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RESUMEN

El abuldn rojo (Haliotis rufescens) representa la especie mas importante para la acuicultura en América del Norte.
Aungue su hepatopancreas es rico en celulasas y otras enzimas que degradan polisacaridos, sus sistemas
celuloliticos estan poco explorados. En este trabajo se informa el aislamiento y caracterizacion de una
endoglucanasa enddgena glicosilada de H. rufescens. Esta celulasa, hombrada HrGH45, mostrd una masa
molecular de 23.4 kDa, determinada por espectrometria de masas MALDI-TOF. Ademas, su pureza se corrobord
por cromatografia de fase reversa Cig porque exhibidé un comportamiento electroforético anémalo durante SDS-
PAGE. La deteccion de motivos de carbohidratos en gel SDS-PAGE, empleando la tincién del acido periddico-
reactivo de Schiff, confirmé que HrGH45 es una glicoproteina. HrGH45 se comporté como un homotrimero, segun
lo observado por cromatografia de filtracion en gel y zimogramas. La maxima actividad enzimética sobre 0.5 %
(p/v) carboximetilcelulosa, a 45 °C y pH 6.0, fue de 53.9 + 1.0 U/mg. La hidrolisis sobre celo-oligosacaridos y p-
nitrofenil-B-D-glucopirandsidos confirmd la multiespecificidad de la celulasa purificada. En los ensayos de
desplazamiento térmico basados en fluorescencia se encontrd que su temperatura de fusién es de 46.5 °C en 50
mM acetato de sodio pH 6.0. Los experimentos de dicroismo circular en la regiéon del UV-lejano revelaron que
HrGH45 es una proteina rica en hojas . Ademas, los estudios de identificacion por huella peptidica arrojaron la
secuencia de una proteina madura de 177 aminoacidos con una masa molecular teérica de 19.1 kDa, misma que
pertenece a la familia 45 de las glicosil-hidrolasas. Tomados en conjunto, estos hallazgos proporcionaran la base

para la sobreexpresion de esta biomacromolécula.
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ABSTRACT

The red abalone (Haliotis rufescens) represents the most important aquaculture species in North America.
Although its hepatopancreas is rich in cellulases and other polysaccharide-degrading enzymes, its cellulolytic
systems are poorly explored. This work describes the isolation and characterization of an endogenous glycosylated
endoglucanase from H. rufescens. This cellulase, named HrGH45, showed a molecular mass of 23.4 kDa, as
determined by MALDI-TOF mass spectrometry. Its purity was corroborated by Cis-reversed-phase HPLC because
it exhibited an anomalous electrophoretic behavior on SDS-PAGE. According to the periodic acid-Schiff reagent
staining, detection of sugar moieties in SDS-PAGE gel confirmed that HrGH45 is a glycoprotein. HrGH45
behaved as a homotrimer, as observed by gel filtration chromatography and zymograms. A maximum enzyme
activity on 0.5 % (w/v) carboxymethylcellulose of 53.9 £+ 1.0 U/mg was achieved at 45 °C and pH 6.0. The
hydrolysis of cello-oligosaccharides and p-nitrophenyl-p-D-glucopyranosides confirmed the abalone cellulase
multispecificity. Fluorescent-based thermal shift assays indicated a melting temperature value of 46.5 °C in 50
mM sodium acetate buffer pH 6.0. Far-UV circular dichroism experiments revealed that HrGH45 is a 3-sheet rich
protein. Peptide mass fingerprinting studies yielded the sequence of a 177-residue mature protein with a theoretical
molecular mass of 19.1 kDa, which was classified into the glycosyl-hydrolase family 45. These findings will

provide the basis for this enzyme’s over-expression and subsequent studies of its physiological role.
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CBH I Celobiohidrolasa tipo |
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GH45 Familia 45 de las glicosil-hidrolasas
MM Masa molecular
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pNPG p-nitrofenil-B-D-glucopirandsido
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INTRODUCCION

“J'ai appris que la voie du progrés n'était ni rapide ni facile...”

Marie Curie

Celulosa: estructura, accesibilidad y reactividad

La celulosa es el homopolisacarido estructural mas abundante en la biosfera. Se compone de unidades repetitivas
de anhidro-p-D-glucosa ((CeH100s)n; N = 10,000 a 15,000 dependiendo de la fuente) unidas por enlaces p-1,4-
glicosidicos y representa un suministro abundante de energia para cualquier organismo que tenga la capacidad de
asimilarla [1]. Dada su prevalencia natural, asi como su atractiva utilidad como precursor de biocombustibles y
otros productos quimicos y materiales, su estudio es vasto y diverso. Independientemente de su origen, cada cadena
de celulosa es quimicamente asimétrica y adquiere una conformacion similar a una cinta plana [2,3], Un extremo
tiene funcionalidad reductora (carbono anomérico C1 en equilibrio estructural hemiacetal-aldehido) y el otro es

de caracter no reductor (carbono C4 con hidroxilo libre) [4], Fig. 1.
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Fig. 1.

Celulosa. Representacion esquematica de la celulosa con el monémero de anhidro-p-D-glucosa en conformacion de silla, numerado y
unidos por enlaces B-1,4-glicosidicos. En morado se representa el extremo no reductor y en verde el reductor; en este ultimo tiene lugar el
equilibrio hemiacetal-aldehido. En azul se muestran las interacciones de hidrégeno que se establecen de manera intracadena
(intramoleculares) e intercadena (intermoleculares). Adaptado de [5].

Los puentes de hidrogeno intramoleculares estabilizan al enlace B-1,4-glicosidico y resultan en una
conformacion lineal [2]. Interacciones intermoleculares (fuerzas de van der Waals y puentes de hidrégeno)
promueven el apilamiento paralelo de multiples cadenas de celulosa, formando asi microfibrillas elementales que
posteriormente se agregan en fibrillas de mayor tamafio (5-50 nm de didmetro y de varios micrometros de longitud)
[5]. Dentro de las fibrillas de celulosa hay regiones donde las cadenas estan dispuestas en una estructura altamente
ordenada (celulosa cristalina); asimismo, existen regiones con fibrillas desordenadas o agregadas (celulosa
amorfa) [2]. Si la hidrdlisis de la celulosa ocurre en la superficie de las agregaciones, el area superficial disponible
es un determinante de la velocidad maxima de degradacion. Se ha propuesto que las regiones de celulosa
estrechamente empaquetadas son el principal factor que contribuye a la resistencia de este polisacarido a la

hidrolisis enzimatica [6].



Las celulasas son glicosil-hidrolasas con versatilidad de estructura y funcion

Las enzimas que degradan celulosa se denominan colectivamente como celulasas. La hidrdlisis completa de este
polisacarido requiere una coleccion de tres tipos de celulasas; endoglucanasas, celobiohidrolasas y p-glucosidasas,
mismas que actlan en un sistema secuencial y sinérgico. ElI mecanismo enzimético propuesto para la

despolimerizacion de la celulosa se indica en la Fig. 2.

Endoglucanasas (endo-1,4-B-D-glucanasa, EC 3.2.1.4)

Las endoglucanasas (EGs) hidrolizan de forma aleatoria los enlaces 3 en regiones amorfas de celulosa, provocando
asi unarapida disminucidn en la longitud de la cadena con un incremento lento de los grupos reductores [7]. Suelen
ser enzimas monoméricas en solucién con una masa molecular (MM) gue oscila entre 20 y 70 kDa. Ademas,
pueden estar decoradas con sacaridos estructurales (1-20 % glicosilaciones) y tienen maxima actividad enzimatica

a pH &cido y temperatura entre 35y 70 °C [8].

Celobiohidrolasas (exo-1,4-3-D-glucanasa)

Las celobiohidrolasas tipo Il (CBHs Il, EC 3.2.1.91) escinden unidades de celobiosa a partir del extremo no
reductor de la cadena de celulosa, mientras que las celobiohidrolasas tipo | (CBHs I, EC 3.2.1.176) lo hacen a
partir del extremo reductor [7]. Las CBHSs son proteinas monoméricas cuya MM varia entre 50 y 75 kDa, pueden
presentar glicosilaciones (< 10 %) y generalmente su maxima actividad de hidrolisis es a pH acido y temperatura

de 37-60 °C [8].

S-Glucosidasas (1,4-pB-D-glucosidasa, EC 3.2.1.21)

Las B-glucosidasas (BGs) degradan celobiosa y celo-oligosacaridos a glucosa [7]. Son las celulasas mas versatiles,
ya que presentan MM entre 35 y 640 kDa y pueden ser monémeros u homo-oligémeros en solucion. Ademas, la
mayoria de las BGs son glicosiladas y en algunos casos el porcentaje de glicosilaciones puede llegar a ser del 90

%. De manera general, los maximos de actividad son pH 3.5-5.5 y temperatura 45-75 °C [8].

|3



Ademas del desafio de la purificacion de las celulasas, esta la determinacion de su especificidad sobre
multiples sustratos. Muchas de las celulasas que han sido reportadas hasta ahora son activas sobre una gran

variedad de sustratos ademas de celulosa; e.g., xilano, liquenano y manano [9].

| Region | iy | Region I
cristalina Region amorfa cristalina

<=

Linker

e
f /&'\\ » Endoglucanasas ‘\
Dominio de unién a carbohidratos
Celobichidrolasas — Extremo no reductor

tipolyll
== Extremo reductor

'@ p-Glucosidasas 7 Glucosa

Fig. 2.
Despolimerizacion de la celulosa. Mecanismo enzimatico propuesto para la degradacion de celulosa a glucosa. Notese la participacion
secuencial y sinérgica de los tres tipos de celulasas. Adaptado de [10].



Las celulasas son producidas principalmente por hongos y bacterias. No obstante, también se encuentran
en argueas, plantas y animales invertebrados herbivoros terrestres y acuéticos [11]. El dogma tradicional de la
asimilacion de celulosa en metazoarios llevo a los investigadores a centrarse en el estudio de celulasas provenientes
de microorganismos. De cualquier forma, multiples informes bioquimicos y gendmicos han demostrado la
existencia de sistemas celuloliticos end6genos en animales, particularmente en invertebrados herbivoros [12]. Por

lo que estas especies representan una enorme fuente de nuevas y diversas celulasas potencialmente activas.

En vista de que la celulosa es insoluble, las celulasas tienen que difundir hacia el sustrato y unir y mover
el segmento del polisacérido a sus sitios activos. Por esta razon, la mayoria de las celulasas son proteinas modulares
gue consisten de un dominio catalitico discreto usualmente asociado con uno o mas mddulos de unién a

carbohidratos (carbohydrate-binding modules, CBMs) enlazados entre si por conectores flexibles [13].

