciones en las variantes de fitasa respecto a GCEP-

84.

Nota. La figura muestra la vista frontal (izquierda) y posterior (derecha) de la proteina GCEP-84

representada como superficie gris, con los residuos mutados en cada variante resaltados. En el
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panel A se observan las mutaciones de FireProt (magenta), distribuidas en parches a lo largo de la
superficie, con predominio en las regiones de los extremos superior e inferior. El panel B destaca
las sustituciones presentes en 2WNI (azul), localizadas principalmente en zonas periféricas
aisladas, mientras que el ndcleo permanece sin alteraciones visibles. El panel C ilustra las
mutaciones de A2WNI (naranja), concentradas mayoritariamente en la periferia de la proteina,
tanto en la cara frontal como en la posterior, con una cobertura mas homogénea que la observada
en 2WNI.

4.3.3 Distribucion Electroestatica

El anélisis de distribucion electrostatica llevado a cabo mediante el complemento APBS
en PyMOL evidencio diferencias claras entre las proteinas analizadas. GCEP-84 mostré una
superficie con zonas alternadas de carga, reflejando una distribucion balanceada de cargas
electrostaticas. Esta configuracion es caracteristica de enzimas mesofilicas y sugiere una
versatilidad funcional en distintos entornos. De manera consistente, la proteina control exhibi6 una
superficie mas equilibrada, con distribucion uniforme de cargas positivas y negativas (Figura 6).
En contraste, la variante FireProt presentd un predominio claro de cargas positivas concentradas
en zonas especificas, como se observa por las regiones azul intenso. Este patron es coherente con
su disefio dirigido a incrementar la estabilidad en ambientes acidos, donde la protonacion favorece
interacciones internas reforzadas por cargas positivas.

Por su parte, 2WNI evidencio una superficie mas heterogenea, con maultiples parches
negativos dispersos. La variante A2WNI, aunque similar a 2WNI, presento un patron ligeramente
mas homogéneo y con menor densidad de cargas negativas en zonas criticas, incluyendo un
bolsillo intensamente positivo menos pronunciado en la vista posterior (Figura 5). Estas diferencias

electrostaticas no solo reflejan el impacto de las mutaciones en la superficie proteica, sino que
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también sugieren implicaciones funcionales importantes en términos de afinidad por el sustrato y
tolerancia a pH extremos, elementos clave para su uso potencial en entornos industriales.
Figura 5. Distribucion del potencial electrostéatico en la superficie posterior de diferentes

variantes de fitasa

Nota. Superficie posterior de las variantes de fitasa: GCEP-84, FireProt, 2WNI y A2WNI. Se
muestra la distribucion del potencial electrostatico en la superficie molecular, donde las regiones
en rojo indican cargas negativas y las regiones en azul, cargas positivas. Las imagenes fueron

generadas utilizando el mismo rango de escala electrostatica para facilitar la comparacion visual.
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Figura 6. Distribucion del potencial electrostatico en la superficie frontal de las cuatro

variantes de fitasa

Nota. Superficie frontal de las variantes de fitasa: GCEP-84, FireProt, 2WNI y A2WNI. Se
representa el potencial electrostatico sobre la superficie molecular, con zonas rojas indicando
cargas negativas y zonas azules indicando cargas positivas. Se sefiala con una flecha roja el bolsillo
correspondiente al sitio activo. Las imagenes se generaron utilizando una escala electrostatica

uniforme para permitir una evaluacion visual coherente entre variantes.
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4.4 Evaluacion de la estabilidad estructural mediante dindmica molecular

La estabilidad estructural se evalu6 mediante simulaciones de dindmica molecular realizadas a
tres temperaturas distintas: 50 °C, 65 °C y 80 °C. A 50 °C, las variantes 2WNI y A2WNI
mostraron ser notablemente mas estables, manteniendo valores bajos y consistentes de RMSD
entre 1,5y 2,0 A (1 nanémetro [nm] equivale a 10 Angstroms [A]). Estos resultados sugieren
que ambas variantes mantienen una estructura compacta y con pocas fluctuaciones. Por otro
lado, la variante FireProt tuvo un aumento significativo en el RMSD (~4,6 A, aproximadamente
0,46 nm) después de 8 ns, lo que sugiere una pérdida parcial en su organizacién estructural. La
proteina control mostré cierta inestabilidad, aunque menor que FireProt, alcanzando valores
alrededor de 3,5 A (aproximadamente 0,35 nm), indicando que es algo sensible a estas
condiciones térmicas (Figura 8).