El dominio catalitico tiene distintos arreglos tridimensionales; en forma de tinel para una exodegradacion
(como en las CBHSs) o en forma de hendidura para una endodegradacion (como en las EGs). Algunas celulasas
tienen sitios activos intermedios entre los tineles cerrados de las CBHSs y las hendiduras abiertas de las EGs, lo
gue les provee amplia especificidad sobre multiples sustratos [14]. ElI dominio catalitico generalmente es N-
glicosilado y es el responsable de la escision del enlace glicosidico, mismo que se produce a través de un
mecanismo de catalisis covalente. Por su parte, los CBMs permiten una asociacion intima y prolongada de la
enzima con el sustrato, lo que facilita la hidrélisis y aumenta la rapidez de la catalisis. Generalmente, los CBMs
son O-glicosilados, existen como un dominio simple, doble o triple en una celulasa y su ubicacién puede ser tanto
N- como C-terminal. Finalmente, el conector es una secuencia polipeptidica que une al dominio catalitico con
el(los) CBM(s) y funge como una bisagra flexible. Su composicion es rica en Pro, Thr y Ser; los ultimos dos
amino&cidos estan altamente O-glicosilados para protegerse de proteo6lisis [8]. Aunque se han descrito muchas
celulasas multimodulares formadas por un dominio catalitico y uno o varios CBMs, también se ha encontrado una
vasta y diversa cantidad de celulasas cuyas estructuras comprenden Gnicamente el dominio catalitico. Ejemplos se
pueden encontrar en [7], [13] y [14]. Es probable que existan razones fisiologicas y evolutivas para explicar la

carencia de los CBMs en algunas celulasas. De cualquier forma, el verdadero significado ain es oscuro.



Hace treinta afios, las celulasas se clasificaron en varias familias de glicosil-hidrolasas (GHs) segun su
similitud en la secuencia de aminoacidos del dominio catalitico [15]. Tiempo después, el sistema de clasificacién,
ahora basado en similitudes de secuencia y de estructura, reclasifico a las celulasas en diversas familias y clanes
[16]. Tal clasificacion se encuentra disponible en la base de datos CAZy. De las 169 familias de GHs, las celulasas
se agrupan en dieciocho de ellas (1, 3, 5-10, 12, 30, 39, 44, 45, 48, 51, 74, 116 y 124). Algunas familias (e.g., 5,
6, 7, 9y 48) comprenden enzimas con actividades y modos de accién completamente diferentes, otras (e.g., 1y 3)
contienen una gran cantidad de ejemplares (> 30 000) con esencialmente la misma actividad. Las celulasas que
pertenecen a la familia 9 de las GHs parecen ser de naturaleza mas generalizada y estan mejor caracterizadas. Las
EGs producidas por animales invertebrados se inscriben en cinco familias de GHs (5, 6, 9, 10 y 45). Entre ellas,
las EGs de la familia 45 se caracterizan por su bajo peso molecular y su amplia especificidad sobre maltiples

sustratos. La Tabla 1 resume lo antes descrito.

Tabla 1.
Origen, familias y plegamiento tridimensional de las celulasas. Adaptado de [7], [12] y base de datos CAZy.

) . Eukarya ]
GH Tipo de celulasa Bacteria  Archaea - — Nu/B Plegamiento
Fungi Plantae Animalia

1 BG + + + + + Glu/Glu  (B/o)s

3 BG + + + + Asp/Glu ND

5 EG, CBH II, BG + + + + Glu/Glu  (Bla)s

6 EG, CBH Il + - + - + Asp/Asp ND

7 EG, CBH | + - + - + Glu/Glu  B-jelly roll
8 EG + - + - + Asp/Glu  (o/a)s

9 EG, CBH II, BG + + + + + Asp/Glu  (o/a)s

10 EG + + + + + Glu/Glu  (B/o)s

12 EG + + + + + Glu/Glu  B-jelly roll
30 BG + - + - + Glu/Glu  (P/a)s

39  BG + + + - + Glu/Glu  (B/a)s

44 EG + - - - + Glu/Glu  (B/o)s

45 EG + - + - + Asp/Asp  Be-barrel
48  EG,CBHI + - + - + ND/Glu  (o/o)s

51 EG + + + + - Glu/Glu  (B/o)s

74 EG + - + - - Asp/Asp  7-fold B-propeller
116 BG + + - + + Glu/Asp (o/o)s

124 EG + - - - - ND ND

GH, Familia de glicosil-hidrolasa; Nu / B, Nucle&filo / Base; BG, B-Glucosidasa; CBH I, Celobiohidrolasa tipo I; CBH |1, Celobiohidrolasa
tipo Il; EG, Endoglucanasa; ND, No Determinado.
Los simbolos (+) y (-) indican la presencia o ausencia (respectivamente) de estas enzimas en los diferentes dominios de la vida.
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ESTUDIOS PREVIOS SOBRE CELULASAS DE ABULONES (Haliotis sp.)

Suzuki et al. lograron la purificaron y caracterizacion de una celulasa a partir del hepatopancreas de Haliotis discus
hannai [17]. Dicha enzima present6 especificidad de endo-1,4-B-D-glucanasa y una MM de 66 kDa. Experimentos
de digestidn e identificacion por huella peptidica elucidaron su estructura primaria, la cual pertenecio a la familia
9 de las GHs y exhibié una MM de 63.2 kDa. Resultados similares reportaron Rahman et al. con una celulasa de
Aplysia kurodai [11] (gasteropodo evolutivamente relacionado con Haliotis). La enzima fue una endo-1,4-B-D-
glucanasa de 21 kDa que se clasifico como una GH45 y cuya cadena polipeptidica mostr6 una MM de 19.8 kDa.
Ambos grupos concluyeron que la diferencia en MM de las celulasas nativas con respecto a sus secuencias
aminoacidicas se debia a la presencia de modificaciones postraduccionales, en particular a N-glicosilaciones en el
sequon N-X-T/S. Ademas, demostraron que estas enzimas eran productos génicos de los organismos estudiados
ya que lograron identificar a los genes que las codificaban, refutando asi la teoria largamente creida sobre el origen

simbionte de las celulasas en gaster6podos marinos.

Por su parte, Tao et al. estudiaron otra celulasa presente en el hepatopancreas de H. discus hannai [18].
Dicha enzima fue una endo-1,4-B-D-glucanasa de 45 kDa. Después de los experimentos de digestion e
identificacion, los péptidos resultantes coincidieron con el dominio catalitico de la celulasa de H. discus hannai
reportada, anteriormente, por Suzuki et al. La cobertura de la deteccién fue del 100 %. Se concluyé que se trataba
de la misma endoglucanasa, s6lo que la aislada por Suzuki era una proteina multimodular y la informada por Tao
contenia Unicamente el dominio catalitico. El significado fisiologico de esta versatilidad estructural en celulasas

nativas de moluscos gasteropodos alin se desconoce.

Finalmente, Hernandez-Santoyo et al. estudiaron el estado de asociacion en solucién de tres celulasas de
Haliotis fulgens [19]. Encontraron que estas enzimas tendian a formar oligdmeros de gran tamafio y que su
actividad glicohidrolitica era mayor en estos estados multiméricos. Asimismo, observaron que las celulasas en su
forma monomérica eran inactivas e inestables. La Tabla 2 resume algunas propiedades estructurales y funcionales

de celulasas que se han purificado a partir del hepatopancreas de diferentes especies del género Haliotis.
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Tabla 2.
Celulasas de Haliotis sp. Propiedades estructurales y funcionales.

Propiedad
Organismo Estructural Funcional Referencia
MM (kDa) MPT Estado de asociacion Clasificacion CAZy Especificidad
H. discus hannai 66 Glicosilacion Monémero GH9 (CD + CBM) EGS [17]
H. discus hannai 45 Glicosilacion Monomero GH9 (CD) EG [18]
17.9 EG
H. fulgens 22.5 Glicosilacion Multimeros ND EG + CBH' [19]
30.3 EG + CBH + pG*

MM, Masa molecular; MPT, Modificacion postraduccional; GH, Familia de glicosil-hidrolasa; CD, Dominio catalitico; CBM, Mddulo de unidn a carbohidratos; EG, Endoglucanasa; CBH,
Celobiohidrolasa; pG, B-Glucosidasa; ND, No Determinado.
Los ensayos de especificidad se realizaron empleando los sustratos §) carboximetilcelulosa, 1) p-nitrofenil-B-D-celobitsido y i) p-nitrofenil-B-D-glucopiranésido.



PROPOSITO DE LA INVESTIGACION

El creciente interés en las micro y macroalgas marinas como fuente de biomasa para la produccién de bioetanol
ha aumentado la necesidad de nuevas celulasas més sofisticadas capaces de hidrolizar completamente los enlaces
B-1,4-glicosidicos en las moléculas de celulosa. De hecho, existen muy pocos informes en la literatura sobre el
estudio de celulasas de moluscos marinos, por lo que estas especies representan una relevante fuente de nuevas y

diversas celulasas potencialmente activas.

El abul6n rojo (Haliotis rufescens) es el molusco gaster6podo mas importante para la acuicultura en
América del Norte. Su hepatopancreas es rico en celulasas; sin embargo, durante su procesamiento industrial de
enlatado las visceras se remueven y descartan sin ningun esfuerzo de recuperacidn, por lo que es de interés estudiar
dichas enzimas e investigar su aplicacion. Ademas, debido a su importancia comercial se han realizado estudios

ecoldgicos sobre este organismo, no asi investigaciones bioguimicas.



OBJETIVOS DEL PRESENTE TRABAJO

General

Conocer algunos aspectos estructurales y funcionales de una enzima celulasa de H. rufescens, misma que hasta

este momento no ha sido investigada.

Especificos

% Extraer y purificar a homogeneidad una celulasa de H. rufescens a partir de su hepatopancreas.

% Caracterizar algunas propiedades estructurales de la enzima.

Determinar la presencia de glicosilaciones.
Analizar su estado de asociacion en solucion.
Evaluar su estabilidad térmica.

Conocer su estructura primaria, secundaria y terciaria.

% Caracterizar algunas propiedades funcionales de la celulasa.

Investigar su especificidad de sustrato.
Analizar el modo de unién y la disposicion de los residuos en el sitio activo.

Evaluar el efecto del pH y la temperatura sobre la actividad enzimatica.
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DISENO EXPERIMENTAL

En el Esquema 1 se muestra la estrategia experimental empleada para lograr uno a uno los objetivos planteados en

esta investigacion. A continuacion se describen los métodos experimentales.

H. rufescens
(Hepatopéancreas)

Celulasa

Caracterizacion
4
Funcional
4

Especificidad de sustrato

Hidrdlisis de derivados de celulosa
y sustratos cromogénicos

4

Disposicion del sitio activo

Hidrolisis de celo-oligosacaridos

4

Efecto del pH y temperatura

Actividad a diferente pH y temperatura

Purificacion
Precipitacion con (NH,),SO4

Cromatografia de intercambio idnico
Cromatografia de exclusién molecular

Anélisis de pureza
Electroforesis SDS-PAGE

Espectrometria de masas MALDI-TOF
Cromatografia de fase reversa C18

Glicosilaciones

Tincién PAS y fenol-sulfirico

Estado de asociacién

Permeacion en gel y zimografia

Estabilidad térmica

Desplazamiento térmico

Esquema 1. Estrategia experimental global.

Estructural

N

Estructura primaria

Identificacion por huella peptidica

¢

Estructura secundaria

Dicroismo circular

¢

Estructura terciaria

Ensayos de cristalizacion
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METODOS EXPERIMENTALES

Science is curiosity, testing and experimenting...

Venkatraman Ramakrishnan

Materiales

Abulones de la especie H. rufescens fueron cultivados en la costa de Ensenada, Baja California, México y se
enviaron al Instituto de Quimica (UNAM) donde se mantuvieron a -55 °C hasta su uso. La clasificacion
taxonémica fue corroborada por la Dra. Martha Reguero Reza (Instituto de Ciencias del Mar y Limnologia,
UNAM). Todos los reactivos y disolventes fueron de grado analitico, bioquimico o cromatografico; se adquirieron

de diferentes proveedores comerciales y se utilizaron sin purificacion adicional.
Purificacion de HrGH45

La purificacion de la celulasa de H. rufescens se realiz6 segun el procedimiento indicado en el Esquema 2. La

enzima se nombro HrGH45. A continuacion se detalla la estrategia empleada.
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Todos los pasos de purificacion se realizaron a 4 °C para evitar protedlisis y desnaturalizacion. El
hepatopancreas (aprox. 14 g) de un abulén se homogenizé mecanicamente utilizando un homogeneizador de
inmersion (Oster FPSTHB2610W) con 200 mL de amortiguador 50 mM acetato de sodio pH 6.0 con 200 mM
NaCl, 1 mM PMSF, 1 mM EDTA y 0.05 % (p/v) NaNs. EI homogenizado se centrifug6 a 3,500 rpm durante 60
min (Z 300 K, Hermle) y las proteinas en el sobrenadante se precipitaron utilizando sulfato de amonio. Se realiz6
una precipitacion fraccionada de dos pasos (30 y 60 % de saturacion) y el precipitado formado entre el 30-60 %
de saturacién se colecté por centrifugacion (14,000 rpm durante 20 min, Avanti J-30l, Beckman Coulter), se
resuspendié con un volumen minimo de amortiguador 50 mM acetato de sodio pH 6.0 con 200 mM NaCl, 1 mM
EDTA y 0.05 % (p/v) NaNs (amortiguador A) y se dializé contra el mismo. La dialisis se realizé con doble
membrana (MWCO: 3,500 Da, Spectra/Por, Spectrum) porque la actividad celulasa era tan grande que provocaba

la perforacion de la bolsa interna.

El dializado de la fraccion 30-60 % de saturacion se filtré (@ 0.45 um, Durapore, Millipore) y se inyectd
en un sistema que constaba de dos columnas (8.8 O.D. x 145 mm) conectadas en serie y empacadas con las resinas
DEAE-Sepharose (Pharmacia Biotech) y CM-Sepharose (Sigma-Aldrich), ambas de flujo rapido. El sistema de
columnas se equilibr6 con amortiguador A y se lavo con el mismo amortiguador hasta que las proteinas no-
adsorbidas lo atravesaron. Las proteinas adsorbidas se eluyeron de manera independiente con un gradiente lineal
de 0.2-1.2 M NaCl en amortiguador A. La cromatografia se realizé a flujo de 12 mL/h. Se colectaron fracciones
de 1 mL y se observé que las proteinas no-adsorbidas presentaban actividad celulasa, por lo que se realizé una
mezcla de éstas. La mezcla con actividad se filtr6 (@ 0.22 um, Durapore, Millipore) y se aplicé en una columna
de exclusion molecular Bio SEC-3 (3 um, 150 A, 7.8 1.D. x 150 mm, Agilent Technologies) instalada en un sistema
HPLC (HP Agilent 1100 series, Agilent Technologies). La cromatografia se realiz6 a flujo de 1 mL/min usando
amortiguador A como eluyente. Tras repetidas cromatografias, la fraccion con actividad se colecto, se concentrd
por ultrafiltracion (Amicon MWCO 3 000, Millipore) y se re-cromatografié bajo las mismas condiciones. Esta
ultima fraccion, HrGH45, se uso para estudios posteriores. En todos los pasos de purificacion la concentracion de
proteina se determin6 segun el método del acido bicinconinico [20] utilizando el Pierce BCA Protein Assay Kit

(Thermo-Fisher Scientific) y albimina de suero bovino como estdndar. Los ensayos se realizaron por triplicado.
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H. rufescens
(Hepatopéancreas)

1) EXTRACCION
50 mM AcONa pH 6.0, 200 mM NaCl, 1 mM EDTA, 1 mM PMSF, 0.05 % NaNs
2) Centrifugacién (3,500 rpm, 60 min)

Sedimento Sobrenadante

1) PRECIPITACION CON (NH,),SO,

(30-60 % saturacion)
2) Centrifugacion (14,000 rpm, 20 min)

Sobrenadante

Sedimento

1) DIALISIS con doble membrana

50 mM AcONa pH 6.0, 200 mM NaCl, 1 mM EDTA, 0.05 % NaNs (Amortiguador A)
2) CROMATOGRAFIA DE INTERCAMBIO IONICO

- Columna: Sistema DEAE-CM sefarosa de flujo rapido

- Eluyente: Amortiguador A (0.2 M a 1.2 M NacCl)

- Flujo: 12 mL/h

Proteinas / \ Proteinas

no-adsorbidas adsorbidas

1) CROMATOGRAFIA DE EXCLUSION MOLECULAR
- Columna: BioSEC-3 (3 um, 150 A, 7.8 I.D. x 150 mm) instalada en sistema HPLC
- Eluyente: Amortiguador A
- Flujo: 1 mL/min

v

Fraccion
celulasa

1) RECROMATOGRAFIA DE EXCLUSION MOLECULAR
- Columna: BioSEC-3 (3 um, 150 A, 7.8 1.D. x 150 mm) instalada en sistema HPLC
- Eluyente: Amortiguador A
- Flujo: 1 mL/min

HrGH45

Esquema 2. Purificacion de HrGH45.
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La pureza de HrGH45 se analiz6 mediante varias técnicas. (i) La electroforesis SDS-PAGE se realizo
segun el método descrito por Laemmli [21] utilizando geles separadores de 12 % (p/v) poliacrilamiday condiciones
desnaturalizantes (SDS) y reductoras (B-mercaptoetanol) en una cdmara electroforética Mini-PROTEAN (Bio-
Rad). Después de la electroforesis, las proteinas se tifieron con azul brillante de Coomassie R-250. La referencia
de migracion fue el marcador Precision Plus Protein Unstained Standards (Bio-Rad). (ii) Para los estudios
espectrométricos, HrGH45 se concentrdé por precipitacion con etanol (EtOH) de la siguiente manera: se
adicionaron cuatro volimenes de EtOH a un volumen de la solucién de celulasa, se mezclaron y luego se
mantuvieron a -55 °C por 60 min. Después, la mezcla se centrifugd (13,000 rpm durante 15 min a 4 °C) y el
sobrenadante se descarto; el precipitado se secé al vacio y se resuspendi6 con 10 pL de agua Milli-Q. HrGH45 se
coloco en una placa MALDI en una relacion muestra-matriz de 1:5. La matriz utilizada fue una solucién saturada
de Super-DHB (Sigma-Aldrich) disuelta en 0.1 % (v/v) &cido trifluoroacético (TFA) y 30 % (v/v) acetonitrilo
(ACN). Se emple6 un espectrometro de masas MALDI-TOF Microflex (Bruker Daltonics) operado en modo lineal
positivo y el software FlexAnalysis 3.0 (Bruker Daltonics) para el registro de espectros y deteccion de picos,
respectivamente. Antes de la adquisicion, el equipo se calibré con taumatina (22.2 kDa), glucosa isomerasa (43.25
kDa) y albumina de suero bovino (66.6 kDa). (iii) Finalmente, una solucion de proteina (0.1 mg/mL en
amortiguador A) se filtro (@ 0.22 um) y se inyectd en una columna de fase reversa Zorbax 300SB-C18 (5 um, 4.6
I.D. x 150 mm, Agilent Technologies) instalada en un sistema HPLC (HP Agilent 1100 series, Agilent
Technologies). La fase mdvil, que constaba de 0.1 % (v/v) TFA en agua Milli-Q (fase A) y 0.12 % (v/v) TFA en
ACN (fase B), se liber6 a flujo de 1 mL/min. El gradiente de elucion se realizé como sigue: 0 min, 0 % fase B; 5
min, 0 % fase B; 6 min, 44 % fase B; 15 min, 44.5 % fase B; 16 min, 100 % fase B; 18 min, 100 % fase B. La

deteccidn se fijo a 280 nm y el experimento se llevo a cabo a 25 °C.

Ensayos enzimaticos

La actividad celulasa se determiné mediante la cuantificacion de azlcares reductores liberados por la hidrolisis
sobre carboximetilcelulosa (CMC) empleando el método del &cido 3,5-dinitrosalicilico (DNS) [22]. Se realizaron
tres determinaciones como sigue: (i) blanco de enzima, 50 pL de HrGH45 (0.01-0.1 mg/mL) en amortiguador A

+ 450 pL de amortiguador A; (ii) blanco de sustrato, 250 pL de 1 % (p/v) CMC disuelto en amortiguador A + 250
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pL de amortiguador A; (iii) reaccion de hidrdlisis, 50 pL de HrGH45 (0.01-0.1 mg/mL) en amortiguador A + 250
pL de 1 % (p/v) CMC disuelto en amortiguador A + 200 uL de amortiguador A. Después de incubar a 45 °C
durante 30 min [23] (Incubadora Excella E24, New Brunswick), las reacciones se detuvieron afiadiendo 500 pL
de DNS?, se llevaron a ebullicién durante 15 min y se enfriaron a temperatura ambiente. La concentracion de
azucares reductores liberados fue determinada interpolando su absorbancia a 550 nm (Asso) en una curva de
calibracion con estandares de glucosa a diferentes concentraciones. Los ensayos se realizaron por triplicado. Una
unidad de actividad (U) se definié como la cantidad de enzima que libera azlcares reductores equivalentes a 1

umol de glucosa por min. La actividad especifica se definié como U/mg de proteina.

Se emplearon varios sustratos, incluido el papel filtro Whatman 1 (50 mg, 1 x 6 cm), 1 % (p/v) celulosa
microcristalina y 1 % (p/v) algodén comercial, con el fin de evaluar la capacidad de HrGH45 para hidrolizar
diferentes tipos de celulosa. Los experimentos se llevaron a cabo como se detall6 anteriormente, pero con ligeras
modificaciones: las muestras de papel filtro se incubaron por 60 min [22,23] mientras que las de celulosa
microcristalina y algodén durante 24 h [22,23]. Se incluyeron blancos de enzima y de sustrato y se trataron de la
misma manera. Los ensayos se realizaron por triplicado. Se usé una celulasa comercial de Aspergillus niger

(Sigma-Aldrich) como control positivo de cada determinacion.