Al elevar la temperatura a 65 °C, las variantes 2WNI y A2WNI continuaron mostrando buena
estabilidad estructural, con RMSD entre 2,0y 3,5 A (0,2 a 0,35 nm). En contraste, la proteina
control exhibid valores mas elevados, entre 3,5y 4,2 A (0,35 a 0,42 nm), sefialando mayor
vulnerabilidad al calor.

A 80 °C, los resultados fueron parcialmente distintos: la variante FireProt destacd al mantener
una estabilidad considerable con un RMSD constante alrededor de 1,5 A (0,15 nm), mientras que
A2WNI y la proteina control mostraron valores altos (~3,6 A, alrededor de 0,36 nm), indicando
mayor desorganizacion estructural.

En condiciones &cidas, especificamente a pH 2, los resultados resaltaron la gran inestabilidad
estructural de la proteina control, que presentd un RMSD de aproximadamente 3,5 A (0,35 nm).
Por su parte, las variantes 2WNI y A2ZWNI mantuvieron estabilidad notable, con desviaciones

menores a 1,5 A (0,15 nm). FireProt también mostr6 buena estabilidad, aunque present6 ligeras
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fluctuaciones con valores entre 1,3y 2,2 A (0,13 a 0,22 nm). Finalmente, a pH 5, todas las
variantes se comportaron de manera mas estable, destacando especialmente 2WNI y A2WNI
(Figura 7).

Figura 7. Andlisis de RMSD a pH 2.0y 5.0
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Nota. Gréficos de desplazamiento cuadratico medio (RMSD) de las cuatro variantes de fitasa:
GCEP-84 (negro), 2WNI (rojo), A2WNI (verde) y FireProt (azul), simuladas a pH 2 (A) y pH 5
(B). Se observa la estabilidad estructural relativa de cada variante en condiciones de acidez

extrema y moderada.

Figura 8. Analisis de RMSD a temperaturas de 50 °C, 65 °C y 80 °C.
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Nota. Graficos de RMSD de las variantes GCEP-84 (negro), 2WNI (rojo), A2WNI (verde) y
FireProt (azul), simuladas a 50 °C (A), 65°C (B) y 80°C (C). La figura permite comparar la

estabilidad estructural de las proteinas bajo condiciones térmicas progresivamente mas exigentes.

Los resultados obtenidos mediante dindmica molecular permiten concluir que las variantes
2WNI 'y A2WNI presentan una estabilidad estructural sobresaliente en condiciones de temperatura
moderada y acidez extrema, superando consistentemente a la proteina nativa GCEP-84. Por su
parte, FireProt mostré un desempefio diferencial, con inestabilidad inicial a bajas temperaturas,
pero una notable resistencia estructural a 80 °C, lo cual podria deberse a una reorganizacion interna
favorecida por las mutaciones mdltiples disefiadas para termoestabilidad. Estos patrones sugieren
que diferentes estrategias de ingenieria conducen a perfiles de estabilidad especificos, siendo
A2WNI la variante con el mejor compromiso entre robustez térmica y tolerancia a pH acido. Esta
informacion es clave para orientar su aplicacion potencial en entornos industriales exigentes, que

es lo que se busca en este trabajo de grado.

4.5 Interaccion proteina-ligando mediante acoplamiento molecular

El acoplamiento molecular con AutoDock Vina (Trott & Olson, 2010) indicé que GCEP-
84 presenta la mejor afinidad por su sustrato (—8,6 kcal/mol), reflejo de su conformacion nativa
Optima para interacciones cataliticas. A2WNI conservo una afinidad alta (—8,1 kcal/mol), apenas
por encima del umbral funcional (—8,0 kcal/mol), lo que sugiere que las mutaciones superficiales
no impactaron adversamente la arquitectura del bolsillo catalitico (Trott & Olson, 2010) estos
resultados son congruentes con su red de interacciones que consiste mayormente de interacciones

ionicas estables y puentes de hidrégeno. Por el contrario, FireProt y 2WNI mostraron afinidades
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menores (—7,5 y —7,6 kcal/mol), evidenciando el clasico compromiso entre estabilidad y actividad
enzimatica (Eijsink et al., 2005).