Las actividades de celobiohidrolasa y B-glucosidasa se determinaron mediante la cuantificacion de p-
nitrofenol liberado por la hidrélisis de p-nitrofenil-p-D-celobidsido (pNPC) y p-nitrofenil-B-D-glucopiranésido
(pNPG), respectivamente, segun lo descrito en [24]. Las reacciones de hidrélisis, asi como los blancos de reaccion,
se realizaron con 250 puLL de 5 mM pNPC o pNPG disuelto en amortiguador A y 250 uLL de HrGH45 (0.1 mg/mL)
en amortiguador A o 250 uL. de amortiguador A, seguin corresponda. Después de incubar a 45 °C durante 30 min
[24], las reacciones se detuvieron afiadiendo 1 M Na,COs (500 pL). La cantidad de p-nitrofenol liberado se calculd
a partir de su coeficiente de extincién molar de 18,500 M*cm™ a 410 nm. Los ensayos se realizaron por triplicado.
Una unidad de actividad (U) se definié como la cantidad de enzima que produce 1 pumol de p-nitrofenol por min.

La actividad especifica se definié como U/mg de proteina.

L El reactivo DNS se prepar6 disolviendo DNS (3.53 g) e NaOH (6.6 g) en H,O destilada (472 mL). Posteriormente, se
adiciond tartrato mixto de sodio y potasio (102 g), fenol fundido (2.3 mL) y metabisulfito de sodio (2.76 g).
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El modo de unidn y la disposicion de los residuos en el sitio activo se sugirieron después de analizar los
hidrolizados de HrGH45 sobre diferentes celo-oligosacaridos. Las reacciones de hidrdlisis, asi como los blancos
de reaccion, se realizaron con 1 mg de sustrato y 1 mL de HrGH45 (0.1 mg/mL) en amortiguador A o 1 mL de
amortiguador A, segln corresponda. Después de incubar a 45 °C durante 24 h [11], las reacciones se detuvieron
Ilevandolas a ebullicion por 10 min. Los hidrolizados se analizaron por cromatografia en capa fina (TLC) segun
lo descrito en [25] con ligeras modificaciones: se mezclaron 10 uLL de cada muestra con 10 uL de EtOH [26] y
luego se colocaron sobre una cromatoplaca (ALUGRAM Xtra SIL G/UVa2s4, Macherey-Nagel) cada 0.5 puL con
micropipeta. La TLC se realizé a temperatura ambiente utilizando el método doble ascendente y una mezcla de
acetato de etilo-acido acético glacial-agua destilada en relaciones 3:2:1 como fase mévil. Después de la doble
elucion, la cromatoplaca se seco al aire en una campana de extraccion, se rocio con una solucidn reveladora de 10
% (v/v) H.SO4sen EtOH y se calent6 a 120 °C hasta que se visualizaron los carbohidratos resueltos [11]. Se usaron

glucosa (G1), celobiosa (G2), celotriosa (G3), celotetraosa (G4) y celopentaosa (G5) como estandares.

Deteccion de glicosilaciones

La tincion de glicoproteinas en gel SDS-PAGE, empleando el método del &cido periddico-reactivo de Schiff, se
logré con el Pierce Glycoprotein Staining Kit (Thermo-Fisher Scientific) siguiendo las recomendaciones del
proveedor. Después de la electroforesis, el gel se fijo, oxidé y tifid. Finalmente, se lavo exhaustivamente con 3 %
(v/v) &cido acético hasta que se visualizaron bandas color magenta. Por otra parte, se utilizé el método del fenol-
sulfarico [27] para estimar el contenido de carbohidratos totales en la estructura de HrGH45. Brevemente, 250 puL.
de proteina (0.2 mg/mL) en amortiguador A se mezclaron con 7.5 ulL de 5 % (p/v) fenol y se dejaron interaccionar
a temperatura ambiente por 10 min. Posteriormente, se les adiciond 750 uL de H,SO4 y se incubaron a 27 °C
durante 20 min. La cantidad de sacaridos estructurales se determiné interpolando su Aug en una curva de

calibracion con estandares de glucosa a diferentes concentraciones. Los ensayos se realizaron por triplicado.
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Estado de asociacion en solucion

La masa molecular y el estado oligomérico en solucion de HrGH45 se establecieron después de calibrar una
columna de filtracion en gel. Una solucion de proteina (0.1 mg/mL) recién purificada se inyect6 en una columna
Bio SEC-3 (3 um, 150 A, 7.8 L.D. x 150 mm, Agilent Technologies) instalada en un sistema HPLC (HP Agilent
1100 series, Agilent Technologies). La cromatografia se realizo a flujo de 1 mL/min usando amortiguador A como
eluyente. Las proteinas de referencia fueron glucosa isomerasa tetramérica (173 kDa), albdmina de suero bovino

(66.6 kDa), quitinasa (31.9 kDa), taumatina (22.2 kDa) y lisozima (14 kDa).

Zimografia

Las formas oligoméricas activas de HrGH45 se determinaron a través de zimogramas, se siguieron los protocolos
descritos en [28] y [29] con ligeras modificaciones: se cargd una muestra de enzima sin calentar y sin agentes
reductores en un gel concentrador al 4 % (p/v) poliacrilamida. Ademas, se incorpor6 CMC con una concentracion
final de 0.1 % (p/v) en la fase de resolucion al 12 % (p/v) poliacrilamida. Después de la electroforesis, el gel se
sumergid durante 30 min en 5 % (v/v) Triton X-100 disuelto en amortiguador A, se lavd exhaustivamente con agua
Milli-Q y se incub6 por una noche a 37 °C en amortiguador A. Luego, el gel se tifié con una solucidn etandlica
saturada de rojo Congo durante 60 min y se destifié con 1.5 M NaCl hasta que se observaron bandas claras y
trasltcidas. Un segundo gel, preparado de manera idéntica, se tifié con azul brillante de Coomassie R-250 después

de la electroforesis. EI control positivo del experimento fue una celulasa comercial de A. niger.

Efecto del pH y temperatura sobre la actividad enzimética

La dependencia del pH se analiz6 a 45 °C en mezclas de reaccion ajustadas a pH 3.0-10.0 empleando el
amortiguador universal Britton-Robinson (40 mM H3;BO3, 40 mM HsPO.y 40 mM CH;COOH [30]). La influencia
de la temperatura se examind con el amortiguador 40 mM Britton-Robinson pH 7.0 de 4 a 75 °C. La actividad
enzimatica se determind como se detalla en Ensayos enzimaticos. Se incluyeron blancos de enzima y de sustrato

y se trataron de la misma manera. Los ensayos se realizaron por triplicado.
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Ensayos de desplazamiento térmico

La estabilidad térmica de HrGH45 se analiz6 por fluorimetria diferencial de barrido, se utilizo el fluoréforo
SYPRO Orange (Aex = 470 nm, Xem= 569 nm; Thermo-Fisher Scientific) para monitorear el proceso de
desplegamiento de la enzima [31]. Las soluciones, que consistian de 10 uL de 3 uM HrGH45 en amortiguador A
y 10 pL de los kits a evaluar (pH Screen, HR2-241; Polymer, HR2-227; Hampton Research), se colocaron en una
placa de 96 pozos (MicroAmp Fast Optical 96-Well Reaction Plate), misma que se sell6 con una pelicula
Opticamente inerte (Greiner VIEWSseal, Jena Bioscience) y se centrifug6 a 300 rpm durante 2 min a 25 °C. Después,
la placa se colocé en un equipo gPCR (StepOne Real-Time PCR System) y se calent6 en un paso continuo de 25
a 98 °C (2 min a 25 °C seguido del incremento de 1 % en la temperatura en forma continua hasta 98 °C, donde se
mantuvo por 15 s). Todos los termofluorogramas obtenidos fueron inspeccionados con el software StepOne 2.3
para analizar su calidad. Los datos se normalizaron y se ajustaron al modelo sigmoide de Boltzmann empleando
el software Origin 2018. La composicion quimica de cada Kit, asi como su concentracion final después de la

dilucion con la proteina, se indica en el Anexo 1.

Experimentos de dicroismo circular

El contenido de elementos de estructura secundaria de HrGH45 se determind por su espectro de dicroismo circular
(DC) en la region del UV-lejano (190-260 nm). Las mediciones de DC se realizaron a 25 °C en un
espectropolarimetro J-1500 (JASCO) equipado con un Peltier como sistema de control de temperatura, empleando
una celda de cuarzo de 1 mm de longitud de paso de luz y los siguientes parametros espectrales de adquisicion:
rapidez de barrido, 10 nm/min; ancho de banda, 1.0 nm; tiempo de respuesta, 1 s. La muestra fue una solucion de
celulasa en agua destilada (0.2 mg/mL). Los datos de DC, obtenidos en grados, fueron normalizados y corregidos
de las contribuciones del disolvente. Los espectros se colectaron por triplicado y se promediaron para obtener el
espectro final de la enzima. Este Gltimo se expresé en unidades de elipticidad molar del residuo medio (6 [=]
deg-cm?-dmol?), misma que se calcul6 utilizando una masa molecular de 110 g/mol/residuo [32]. El contenido de

elementos estructurales se estimo empleando Ae (M*-cm™) con el servidor BeStSel [33,34].
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Digestion e identificacion por huella peptidica

Se determind parte de la secuencia aminoacidica de HrGH45 mediante la identificacion de los péptidos obtenidos
posterior a la protedlisis con el Protease Profiler Kit (Sigma-Aldrich), el cual incluye las proteasas Asp-N (metalo-
endoproteasa de Pseudomonas fragi; E.C. 3.4.24.33), Lys-C (serin-endoproteasa de Lysobacter enzymogenes; E.C.
3.4.21.50), Glu-C (serin-endoproteasa de Staphylococcus aureus; E.C. 3.4.21.19), Arg-C (serin-endoproteasa de
la glandula submaxilar de ratén; E.C. 3.4.21.40) y tripsina (serin-endoproteasa pancredtica; E.C. 3.4.21.4). Se

empled el método de digestion en gel (In-Gel Digestion) siguiendo las especificaciones del proveedor.

Después de la electroforesis, las bandas de proteina tefiidas se escindieron cuidadosamente del gel y se
colocaron dos por cada tubo eppendorf de 1.5 mL, se cortaron en fragmentos mas pequefios y se destifieron con
una solucién de 250 mM NH4HCOs en 50 % (v/v) ACN durante 30 min a 25 °C. Posteriormente, se redujeron con
50 mM TCEP durante 10 min a 60 °C, se alquilaron con 100 mM lodoacetamida por 1 h a 25 °C en la obscuridad
y se lavaron dos veces con 250 mM NH4sHCO;3; en 50 % (v/v) ACN. Finalmente, se deshidrataron completamente
con ACN y se llevaron a sequedad total. Las reacciones de protedlisis se efectuaron con 0.4 ug de proteasa en 120
pL de 40 MM NH4sHCO; en 9 % (v/v) ACN y se incubaron a 30 °C por 20 h. Se extrajo el amortiguador de reaccion,
que contenia a los péptidos de interés, y a los remanentes de las bandas se les adiciond una solucion de extraccion
(0.1 % viv TFA'y 30 % v/v ACN), ésta se realizd durante 1 h a 25 °C. Por ultimo, se mezcl6 el amortiguador de
reaccion con la solucion de extraccion y se dejo secar al vacio. Los péptidos se resuspendieron con 10 L de
matriz, la cual fue una solucién saturada de a-ciano (Sigma-Aldrich) disuelta en 0.1 % (v/v) TFA 'y 30 % (v/v)
ACN, y se colocaron en una placa MALDI para su analisis. Se empled un espectrometro de masas MALDI-TOF
Microflex operado en modo reflectron positivo y el software FlexAnalysis 3.0 para el registro de espectros y
deteccion de picos, respectivamente. Antes de la adquisicion, el equipo se calibrd con el “Tube 4: Peptide
Calibration Standard” del Starter Kit for MALDI-TOF MS (Bruker Daltonics). Para la identificacion de los
péptidos se emplearon las bases de datos de UniProt. El analisis se realiz6 con Mascot 2.4 (Matrix Science)
instalado en un servidor local asumiendo los siguientes parametros: modificacion fija, carbamidometilacion (C);

modificacion variable, oxidacién (M); tolerancia, 0.1 %; escisiones permitidas, hasta 2.
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Ensayos de cristalizacion

Una solucion de proteina recién purificada se dializé (MWCO: 3,500 Da) contra 20 mM &cido citrico-citrato de
sodio pH 6.0 con 150 mM NacCl, se filtré (@ 0.22 um) y se concentrd por ultrafiltracion (MWCO 3000) hasta 7.2
mg/mL. Los ensayos de cristalizacion se realizaron con el método de difusion en fase de vapor en la modalidad de
gota colgante con 0.6 pL de solucién de proteina'y 0.6 uL de agente precipitante. Las gotas se equilibraron con 70
uL de solucion precipitante. Se usaron placas Intelli-Plate 96-3 well LVR (Hampton Research) y se incubaron a
18 °C. Los kits evaluados fueron PEG RX, PEG ION, Index y Crystal Screen |y Il (Hampton Research), asi como

PACT Suite NeXTal (QIAGEN).

Andlisis estadistico

Los ensayos se llevaron a cabo al menos tres veces. El analisis de datos y el ajuste de curvas se realizaron con el
software Origin 2018. Los resultados se expresaron como media * desviacion estandar (DE). Las barras de error

en las figuras representan DE.
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RESULTADOS Y DISCUSION

“It was like a jigsaw puzzle... 1 felt that if I had only one
more piece of the puzzle, everything would fall into place.
1 found the piece, and everything became clear...”

Maria Goeppert Mayer

El interés por las celulasas detectadas en metazoarios antes de 1998 era escaso, ya que estas enzimas fueron
consideradas productos de relaciones simbiontes con microorganismos celuloliticos presentes en el tracto digestivo
del hospedero [35]. EI descubrimiento de un gen de celulasa en la termita Reticulitermes speratus [36] refutd la
teoria largamente creida sobre el origen simbionte de estas enzimas en animales. Desde entonces, se han aislado y
caracterizado celulasas enddgenas a partir de diversos invertebrados herbivoros terrestres y marinos [7]. Como

sea, pocas investigaciones se han centrado en el estudio de celulasas provenientes de Haliotis sp. [17-19].

En los ultimos afios, las micro y macroalgas marinas se han convertido en una excelente fuente de biomasa
para la produccion de bioetanol. No obstante, su explotacion sigue siendo costo-prohibitiva ya que la celulosa es
resistente a la despolimerizacion y las celulasas conocidas no pueden reutilizarse. Por tanto, se requieren nuevas

celulasas mas baratas y sofisticadas.
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Purificacion

En este trabajo se purificé a homogeneidad una celulasa presente en el tracto digestivo de H. rufescens, la enzima
se nombré HrGH45. Para lograr el aislamiento, el hepatopancreas de un abulén se homogeniz6 mecénicamente
con un amortiguador de acetato de sodio y el extracto se centrifugd para remover restos de tejidos y proteinas
precipitadas. La actividad endoglucanasa se encontro en el sobrenadante, mismo que se sometié a una precipitacion
fraccionada con sulfato de amonio. El precipitado formado entre el 30 y 60 % de saturacion contenia la mayor
actividad glicohidrolitica, por lo que se aplico a un sistema de columnas de intercambio idnico conectado en serie.
La actividad celulasa se detectd en las fracciones correspondientes a los lavados del sistema de columnas, razon
por la cual se realizé una mezcla (pool) de éstas. La mezcla con actividad se resolvié en una columna de exclusion
molecular instalada en un sistema HPLC. Tras repetidas cromatografias, la fraccion con actividad endoglucanasa
se colectd, se concentr6 por ultrafiltracion y se re-cromatografié. La Fig. 3 muestra el perfil cromatografico

registrado antes y después de la recirculacion de HrGH45 en la columna de filtracion en gel.

A pesar de que la cromatografia de exclusion molecular no es un criterio de pureza, se ha considerado que
si la distribucion de picos es estrecha y se observa un perfil de dispersion gaussiano, se puede inferir que la muestra
esta pura. Sin embargo, no se debe asumir como tal [37]. El perfil gaussiano registrado para HrGH45 después de
su recromatografia en la columna de filtracion en gel sugiri6 fuertemente su homogeneidad. De cualquier manera,

se procedio a verificar su pureza empleando técnicas electroforéticas, espectrométricas y cromatogréaficas.
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Fig. 3.

Purificacion. Izquierda: Cromatograma obtenido después de inyectar la mezcla de las fracciones con actividad celulasa (proteinas no-adsorbidas en las resinas de intercambio ionico) en una columna de
exclusién molecular instalada en un sistema HPLC. La fraccion con actividad endoglucanasa eluyé con un tiempo de retencion de 3.54 min. Derecha: Perfil de elucion registrado después de recircular
HrGH45 en la columna de filtracion en gel. Columna, Bio SEC-3 (3 um, 150 A, 7.8 1.D. x 150 mm); Eluyente, Amortiguador A; Flujo, 1 mL/min.
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HrGHA45 aparecié como cuatro bandas de proteina en geles SDS-PAGE con masas moleculares estimadas
en 23.7, 28.9, 46.6 y 62.9 kDa. Todas las bandas presentaron un ligero barrido en el gel, Fig. 4A. Notablemente,
no se observé ninguna sefal alrededor de m/z = 29 kDa cuando la enzima se analizd por espectrometria de masas
MALDI-TOF. En estos estudios, el ion molecular ([M+H]*) fue el pico base y se registré en m/z = 23.395 kDa.
También se detect6 el ion doblemente cargado ([M+2H]?* = 11.772 kDa) y un agregado de proteina ([2M+H]* =
47.901 kDa), Fig. 4B. Con base en estos resultados, se asumid gue i) la masa molecular de HrGH45 era 23.395
kDa y que ii) las bandas de proteina en el gel con masas de 46.6 y 62.9 kDa correspondian a agregados de la
enzima, ya que se ha reportado que, en algunos casos, las condiciones desnaturalizantes de la electroforesis inducen
oligomerizacion [38,39]. De cualquier forma, la pureza de HrGHA45 se analiz6 inequivocamente por cromatografia
de fase reversa Cig, ya que ésta es capaz de separar desde proteinas de estructura casi idéntica [40] hasta
diasterémeros polipeptidicos [41,42]. El perfil de elucién de la celulasa se muestra en la Fig. 4C. Aqui, se observo

un pico Unico y agudo en la fraccidn eluida con aprox. 44 % (v/v) ACN. Lo anterior demostré la pureza de HrGH45.

Como se menciond anteriormente, HrGH45 exhibié una banda difusa en geles SDS-PAGE con masa
molecular de 28.9 kDa. Sin embargo, no se registré ningln ion en el espectro de masas con dicha relacién m/z.
Esto sugiri6 la posibilidad de un comportamiento electroforético anémalo de la proteina en el gel, mismo que
podria deberse a la presencia de modificaciones postraduccionales. Varios tipos de proteinas, incluidas las
glicoproteinas y las fosfoproteinas, migran de forma anémala en estudios electroforéticos. En particular, las
glicoproteinas presentan movilidad disminuida en geles SDS-PAGE porque los carbohidratos no se unen al SDS.
El motivo hidrofilico de glicano reduce las interacciones hidrofébicas entre el esqueleto de la proteina y el SDS,
evitando asi la union correcta del tensioactivo. Esto reduce la relacion carga neta-masa del complejo proteina-
SDS, dando como resultado un aumento aparente del peso molecular. Lo anterior podria justificar las bandas en
23.7'y 28.9 kDa, siendo 23.7 kDa la masa real de HrGH45 y 28.9 kDa la migracion anémala de la proteina en el

gel. También puede deberse a diferentes grados de glicosilacion [43,44].
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El fendmeno de migracion andmala se ha reportado para varias glicoproteinas, donde los comunes
denominadores son i) la estimacion errénea del peso molecular debido a glicosilaciones (aumento aparente) v ii)
la presencia de mdltiples bandas [45]. Cabe destacar que el registro del espectro de masas MALDI-TOF de
HrGH45 sélo fue posible empleando la matriz Super-DHB que, acorde con la literatura, es una matriz ampliamente
utilizada para adquirir espectros de masas de proteinas y péptidos glicosilados, asi como de oligo y polisacaridos

[46]. Estas observaciones sugirieron la presencia de glicosilaciones en la estructura de HrGH45.

La cromatografia de fase reversa demostro la pureza de HrGH45, por lo que el resumen de la purificacion
se muestra en la Tabla 3. Ahi se indican los rendimientos y las actividades especificas en cada uno de los diferentes
pasos de purificacion. La principal etapa de asilamiento se logré mediante la cromatografia de exclusion molecular
en el sistema HPLC. HrGH45 se purificd con un rendimiento del 2 % y una actividad especifica sobre 0.5 % (p/v)
CMC de 53.5U/mg a 45 °Cy pH 6.0. Estos valores fueron muy similares a los informados para una endoglucanasa

de la liebre marina (A. kurodai), 3.3 % y 67.3 U/mg, respectivamente [11].

Tabla 3.
Resumen de purificacion. La purificacion se realizé a partir del hepatopancreas (aprox. 14 g) de un abulén.