Tabla 3. Afinidad de union y RMSD del modo mejor clasificado para cada variante

Proteina Afinidad (kcal - mol™) RMSD Lb. (A) RMSD u.b. (A)

GCEP-84 -8,6 0,000 0,000
FireProt ) 0,000 0,000
2WNI -7,6 0,000 0,000
A2WNI -8,1 0,000 0,000

Nota. Los valores corresponden al modo 1 (mejor puntuado) de cada experimento de acoplamiento
molecular; “L.b.” y “u.b.” indican los limites inferior y superior del RMSD, respectivamente.

El patrén de interaccion entre el ligando y los residuos del sitio activo se mantuvo constante
entre las variantes, aunque se observaron pequefias variaciones en la orientacion y accesibilidad
del bolsillo catalitico. En GCEP-84, los residuos involucrados en la interaccion fueron R41, R45,
T48,L.115, R117, Y266, H307 y D308. En las variantes 2WNI y A2WNI, los residuos equivalentes
fueron R24, R28, T31, L98, R100, Y249, H290 y D291, mientras que en FireProt corresponden a
R13, R17, T20, L87, R89, Y238, H279 y D280 (Figura 9).

El andlisis de las interacciones proteina-ligando realizado en Discovery Studio Visualizer
permitié identificar diferencias cualitativas y cuantitativas en la red de interacciones
estabilizadoras y desfavorables entre las variantes CGEP-84, FireProt, 2WNI y A2WNI. En la
variante CGEP-84 se detectaron cinco enlaces de hidrogeno convencionales, seis interacciones de

tipo puente salino o carga atractiva y una interaccion desfavorable. La variante FireProt mostro
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tres enlaces de hidrogeno convencionales, seis interacciones de tipo puente salino o carga atractiva
y también una interaccion desfavorable. Por su parte, la variante 2WNI presentd una red favorable,
con seis enlaces de hidrégeno convencionales y cinco interacciones de tipo puente salino o carga
atractiva, sin observarse interacciones desfavorables evidentes. Finalmente, la variante A2WNI
mostro tres enlaces de hidrégeno convencionales, seis interacciones de tipo puente salino o carga

atractiva y dos interacciones desfavorables claras (Apéndices 1-4).

Se identificd que los residuos Arg y Lys contribuyen significativamente a las interacciones
electrostaticas estabilizadoras, mientras que residuos polares como Asn, Thr y Ser participan
predominantemente en los enlaces de hidrogeno convencionales. Las interacciones desfavorables
detectadas en las variantes CGEP-84, FireProt y A2WNI (como Asp o Glu), implican

principalmente contactos negativos-negativos o aceptores no compensados.
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Figura 9. Interacciones del sitio activo de las variantes de fitasa con el sustrato.

Nota. Representacion de las interacciones moleculares entre las variantes de fitasa y el
fitato en el sitio activo. Se muestran las interacciones de GCEP-84 (A), FireProt (B), 2WNI (C) y

A2WNI (D). Las lineas discontinuas indican interacciones no covalentes, como enlaces de
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hidrégeno (verde), interacciones hidrofobicas (rojo) y puentes salinos o interacciones idnicas

(naranja).

Finalmente, al correlacionar los resultados de las simulaciones de dinamica molecular con
los valores de afinidad obtenidos en el docking, se observé una tendencia interesante. Las variantes
maés estables estructuralmente, como FireProt y 2WNI, no necesariamente exhibieron la mejor
afinidad por el sustrato. En contraste, A2ZWNI logré un balance notable entre estabilidad térmica 'y
retencién de afinidad, lo que la convierte en una candidata prometedora para aplicaciones donde

se requiere resistencia a condiciones adversas sin pérdida significativa de actividad.

5. Discusion
A continuacion, integramos los hallazgos obtenidos a lo largo del estudio, cuyo objetivo
principal fue disefiar variantes in silico de la fitasa GCEP-84 de K. pneumoniae con propiedades
mejoradas de termoestabilidad y tolerancia a pH acido. A través de herramientas bioinformaticas
de modelado molecular, validacién estructural, dinamica molecular y acoplamiento proteina-
ligando, se caracterizaron comparativamente cuatro variantes: GCEP-84, 2WNI, A2WNI y
FireProt. Cada una de estas etapas permitid evaluar la calidad estructural, la conservacién
funcional y la viabilidad de las modificaciones introducidas. Analizaremos de forma critica los
resultados obtenidos, contrastandolos con la literatura cientifica y considerando sus implicaciones
para futuras aplicaciones biotecnoldgicas.
5.1 Seleccidn bibliografica y modelado estructural
La eleccién de la estructura cristalografica 2WNI como homdlogo principal atiende a

criterios de identidad y resolucién 6ptimos para modelar la fitasa GCEP-84. Berman et al. (2000)



MODELADO MOLECULAR DE LA FITASA GCEP-84 DE Klebsiella sp. 32

describen la relevancia de emplear estructuras experimentales existentes en la PDB para garantizar
un modelado preciso. Los resultados obtenidos por el servidor FireProt al generar la variante
FireProt concuerdan con observaciones previas que indican una baja proporcion efectiva de
mutaciones estabilizadoras identificadas mediante enfoques combinados (FoldX y Rosetta) de
andlisis energético y evolutivo (Bednar et al., 2015; Schymkowitz et al., 2005). Adicionalmente,
la generacion de los modelos tridimensionales de GCEP-84 y FireProt mediante I-TASSER brindd
valores aceptables para proteinas de tamafio intermedio, de 400 amino&cidos aproximadamente,
ya que indican confianza moderada en la topologia global propuesta (Roy et al., 2010; Yang &
Zhang, 2015).

En el caso de las variantes 2WNI y A2WNI, la utilizacion de la herramienta BuildModel
de FoldX para introducir mutaciones sobre la estructura de 2WNI garantizé que los cambios
puntuales se incorporaran de manera estéricamente congruentes (Schymkowitz et al., 2005). Esta
estrategia minimiza discrepancias locales y asegura que la geometria covalente y la red de
interacciones de vecindad se conserven en gran medida, conforme a lo reportado por Guerois et
al. (2002).

5.2 Validacion estructural

La calidad de los modelos generados fue evaluada mediante MolProbity (Chen et al.,
2010), permitiendo cuantificar la presencia de solapamientos atomicos (Clashscore), el porcentaje
de rotameros pobres y favorecidos, la distribucion en el diagrama de Ramachandran, y la deteccion
de desviaciones en geometria covalente. Para GCEP-84, un Clashscore de 11,97 (percentil 63) y
un 6,43 % de residuos fuera de regiones favorecidas en Ramachandran reflejan imperfecciones
esperables en estructuras generadas ab initio (Chen et al., 2010). Sin embargo, FireProt mostr6 un

Clashscore notablemente inferior (4,91; percentil 94) y solo 5,24% de residuos en regiones
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desfavorables, indicando que la reingenieria computacional aumentd la calidad estructural local y
global (Chen et al., 2010). De igual manera, los porcentajes de rotameros favorecidos para FireProt
(81,12 %) y GCEP-84 (74,93 %) se alinean con los criterios sugeridos por Laskowski et al. (1996)
para estructuras de resolucion moderada.

En las variantes 2WNI y A2WNI, la ausencia de residuos fuera de regiones permitidas de
Ramachandran (0 % desfavorables) y un porcentaje elevado de residuos en zonas favorables (96,99
% y 96,69 %, respectivamente) sugieren que, al partir de una estructura cristalogréfica de alta
resolucion, las mutaciones introducidas no perturbaron la tolerancia estérica de forma significativa
(Chen et al., 2010; Lovell et al., 2003). Ademas, la baja frecuencia de desviaciones de Cp (<I,1
%) y la escasez de péptidos retorcidos indican una geometria covalente congruente con una
conformacion plegada de manera correcta (Lovell et al., 2003). Estos resultados confirman la
robustez de los modelos y respaldan su uso para analisis posteriores.