Actividad total ~ Actividad especifica*  Rendimiento

Paso de purificacion Veces de purificacién
U U/mg %

Extraccion 1395 15 100 1

Precipitacion con (NH4)2SO4 338 5.9 24 4

Intercambio ionico 263 5.7 19 4

Exclusién molecular (HPLC) 25 53.5 2 37

* Una unidad de actividad (U) se definié como la cantidad de enzima que libera azlicares reductores equivalentes a 1 umol de glucosa por
min. La actividad especifica se definié como U/mg de proteina.
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HrGH45 es una glicoproteina y se comporta como un homotrimero

El contenido de hexosas en la estructura de HrGH45, estimado segln el método del fenol-sulfurico [27], resultd
igual a 26 + 3 %. Por otro lado, la visualizacion de glicoproteinas en gel SDS-PAGE se logr6 después de realizar
la tincién del acido periddico-reactivo de Schiff. En este experimento, HrGH45 aparecié como cuatro bandas de
proteina con masas moleculares estimadas en 23.6, 27.8, 45.3 y 65.9 kDa. Los oligbmeros se visualizaron

ligeramente, Fig. 5. El patron de migracién fue similar al observado anteriormente.

«— 65.9

«— 278
«— 23.6

Fig. 5.
Deteccion de glicosilaciones. 1, Peroxidasa de rdbano picante (control positivo); 2, Bio Basic prestained protein ladder; 3, HrGH45.
Las glicoproteinas se observan como bandas color magenta.

Las celulasas de H. discus hannai [17] y Strongylocentrotus nudus [47] sugirieron contenidos de sacaridos
estructurales de 4.2 y 12 %, respectivamente. No obstante, estas determinaciones se estimaron por diferencia de
masa entre las encontradas experimentalmente y sus respectivas secuencias aminoacidicas, no fueron
cuantificaciones experimentales. Ademas, se propuso que se trataban de N-glicosilaciones debido a la presencia
del sequon N-X-T/S (X # P). Por otro lado, se encontr6 que dos de tres celulasas de H. fulgens presentaban 3.8 y
4.5 % de carbohidratos estructurales [19]. Asimismo, se han detectado hexosas en todas las endoglucanasas (16.7,

3.2, 25.2 'y 9.9 %) y B-glucosidasas (6.6 y 6.7 %) del sistema celulolitico de A. kurodai [48]. En eucariotas, la
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glicosilacion tiene lugar en las membranas del reticulo endoplasmico (N-glicosilacion unida a Asn o Arg) o
directamente en el aparato de Golgi (O-glicosilacion asociada a Ser o Thr), mientras que en arqueas sucede en la
membrana plasmatica [49]. Con base en lo anterior, se dedujo que HrGH45 era producida por el abulén per se y
no por bacterias residentes simbiontes, ya que los escasos informes de bacterias con capacidad para glicosilar han

sido asociados a mecanismos de patogénesis [50].

Las glicosilaciones pueden influenciar la estabilidad, conformacion, secrecion y actividad de las proteinas.
Asimismo, brindan complejidad estructural y propiedades fisicoguimicas interesantes [51]. Estas modificaciones
son requeridas para procesos de plegamiento, oligomerizacion y solubilizacion adecuados. Las funciones varian
de una proteina a otra. Ademas, mientras mas alto es el grado de glicosilacion, mayor es la tendencia de las
glicoproteinas a oligomerizar. Esto debido a que se establecen interacciones azucar-proteina o azlcar-azucar entre
monomeros [52]. El contenido de hidratos de carbono en la estructura de HrGH45 supera lo informado para
proteinas de origen similar, razén por la cual se sugiere gque estas modificaciones tienen un papel importante en
las propiedades de la enzima. Es necesario examinar el significado fisiol6gico de estas glicosilaciones utilizando

celulasas recombinantes expresadas en células procariotas donde no tenga lugar la glicosilacién.

El estado oligomérico de HrGH45 en solucion se determind después de calibrar una columna de filtracion
en gel, Fig. 6A. En este experimento, la masa molecular de HrGH45 se estim6 en 71.1 kDa. No obstante, durante
las adquisiciones de espectrometria de masas MALDI-TOF, la celulasa del abuldn rojo exhibié una masa molecular
de 23.395 kDa. Por lo que HrGH45 se comportd como un homotrimero en sistemas acuosos. Por otra parte, las
formas oligoméricas de HrGH45 con actividad en geles de poliacrilamida se detectaron mediante zimogramas. En
estos estudios, el patron de migracion (Fig. 6B izquierda) fue similar al observado anteriormente. Ademas, la
actividad endoglucanasa se visualiz6 como una banda clara y traslicida con una masa molecular de 67 kDa (Fig.
6B derecha), misma que correspondié con la conformacién trimérica de HrGH45. No se observd hidrélisis en la

forma monomérica o dimérica.
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Determinacion del estado oligomérico. (A) Comportamiento en sistemas acuosos. 1, Glucosa isomerasa tetramérica (173 kDa); 2, Albumina de suero bovino (66.6 kDa); 3, Quitinasa
(31.9 kDa); 4, Taumatina (22.2 kDa); 5, Lisozima (14 kDa); Columna, Bio SEC-3 (HPLC); Eluyente, Amortiguador A; Flujo, 1 mL/min. (B) Analisis por zimografia. Izquierda: Patron
de migracion en gel SDS-PAGE 12 % (p/v) poliacrilamida con 0.1 % (p/v) CMC. 1, Precision plus protein unstained standards; 2, HrGH45. Derecha: Ensayo en gel para la actividad
endoglucanasa. 3, HrGH45; 4, Inhibidor de la tripsina de soya (control negativo); 5, Celulasa de A. niger (control positivo).
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Estos hallazgos difirieron de otros reportados para celulasas nativas de moluscos marinos, donde fueron
caracterizadas como enzimas monoméricas [11,17,18,48,53-56]. No obstante, una endoglucanasa recombinante
de 22.54 kDa de Corbicula japonica [57], perteneciente a la familia 45 de las glicosil-hidrolasas, exhibidé un
comportamiento similar en zimogramas al encontrado para HrGH45. Ademés, a través de mediciones de
dispersion dindmica de luz, se observo que tres celulasas de H. fulgens tendian a formar multimeros de gran tamafio
y que sus formas monomeéricas eran inactivas e inestables [19]. Estos resultados sugirieron que la actividad
glicohidrolitica de HrGH45 estaba asociada exclusivamente con su conformacién trimérica. Como sea, aun se
desconoce el mecanismo molecular por el cual la enzima adquiere dicho arreglo. Estudios estructurales permitirian

elucidar el proceso de oligomerizacion de HrGH45.

Independientemente de su origen, la mayoria de las celulasas son enzimas monoméricas [8]. E.g., una
endoglucanasa de la microflora intestinal de la mosca soldado negra (Hermetia illucens) mostré una banda de
proteina de 40 kDa en gel SDS-PAGE, misma que tuvo actividad en zimogramas [58]. Un comportamiento similar

se observo con una celulasa termofilica de Geobacillus sp. HTA426 [59].

HrGHA45 exhibe endo/exoactividad y reconoce celopentaosa en regiones amorfas de celulosa

Se analizé la capacidad de HrGH45 para hidrolizar diferentes tipos de celulosa. Para ello, se probaron como
sustratos 0.5 % (p/v) CMC, papel filtro (50 mg), 1 % (p/v) celulosa microcristalina y 1 % (p/v) algoddn. Los dos
primeros se emplearon como modelos de celulosa amorfa, mientras que los Gltimos como celulosa cristalina. Se
detectd actividad glicosidasa sobre CMC (53.9 £ 1.0 U/mg) y papel filtro (10.6 £ 1.2 U/mg), no asi sobre celulosa
microcristalina o algodén. Resultados similares se encontraron al caracterizar una endoglucanasa, de la familia 45
de las GHs, del bivalvo Mytilus edulis [56] y las endocelulasas, pertenecientes a la familia 9 de las GHs, de los
gasteropodos Bellamya chinensis laeta [54] y H. discus hannai [18]. Estas observaciones confirmaron que
HrGH45 era una endo-1,4-B-D-glucanasa tipica y sugirieron que es capaz de hidrolizar enlaces glicosidicos en

regiones amorfas dentro de las moléculas de celulosa.
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Los cromdgenos sintéticos p-nitrofenil-p-D-celobidsido (pNPC) y p-nitrofenil-B-D-glucopiranésido
(pNPG) se utilizaron como sustratos selectivos para medir las actividades de celobiohidrolasa y B-glucosidasa,
respectivamente. Sorprendentemente, se detectd actividad? enziméatica sobre el enlace aglucénico (heterosidico)
de pNPC (6.97 £ 0.17 U/mg) y pNPG (1.25 £ 0.01 U/mg), evidenciando asi las actividades de celobiohidrolasa
tipo Il y B-glucosidasa de HrGH45. Cel 11, una celulasa de H. fulgens, mostré propiedades funcionales similares
[19]. De cualquier forma, es preciso notar que las actividades de celobiohidrolasa y B-glucosidasa fueron menores
gue la de endoglucanasa. La baja velocidad de hidrolisis pudo estar asociada con mecanismos de inhibicion por
producto, ya que la glucosa y la celobiosa inhiben las reacciones de hidrolisis de las glucosidasas y

celobiohidrolasas (respectivamente) sin comprometer la actividad de endoglucanasa [60].

Las primeras aproximaciones sobre el modo de unién de HrGH45 con su sustrato se propusieron después
de identificar, mediante cromatografia en capa fina, los productos finales de reaccién generados por la hidrélisis
sobre diferentes celo-oligosacaridos. HrGH45 hidrolizé lentamente celobiosa y celotriosa a glucosa y a celobiosa
mas glucosa, respectivamente. La celotetraosa fue parcialmente hidrolizada a celobiosa y a cantidades traza de
celotriosa mas glucosa. En el caso de la celopentaosa, la escision principal tuvo lugar en su segundo enlace
glicosidico, liberando celotriosa méas celobiosa. No obstante, una escision menor en su primer enlace glicosidico
dio como resultado celotetraosa méas glucosa, Fig. 8A. El patron de hidrélisis de los celo-oligosacaridos y la
actividad detectada sobre los sustratos cromogénicos permitieron aventurar un modelo de organizacion del sitio
activo de HrGH45 (Fig. 8B). Como la celopentaosa se hidrolizé completamente y se observaron dos patrones de
hidrolisis para este sacarido, se sugiere que HrGH45 reconoce unidades de celopentaosa en las cadenas de celulosa
a través de seis posibles subsitios de union a sustrato y escinde preferentemente su segundo enlace glicosidico. En
el arreglo de seis subsitios, ABCDEF, los aminoécidos cataliticos estarian situados entre B y C. En todos los casos,
los extremos no reductores del polisacarido interaccionarian con A o B. Este modelo explica claramente la

naturaleza de todos los productos de reaccion formados.