5.3 Andlisis comparativo de secuencias y estructuras

El alineamiento multiple realizado con MAFFT permitié identificar mutaciones puntuales
en las variantes 2WNI, A2WNI y FireProt respecto a GCEP-84. Katoh y Standley (2013) resaltan
que MAFFT ofrece balances éptimos entre precision y tiempo computacional, especialmente en
alineamientos extensos. Las 11 mutaciones en 2WNI (p. ej., A29R, H42A) se distribuyen a lo largo
de la secuencia, lo que sugiere posibles efectos tanto en la estabilidad local de las proteinas como
en la funcionalidad catalitica (Tokuriki, 2009). A2ZWNI agrega dos mutaciones adicionales (A87E,
S141N), que pueden regular la red de interacciones de superficie sin alterar el nicleo catalitico, lo
cual coincide con estrategias previas de ingenieria de estabilidad superficial (Vieille & Zeikus,
2001). Por otro lado, FireProt presenta 23 mutaciones, entre las que destacan N51E y E88W, que

introducen residuos con potencial de establecer interacciones especificas, como enlaces de



MODELADO MOLECULAR DE LA FITASA GCEP-84 DE Klebsiella sp. 34

hidrégeno o contactos hidrofobicos, que podrian contribuir a estabilizar regiones periféricas de la
proteina (Reetz et al., 2006).

El anélisis de identidad y similaridad a través de EMBOSS Needle (Rice et al., 2000)
mostrd que A2WNI conserva un 97% de identidad con el control, seguido de 2WNI (96,7%) y
FireProt (94,4%). Estos porcentajes reflejan el compromiso entre introducir mutaciones para
aumentar la estabilidad y mantener la funcionalidad nativa (Arnold, 1998). En particular, la menor
similaridad de FireProt sugiere un mayor grado de alejamiento de la secuencia parental, de acuerdo
a su objetivo de optimizacion de estabilidad.

La superposicion estructural en PyMOL reveld6 que todas las variantes estudiadas
mantienen el nucleo plegado caracteristico de la fitasa GCEP-84. La variante FireProt mostrd
cambios notables en su estructura secundaria, destacando especialmente la conversion de algunos
bucles en hélices a, lo que incrementd el nimero total de hélices de 11 a 13, y de ldminas 3 de
nueve a 10 (Baker et al., 2007). Este incremento de estructura secundaria, tales como hélices oy
laminas R, esta relacionado con una mayor rigidez y estabilidad térmica en proteinas (Kumar &
Nussinov, 2001). Por su parte, las variantes 2WNI y A2WNI conservaron la composicion global
de 13 hélices a y ocho laminas B, sugiriendo que la mutacion puntual en la posicion 25 (H25A
frente a A25H) no produjo modificaciones significativas a nivel estructural, aunque podria afectar
interacciones superficiales locales.

Estos resultados concuerdan con los valores de RMSD obtenidos durante la comparacion
estructural frente a la proteina control, los cuales indicaron desviaciones globales menores a 1 A
en todas las variantes analizadas. FireProt mostr6 el valor mas bajo (0,643 A), indicando una
conservacion superior del pliegue tridimensional respecto al control, mientras que 2WNIy A2WNI

mostraron valores ligeramente mayores (0,761 y 0,762 A, respectivamente). Estas pequefias
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desviaciones estructurales soportan cuantitativamente las diferencias locales observadas en
regiones periféricas flexibles. Este analisis se fundamenta en el RMSD, métrica utilizada para
cuantificar similitudes y diferencias estructurales en proteinas alineadas tridimensionalmente
(Kufareva & Abagyan, 2012).

Las mutaciones mayormente localizadas en la superficie confirman la estrategia de
mantener el nlcleo catalitico intacto al rodear residuos proximos a R41'y T48, lo que sugiere que
estas mutaciones, al localizarse en regiones cercanas, pero no directamente implicadas en la
catélisis, podrian modificar sutilmente la dinamica local sin comprometer la funcién enzimatica
(Bloom & Arnold, 2009). A2WNI, al evitar cambios cercanos al centro catalitico, retiene la
geometria del bolsillo y, por tanto, la actividad nativa (Tokuriki & Tawfik, 2009).

El analisis electrostatico con APBS (Baker et al., 2001) demostré que FireProt presenta
una superficie predominantemente positiva, lo cual favorece interacciones ionicas solidas a pH
acido (Nezhad et al., 2020). En GCEP-84, la distribucién equilibrada de cargas sugiere una
facilidad para formar puentes salinos y adaptarse a fluctuaciones de pH (Kumar et al., 2000). Las
variantes 2WNI y A2WNI mostraron patrones electrostaticos similares, a pesar de que A2WNI
exhibié un bolsillo menos positivo en la vista posterior, lo que podria regular la accesibilidad del
sustrato en condiciones acidas (Tran et al., 2011). Estas diferencias apoyan la hipotesis de que la
redistribucion de cargas en FireProt contribuye a su resistencia en entornos de pH bajo.

5.4 Estabilidad estructural mediante dinamica molecular

Las simulaciones a 50 °C, 65 °C y 80 °C reflejaron la respuesta diferencial de cada variante
a la tension térmica. A 50 °C, 2WNI y A2WNI mantuvieron un RMSD entre 1,5 A (0,15 nm) y
2,0 A (0,20 nm), consistente con estructuras compactas y baja fluctuacion, en concordancia con

estudios previos que asocian pequefias desviaciones de RMSD con robustez térmica (Karshikoff
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& Ladenstein, 2001). FireProt, en cambio, mostré un pico de RMSD de ~4,6 A (0,46 nm) tras 8 ns,
indicando reorganizacion parcial, un fendmeno reportado en variantes disefiadas para
termoestabilidad, donde aumentos iniciales de RMSD pueden preceder a una conformacion mas
estable a largo plazo (Purmonen et al., 2007).

Al incrementar la temperatura a 65 °C, 2WNI y A2WNI continuaron con RMSD bajos
(1,2-2,0 A; 0,12-0,20 nm), mientras que GCEP-84 presenté valores mas altos (~3,5 a 4,2 A; 0,35
a 0,42 nm), evidenciando alta sensibilidad térmica, tal como otros estudios han descrito para fitasas
mesofilas (Noorbatcha et al., 2013). A 80°C, la inversion de la tendencia, con FireProt
estabilizandose cerca de 1,5 A (0,15 nm) y A2WNI alcanzando ~3,6 A (0,36 nm), sugiere que las
mutaciones de FireProt confieren ventajas de interaccion interna que solo se manifiestan a
temperaturas elevadas, coincidiendo con el concepto de “termoflexibilidad controlada” (Vieille &
Zeikus, 2001).

En condiciones de pH &cido, la inestabilidad de GCEP-84 (RMSD ~3,5A; 0,35nm a
pH 2,0) contrasta con la estabilidad de 2WNIy A2WNI (<1,5 A; <0,15 nm), lo que demuestra que
las mutaciones puntuales en estos mutantes mejoran la tolerancia al medio ligeramente
desfavorable para la red interna de enlaces de hidrogeno (Huang et al., 2008). FireProt, aunque
mas estable que el control, exhibié RMSD entre 1,3y 2,2 A (0,13 a 0,22 nm), lo cual se ajusta a
su perfil de resistencia mixta (Bednar et al., 2015). A pH 5,0 se observo que todas las variantes
mejoran su estabilidad, con 2WNI y A2WNI atn lideres, corroborando que los cambios
superficiales introducidos minimizan la desestabilizacion por protonacion excesiva de residuos
cargados (Abbasi et al., 2022).Estos hallazgos coinciden con el paradigma de que la ingenieria de
superficie para introducir cargas compensatorias o eliminar interacciones de alta energia (p. €j.,

mutar histidinas en posiciones estratégicas) mejora la estabilidad en entornos extremos (Sterpone
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et al., 2010; Kumar & Nussinov, 2001). Teniendo en cuenta los resultados, las simulaciones de
dinamica molecular confirman que el disefio racional de la proteina puede modular exitosamente
la estabilidad estructural de las fitasas, bajo condiciones extremas. A2WNI se destaca por mantener
un equilibrio favorable entre estabilidad térmica y tolerancia a pH &cido, sin comprometer
significativamente la arquitectura catalitica. FireProt, por su parte, exhibe una termoestabilidad
destacada a 80 °C, lo que podria ser aprovechable en contextos de alta exigencia térmica, aunque
con una ligera penalizacidn en la afinidad por el sustrato. Estos hallazgos refuerzan la idea de que
la ubicacion y naturaleza de las mutaciones son determinantes clave en el perfil estructural y
funcional de las variantes, y aportan evidencia concreta para la seleccién de candidatos en futuras
validaciones experimentales.
5.5 Interaccion proteina-ligando mediante acoplamiento molecular

El acoplamiento molecular con AutoDock Vina (Trott & Olson, 2010) indic6 que GCEP-
84 presenta la mejor afinidad por su sustrato (—8,6 kcal/mol), reflejo de su conformacion nativa
Optima para interacciones cataliticas. A2ZWNI conservo una afinidad alta (—8,1 kcal/mol), apenas
por encima del umbral funcional (—8,0 kcal/mol), lo que sugiere que las mutaciones superficiales
no impactaron adversamente la arquitectura del bolsillo catalitico (Trott & Olson, 2010) estos
resultados son congruentes con su red de interacciones que consiste mayormente de interacciones
ionicas estables y puentes de hidrogeno. Por el contrario, FireProt y 2WNI mostraron afinidades
menores (—7,5 y —7,6 kcal/mol), evidenciando el cldsico compromiso entre estabilidad y actividad
enzimatica (Eijsink et al., 2005).