2 Una unidad de actividad (U) se definié como la cantidad de enzima que produce 1 pmol de p-nitrofenol por min. La actividad

especifica se definié como U/mg de proteina.
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Los productos finales de reaccion generados por HrGH45 fueron muy similares a los reportados para las
endoglucanasas de H. discus hannai y S. nudus [47], ambas pertenecientes a la familia 9 de las glicosil-hidrolasas.
Asimismo, estos hallazgos fueron comparables con los patrones de hidrdlisis observados para las endocelulasas,

clasificadas como glicosil-hidrolasas de la familia 45, de A. kurodai [11,48] y M. edulis [56].

Los principales productos de reaccion formados durante el experimento confirmaron el caracter endo-1,4-
B-D-glucanasa de HrGH45 y demostraron su especificidad sobre multiples sustratos porque se encontré actividad
residual de celobiohidrolasa tipo II y B-glucosidasa. No se observo evidencia de actividad glicosil-transferasa
incluso después de la prolongada incubacidn que duré el ensayo, ya que no se detectaron celo-oligosacaridos mas
largos que los propios sustratos. Estas propiedades funcionales tan interesantes pueden deberse a la versatilidad
estructural de los subsitios de union a sustrato. Como sea, se requiere la determinacion de la estructura
tridimensional de HrGH45 para confirmar tal suposicion. La multiespecificidad de HrGH45 la vuelve
particularmente atractiva para aplicaciones biotecnolégicas, ya que la capacidad de hidr6lisis de las celulasas de

interés comercial esta restringida a actividad de endoglucanasa.

Efecto del pH y temperatura sobre la actividad enzimética

HrGH45 mostré méaxima actividad glicohidrolitica a 45 °C y pH 7.0 usando 0.5 % (p/v) CMC como sustrato en
mezclas de reaccion preparadas con el amortiguador universal Britton-Robinson (40 mM acetato-fosfato-borato),
Fig. 7. Bajo estas condiciones, la actividad enzimatica fue dos veces menor que la encontrada cuando se determind
con el amortiguador A a 45 °C. Por esta razén y con el fin de comparar con otras celulasas, los ensayos de actividad
se realizaron utilizando amortiguador A. El abatimiento de la actividad enzimatica pudo deberse a la composicion
del medio de reaccion, ya que la fuerza ionica y la(s) sal(es) del amortiguador afectan la actividad enzimatica en

sistemas de reaccion acuosos por interacciones quimicas especificas amortiguador-enzima [61,62].

El pH 6ptimo de actividad (7.0) resulté ligeramente mayor que otros reportados para celulasas de origen

similar, los cuales oscilan entre 5.5y 6.5 [11,17-19,47,48,53-56]. En este trabajo se estudio la influencia del pH
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sobre la actividad enziméatica empleando el amortiguador universal Britton-Robinson, excluyendo asi el efecto de
diferentes sales sobre la celulasa y observando Gnicamente la dependencia con respecto al pH. El valor de
temperatura optima de actividad (45 °C) estuvo en armonia con otros previamente informados para glucanasas de
origen similar, los cuales van de 35 a 50 °C [11,17-19,47,48,53-56]. Debido a su actividad a bajas temperaturas,
la aplicacion biotecnolégica de HrGHA45 es factible. De manera general, las endoglucanasas &cidas exhiben mayor
actividad en el rango de pH de 4.0-5.5 y temperaturas de 35 a 55 °C, mientras que las celulasas neutras requieren

de un pH que abarca de 5.5 a 8.0 y temperaturas de 40-60 °C [63].
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Fig. 8.

Efecto del (A) pH y (B) temperatura sobre la actividad enzimética. A pesar de que la actividad glicohidrolitica se evalud en el
intervalo de pH 3.0-10.0, no se detect6 actividad de pH 3.0 a 5.0 ni de 9.0 a 10.0. Razon por la cual no se incluyen en la Fig. 8A. Los
ensayos se realizaron por triplicado usando 0.5 % (p/v) CMC como sustrato. Los resultados se expresaron como media + DE.
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Estabilidad térmica

La temperatura de fusion (Tm) de HrGH45 se determiné a través de ensayos de desplazamiento térmico basados
en fluorescencia (TSA) monitoreando el despliegue de la celulasa a lo largo de una rampa de temperatura (25-98
°C) y probando sesenta y nueve ambientes quimicos diferentes (Anexo 1). Los experimentos de TSA indicaron un
valor de Tm de 46.5 °C para HrGH45. No obstante, la curva de fusion mostr6 una transicion de desnaturalizacion
lenta (35-65 °C), lo que sugirio la oligomerizacion de la enzima [31] (Fig. 9). Por otra parte, este valor de Tm se
desplaz6 a 39.1 °C en 15 % (p/v) PEG 20,000 (ATm =-7.4 °C) y a 62.2 °C en 0.5 M acetato de sodio pH 4.4 (ATm
= +15.7 °C). Estas dos condiciones influenciaron el proceso de despliegue de HrGH45 ya que sus termogramas
mostraron transiciones de desnaturalizacién rapidas dentro de pequefios intervalos de temperatura, lo que sugirié
que la proteina se encontraba fundamentalmente monodispersa [31]. No se observo transicion de desnaturalizacion
al probar el resto de los ambientes quimicos. No obstante, en estos ensayos se encontré una alta sefial de
fluorescencia al inicio del experimento. Lo anterior sugirié que HrGHA45 se desnaturalizé inmediatamente y expuso

regiones hidrofdbicas que interaccionaron con el fluoréforo [31].

El valor de temperatura de fusién de 46.5 °C no fue sorprendente y estuvo en armonia con los resultados
de la caracterizacion enzimatica, donde HrGH45 mostr6 pérdida de actividad a temperaturas superiores que 45 °C.
Aungue la mayor actividad celulolitica fue a pH 6.0, los experimentos de TSA revelaron un pH 6ptimo de 4.4 para
la estabilidad de HrGH45. Estas observaciones sugieren que la celulasa requiere cierta flexibilidad para su
actividad dptima, ya que los amortiguadores pueden aumentar el orden estructural y reducir la flexibilidad
conformacional mediante la modulacién del pH o la formacién de interacciones quimicas especificas con la
proteina misma [31]. El efecto negativo del PEG 20,000 tampoco fue sorprendente, ya que se ha descrito que los
polietilenglicoles desestabilizan a las proteinas en ensayos térmicos [64,65]. Comprender las bases moleculares de
la termoestabilidad en las celulasas es complicado debido a la versatilidad estructural y a la gran diversidad de
secuencias aminoacidicas que estas enzimas presentan. Sin embargo, se sugiere que la termoestabilidad de las

endoglucanasas depende del patron tridimensional adoptado [66].
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Estabilidad térmica. pH 4.4, 3 uM HrGH45 en 0.5 M acetato de sodio pH 4.4; Control, 3 uM HrGH45 en amortiguador A; PEG 20,000,
3 UM HrGH45 en 15 % (p/v) PEG 20,000 en agua Milli-Q; Técnica, Termo-fluorescencia; Fluor6foro, SYPRO Orange.

Una celulasa rica en hojas g

La espectroscopia de dicroismo circular (DC) se utiliz para estudiar la estructura secundaria de HrGH45. El
andlisis por DC mostr6 un espectro en la region del UV-lejano caracteristico de una proteina rica en hojas B con
una banda positiva en 200 nm y una banda negativa ancha centrada en 218 nm acompariada de un pequefio hombro
alrededor de 224 nm, Fig. 10. El contenido de elementos de estructura secundaria estimados a partir del espectro
de DC de HrGH45, empleando el servidor BeStSel, fueron 9.1 % hélice a, 38.6 % hoja B, 11.5 % giros y 40.8 %
regiones sin estructura secundaria. Estas estimaciones fueron comparables con lo reportado para tres celulasas de

H. fulgens [19], aunque mostraron ligeramente mayor contenido de hélice o y hoja p.
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Estructura secundaria. Muestra, Solucion de proteina (0.2 mg/mL) en agua destilada; Rapidez de barrido, 10 nm/min; Ancho de banda,

1.0 nm; Tiempo de respuesta, 1 s. Los espectros se colectaron por triplicado a 25 °C y se promediaron para obtener el espectro final de
HrGH45. El espectro calculado se obtuvo con el servidor BeStSel.

El servidor BeStSel predijo las propiedades de plegamiento de HrGH45 hasta el nivel de topologia a partir
de los resultados del analisis de DC. Este algoritmo sugirié, por analogia con su base de datos, que la clase
estructural, la arquitectura y la topologia de la enzima purificada eran B, barril-B y endoglucanasas tipo Barwin,
respectivamente. Barwin es una proteina basica con una masa molecular de 13.7 kDa que se aislo a partir de los
extractos acuosos de las semillas de cebada [67]. La relacidn entre esta proteina y las celulasas se estableci6 en
1993 cuando se resolvid la estructura cristalina de la endoglucanasa V del hongo Humicola insolens [68]. En dicho
trabajo se determind que se trataba de una nueva celulasa cuya secuencia aminoacidica no presentaba similitud
con otras reportadas. No obstante, su plegamiento tridimensional era similar a lo informado para la proteina
Barwin. Con base en esta observacion, la endoglucanasa V de H. insolens fue referida como una endoglucanasa
tipo Barwin. Tiempo después, al extenderse y actualizarse la clasificacion de familias de glicosil-hidrolasas de
Henrissat, se establecio que la endoglucanasa V de H. insolens pertenecia a una nueva familia, la familia K, que

posteriormente se denotd como familia 45 de glicosil-hidrolasas.
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HrGHA45 es una glicosil-hidrolasa de la familia 45

Para elucidar la secuencia aminoacidica de HrGH45, la enzima se digirié utilizando una bateria de diferentes
proteasas. Los péptidos A-C (Tabla 4), generados después de la protedlisis, fueron idénticos con tres fragmentos
de una endo-1,4-B-D-glucanasa de 194 aminoécidos de Haliotis discus discus (UniProt ID: B6RB06); misma que
pertenece a la familia 45 de las glicosil-hidrolasas. No se encontraron coincidencias al analizar los péptidos
formados a partir de la digestion con el resto de las proteasas, ya que éstos pudieron estar decorados con glicanos
estructurales o alguna otra modificacién postraduccional que pudo desplazar su masa molecular fuera del intervalo

de secuenciacion [69].

Se identificé el gen que codifica a HrGH45 en el genoma de H. rufescens (Genome ID: 16745) [70] y se
dedujo su secuencia aminoacidica. Lo anterior fue posible porque se utiliz6 el ARNm de la celulasa de H. discus
discus (GenBank ID: EF103350) como referencia. Se encontraron los péptidos A-C en dicha secuencia deducida,
siendo la cobertura de la deteccion del 27 %. La arquitectura del gen de HrGH45 constaba de tres exones y dos
intrones, Fig. 11A, las uniones intron-exon satisfacian la regla GT-AG para genes eucariontes [17]. Con base en

lo anterior, se demostrd que HrGH45 era biosintetizada por el abuldn per se y no por microorganismos simbiontes.

Tabla 4.
Resumen del experimento de secuenciacion. Los péptidos A 'y B se formaron después de la digestion con tripsina. El péptido C se gener6
con Glu-C.