En todas las variantes, los residuos cataliticos clave permanecen inalterados, aunque con
numeracion diferente debido a procesamiento en la secuencia. No se produjeron mutaciones en el

nucleo catalitico. Sin embargo, los diagramas de interaccion revelan ligeras variaciones en la
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orientacion y distancia de estos residuos respecto al ligando, debido a cambios conformacionales
inducidos por mutaciones periféricas. Estos ajustes sutiles pueden incidir en la geometria del
bolsillo y, como consecuencia, penalizar la afinidad de union, sin comprometer la arquitectura
esencial de la catéalisis (Xiang et al., 2004; Rahman et al., 2019; Béhm et al., 2010).

La correlacion entre estabilidad y afinidad evidencia que, aunque FireProt logra la mayor
robustez a altas temperaturas, sacrifica parte de la eficiencia de union. A2WNI, en cambio, logra
un balance atractivo: alta estabilidad térmica y &cida junto con afinidad casi equiparable al control.
Estos hallazgos sugieren un equilibrio favorable entre estabilidad térmica y tolerancia a pH &cido,

manteniendo en gran medida la arquitectura catalitica intacta (Reetz et al., 2010; Chen et al., 2013).

6. Conclusiones

Los resultados presentan un panorama coherente de como las diferentes estrategias de
ingenieria (modificacion superficial en 2WNI/A2WNI vs. abordaje extensivo en FireProt)
impactan la estabilidad estructural y la funcionalidad. La variante A2ZWNI emerge como candidata
Optima para aplicaciones industriales en condiciones adversas, al combinar resistencia térmica y
acida con una afinidad de sustrato cercana a la de la proteina nativa. Las métricas de validacion
estructural y los patrones de electrostatica revelan los mecanismos moleculares subyacentes,
mientras que la dindmica molecular y el docking profundizan en el comportamiento funcional en
contextos extremos. Estas observaciones se alinean con estudios previos en ingenieria de fitasas
(Nezhad et al., 2020; Fakhravar & Hesampour, 2018) que subrayan el potencial de mutaciones

superficiales dirigidas para disefiar enzimas versatiles sin perder eficiencia catalitica.
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Apéndices

Apéndice A. Interacciones proteina—ligando en la variante A2WNI

- Salt Bridge - Conventional Hydrogen Bond
- Attractive Charge - Unfavorable Negative-Negative

Nota. Analisis de las interacciones moleculares en la variante A2WNI mediante visualizaciones

estructurales (A 'y B) y diagrama de interacciones 2D (C).
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Apéndice B. Interacciones proteina—ligando en la variante GCEP-84
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Interactions

[[] vender waals [l Conventional Hydrogen Bond
- Salt Bridge :' Carbon Hydrogen Bond
- Attractive Charge - Unfavorable Acceptor-Acceptor

Nota. Andlisis de las interacciones moleculares en la variante CGEP-84 mediante visualizaciones

estructurales (A y B) y diagrama de interacciones 2D (C).
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Apéndice C. Interacciones proteina—ligando en la variante 2WNI

Interactions
- Salt Bridge - Conventional Hydrogen Bond
- Attractive Charge D Carbon Hydrogen Bond

Nota. Analisis de las interacciones moleculares en la variante 2WNI mediante visualizaciones

estructurales (A y B) y diagrama de interacciones 2D (C).
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Apéndice D. Interacciones proteina—ligando en la variante FireProt

Interactions

[[] van der waals [] carbon Hydrogen Bond
- Salt Bridge - Unfavorable Negative-Negative
[ Attractive Charge [ Pi-anion

[l conventional Hydrogen Bond

Nota. Analisis de las interacciones moleculares en la variante FireProt mediante visualizaciones

estructurales (A 'y B) y diagrama de interacciones 2D (C).