[M+H]* Mr

Péptido Inicio-Fin  Secuencia
Observado Esperado  Calculado

A 34-46 K.HCASTTRYNDGHK . G 1487.6860  1486.6788 1488.6528
B 47-72 K. GACGCGQNDTPFPWNNNQYVAAANQK . L 2769.5900  2768.5828 2767.1867
C 154-168 E . NNGNQISKLGWDNPE . V 1684.8157  1683.8085 1684.7805
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El gen de HrGH45 codifica una proteina de 194 aminoacidos con una masa molecular teérica de 20.9 kDa.
No obstante, la region ubicada en el extremo N-terminal de la secuencia deducida, MKTAVSILLLFAASAWA,
fue predicha como un supuesto péptido sefial de secrecidn por el servidor SignalP 5.0 [71]. Por tanto, se considerd
gue la celulasa madura constaba de 177 residuos de aminoacidos con una masa molecular calculada de 19.1 kDa
y un pl tedrico de 6.09. Esta masa molecular fue menor que la observada por espectrometria de masas MALDI-
TOF (23.4 kDa). La inconsistencia es atribuible a la glicosilacion, ya que se encontraron cuatro posibles sitios de
O-glicosilacién (Ser37, Thr38, Thr94 y Ser98) segun lo predicho por el servidor NetOGlyc 4.0 [72]. Asimismo,
se detectd un sequon tipico de N-glicosilaciones (Asn-Xaa-Thr/Ser, Xaa # Pro) en la secuencia de la proteina,
Asn54-Asp55-Thr56. Curiosamente, el residuo Asn54 no fue predicho glicosilado segln los analisis con el
servidor NetNGlyc 1.0 (http://www.cbs.dtu.dk/services/NetNGlyc/). De cualquier forma, se demostré la

naturaleza glicosilada de HrGH45. La Fig. 11B resume lo antes descrito.

El bajo peso molecular de HrGH45 (23.4 kDa) y las secuencias aminoacidicas de los péptidos A-C (Tabla
4) sugirieron fuertemente que la celulasa de H. rufescens pertenecia a la familia 45 de las glicosil-hidrolasas.
Asimismo, el motivo T T X Y X D, que esta involucrado en la catalisis de las GH45 [73], se conservo como T38-
D43. A través de un alineamiento de secuencias se encontraron los dos residuos de Asp que fungen como
nucleofilo y base en las GH45: Asp43 y Aspl51, respectivamente. Se observaron doce residuos de Cys y el
servidor DISULFIND [74] los predijo como seis enlaces disulfuro. No se detecté ningin médulo de unién a
carbohidratos. Estas tltimas dos anotaciones son caracteristicas tipicas de las GH45. El punto isoeléctrico tedrico
(pl = 6.09) no fue sorprendente. Al contrario, resultd l6gico hasta cierto punto, ya que cuando se realizé la
cromatografia de intercambio i6nico utilizando amortiguador A (50 mM acetato de sodio pH 6.0 con 200 mM
NaCl, 1 mM EDTA 'y 0.05 % p/v NaN3s) como eluyente, HrGH45 no interaccion6 con las resinas. Ahora esta claro
por qué: la carga neta de la enzima era igual a cero. La secuencia deducida present6 alta identidad con las endo-
1,4-B-D-glucanasas de H. discus discus (98 %, GenBank ID: AB0O26608), A. kurodai (54 %, GenBank ID:
BAP19116), C. japonica (53 %, GenBank ID: BAH23794), Ampullaria crossean (51 %, GenBank ID: ABR92638)
y M. edulis (50 %, GenBank ID: CAC59694). Todas pertenecientes a la familia 45 de las glicosil-hidrolasas En

conjunto, estos hallazgos respaldaron el hecho de que HrGH45 es una GH45.
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HrGH45. (A) Gen de HrGH45. Los rectangulos blancos y negros indican exones e intrones, respectivamente. Los nimeros arabigos muestran la longitud -pb- de cada elemento estructural del gen. (B)
Secuencias nucleotidica y aminoacidica. La cadena polipeptidica deducida esta representada por el codigo de aminoacidos de una sola letra y se muestra debajo de la secuencia de ADN. Los nimeros de
residuo de nucleétido y aminoécido se indican a la derecha de cada fila. El asterisco denota el codén de terminacion de la traduccion (TAA). El supuesto péptido sefial de secrecidn esta encerrado. Los
sitios de glicosilacion predichos estan subrayados. Cada color en la secuencia nucleotidica representa un exén. (C) Modelo estructural generado por homologia con el servidor Robetta [75].
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Ensayos de cristalizacion

Se montaron pruebas de cristalizacion de la celulasa purificada usando el método de difusion en fase de vapor en
la modalidad de gota colgante. En la mayoria de las condiciones se observaron agregados que, si bien eran
cristalinos, no alcanzaban a formar cristales. Se espera que con el tiempo surjan cristales adecuados para estudios

por difraccién de rayos X.
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COMENTARIOS FINALES

Diversas metodologias de purificacion para celulasas de invertebrados marinos han sido desarrolladas en distintos
grupos de investigacion empleando combinaciones mas o menos complejas de técnicas de separacion
convencionales (precipitacion con sales, cromatografia en todas sus vertientes y electroforesis).
Independientemente de la complejidad y el nimero de pasos en estos procedimientos, la estrategia de purificacion
empleada en este trabajo supone una alternativa sencilla y eficaz para remover una gran cantidad de proteinas

contaminantes, como demuestran los anélisis de pureza realizados.

El pequefio tamafio de las celulasas de la familia 45 de las glicosil-hidrolasas parece ser ventajoso en la
realizacion de estudios de ingenieria de proteinas y cristalografia, ya que las proteinas de baja masa molecular
generalmente se producen facilmente en sistemas de expresion. De cualquier forma, obtener de manera
recombinante a HrGH45 representaria una enorme ventaja para los estudios de cristalografia que se deseaban
realizar en este trabajo. Asimismo, permitiria conocer el significado fisiol6gico de esta enzima y el papel de las

glicosilaciones detectadas en su estructura.

Los invertebrados marinos biosintetizan una gran variedad de carbohidratasas; e.g., mananasas, alginato
liasas, laminarinasas, amilasas y celulasas. No obstante, la informacion general de estas enzimas en moluscos
gasterdpodos todavia es escasa en comparacion con la de otras especies. La prevalencia de este conjunto de
glicosil-hidrolasas en metazoarios marinos sugiere que estos organismos tienen una autonomia superior para la

descomposicidn de biomasa que la pensada anteriormente.

Aunque el reemplazo de la gasolina con etanol celulésico puede disminuir notablemente el calentamiento
global y los gases de efecto invernadero en la atmdsfera, el elevado costo para hidrolizar polisacaridos de biomasa
a azucares fermentables sigue siendo un cuello de botella que debe resolverse antes de que el etanol celulésico
pueda comercializarse de manera efectiva. Como los costos de obtencion de las celulasas contribuyen
sustancialmente al precio del bioetanol, son estrictamente necesarias nuevas celulasas mas estables, mas activas

y, principalmente, mas econémicas.
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CONCLUSION Y PERSPECTIVA

“We need science and we need the smartest minds...”

Frances H. Arnold

Se desarrollé6 un método de purificacion para HrGH45, la primera endo-1,4-B-D-glucanasa multiespecifica
glicosilada trimérica y perteneciente a la familia 45 de las glicosil-hidrolasas de H. rufescens. HrGH45 se identificd
como producto génico de este organismo, por lo que la presente investigacion proporcionara las bases para su
sobreexpresion. Lo anterior facilitara futuros estudios sobre la funcion biolégica de HrGH45. Finalmente, este
trabajo constituye un paso importante en el reconocimiento de biomoléculas con posible valor agregado a partir

de los productos de desecho de la industria de abulén.

Como perspectiva se propone (i) elucidar la estructura tridimensional de HrGH45, (ii) caracterizar sus

modificaciones postraduccionales e (iii) investigar su posible aplicacion biotecnoldgica.
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ANEXOS

KITS EMPLEADOS EN TERMOFLUORESCENCIA

Polimeros (HR2-227)

No. Composicion Concentracion inicial Concentracion final Masa molecular
1 Jeffamine ED-2001 pH 7.0 50 % p/v 25 % plv ~ 2000

2 Jeffamine M-600 pH 7.0 50 % v/v 25 % viv ~ 600

3 Etoxilato de pentaeritritol (3/4 EO/OH) 40 % viv 20 % viv ~ 270

4 Etoxilato de pentaeritritol (15/4 EO/OH) 50 % viv 25 % viv ~ 797

5 Propoxilato de pentaeritritol (5/4 PO/OH) ~ 426

6 Polietilenimina ~ 629

7 Poliacrilato de sodio 5 100 50 % p/v 25 % plv ~5100

8 PEG 200 100 % 50 % v/v 200

9 PEG 300 285-315

10 PEG 400 380 -—420

11 PEG 600 570-630

12 PEG 1,000 50 % p/v 25 % plv 950 -1 050

13 PEG 1,500 1400 -1 600
14 PEG 3,350 3015 - 3685
15 PEG 4,000 3500 -4 500
16 PEG 6,000 5000 -7 000
17 PEG 8,000 7000 -9 000
18 PEG 10,000 8500 — 11 500
19 PEG 20,000 30 % p/v 15 % plv ~ 16 000 — 24 000
20 Metoxi-PEG 550 100 % 50 % ~ 550

21 Metoxi-PEG 2,000 50 % p/v 25 % plv ~ 2000

22 Metoxi-PEG 5,000 ~5000

23 Polipropilenglicol P 400 100 % 50 % v/v ~ 400

24 Polivinilpirrolidona K 15 50 % plv 25 % plv ~10 000

PEG = Polietilenglicol.
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pH y sales amortiguadoras (HR2-241)

No. pH Composicion Concentracion inicial Concentracion final
1 2.2

2 24

3 2.6

4 2.8

5 3.0 HsCit* / NaOH 10M 05M
6 3.2

7 34

8 3.6

9 3.8

10 4.0

11 4.2

12 4.4 AcONa 3H20 / HCI 1.0M 05M
13 4.6

14 4.8

15 5.0

16 5.2

17 5.4 NasCit 2H20 / HCI 10M 05M
18 5.6

19 5.8

20 6.0

21 6.2

22 6.4 NaCac** 3H20 / HCI 1.0M 05M
23 6.6

24 6.8

25 7.0

26 7.2

27 74 HEPES / HCI 10M 05M
28 7.6

29 7.8

30 8.0

31 8.2

32 8.4 TRIS / NaOH 10M 05M
33 8.6

34 8.8

35 9.0

36 9.2

37 9.4 CAPSO / NaOH 05M 0.25M
38 9.6

39 9.8

40 10.0

41 10.2

W 0% CAPS/NaOH 05M 0.25M
44 10.8

45 11.0

* Citrato, ** Cacodilato.
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