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RESUMEN. La palabra “quinoproteina’ se refiere a cuatro grupos
de enzimas diferentes, las cuales contienen o-quinonas como cofac-
tores. La quinona de pirroloquinolina (PQQ) no esta unida covalen-
temente. El grupo PQQ es el cofactor de algunas deshidrogenasas
quinoproteicas bacterianas, que incluyen a la glucosa deshidrogena-
sa (G-DH), alcohol deshidrogenasa (A-DH) y ala aldehido deshi-
drogenasa (AL-DH). Estas deshidrogenasas se localizan en el espa-
cio periplasmico de las bacterias Gram negativas. Este trabajo
muestra un resumen acerca de las propiedades estructurales de las
deshidrogenasas quinoproteicas, asi como las funciones bioldgicas y
|os aspectos biotecnol 6gicos mas rel evantes.

Palabras clave: Quinoproteina, PQQ, deshidrogenasa, o-quinonas,
Acetobacter.

INTRODUCCION

En la década de los 60 se considerd que ya se conocian
todos los cofactores de las enzimas presentes en |os orga-
nismos eucariotes, sin embargo en las bacterias habia co-
factores aln no estudiados. Tal fue el caso del cofactor
encontrado en la enzima metanol deshidrogenasa de las
bacterias metilotroficas.®! Los primeros estudios realiza-
dos mostraron que dicha enzima contenia un grupo poco
cominy se le confundié con una pteridina; mas tarde se
propuso que era una flavina.8° Finalmente, Duine et al.,
(1980) determinaron la identidad del grupo prostético y
se traté de una o-quinona. Esto result6 relevante porque
no se tenia conocimiento de que las quinonas pudieran
funcionar como cofactores. Recientemente se han descri-
to variados ejemplos de enzimas bacterianas que contie-
nen quinonas y se les ha llamado “quinoproteinas o qui-
noenzimas”.2> Entre las quinoproteinas destaca un grupo
novedoso de deshidrogenasas bacterianas, abundantes en
especies Gram negativas, que oxidan una amplia gama de
sustratos como azlcares, alcoholes y acidos orgéanicos.
Este trabajo muestra un panorama general acerca de las
guinoproteinas bacterianas, en especial de las PQQ-des-
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hidrogenasas, destacando sus propiedades funcionales y
sus posibles aplicaciones.

COFACTORES QUINOPROTEICOS

L as quinoproteinas constituyen un grupo heterogéneo de
proteinas que difieren completamente de agquellas formas que
dependen de los nicotin y flavin nucledtidos.® Las quinopro-
teinas utilizan cofactores o-quinona para convertir una gran
variedad de alcoholes, azlicares y aminas en sus productos co-
rrespondientes. Se han identificado cuatro tipos de o-quinonas
que forman parte de las quinoproteinas. 112

1) Quinona de pirrolo-quinolina (también conocido como
grupo PQQ). Presente en un gran nimero de deshidro-
genasas bacterianas, las cual es oxidan alcohol es, a dehi-
dosy azlcares (Fig. 1). El grupo PQQ se sintetiza a par-
tir de los residuos de tirosinay de acido glutdmico y es
el Unico g emplo de unién no covalente.

2) Quinona de triptofil-triptofano (grupo TTQ). Se ha de-
tectado en amino deshidrogenasas bacterianas y se sin-
tetiza a partir de dos residuos de triptéfano.

3) Topa-quinona (grupo TPQ). Se ha encontrado en amino
oxidasas de bacterias, levaduras y plantas y se sintetiza
apartir detirosina.

4) Quinonadetirosil-lisina (grupo LTQ). Se ha encontrado
en amino oxidasas de células animales y se sintetiza a
partir detirosinay lisina
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LAS PQQ — QUINOPROTEINAS

El grupo de las PQQ-quinoproteinas incluye a multiples
enzimas con actividad de deshidrogenasa, algunas oxida-
sas y también a ciertas descarboxil asas bacterianas.f!

Deshidrogenasas. Las PQQ-deshidrogenasas oxidan
una amplia variedad de alcoholes, aldehidos, &cidos orga
nicosy azUcares. Estan presentes en el periplasma de dife-
rentes especies de bacterias Gram negativas. Algunas des-
hidrogenasas como la glucosa deshidrogenasa estan unidas
ala membrana citoplasmica, en tanto otras permanecen en
forma soluble (Tabla 1). Las deshidrogenasas membrana-
les poseen su sitio catalitico orientado hacia el lado peri-
plasmico y son capaces de oxidar directamente el sustrato.
Estas enzimas son importantes debido a que participan en
la oxidacion de sustratos desde el exterior celular y al pare-
cer el proceso esta acoplado a la cadena respiratoriay por
lo tanto ala produccion de ATP.115561

Oxidasas. Sélo se conoce un gjemplo de PQQ-oxidasa
bacteriana, |a metilamina oxidasa, la cual se encuentra en
la bacteria Gram positiva Arthrobacter P1. En los hongos,
la galactosa oxidasa constituye otro ejemplo de PQQ-oxi-
dasa.8> Estas enzimas contienen iones Cu?* gracias a las
excelentes propiedades quelantes del grupo PQQ.5!

Descar boxilasas bacterianas. En E. coli se demostro la
existencia de la enzima glutamato descarboxilasa, la cual
contiene al grupo PQQ unido en forma covalente.?

Propiedades del grupo PQQ. El grupo PQQ se obtuvo
por primera vez desnaturalizando la enzima metanol deshi-
drogenasa.1%2> Muchas bacterias |o producen en grandes can-
tidadesy lo excretan a medio. La cantidad de PQQ excretado
puede variar entre 1 pg/ml a1 mg/ml, lo cual depende de la
composicion del medio de crecimiento.8! La posicion C-5 del
carbonilo del grupo PQQ esmuy reactivay susceptible de ata-
que nucleofilico (Fig. 1).11 El grupo PQQ forma complejos
muy estables en presencia de benzilamina, hidroxilamina, hi-
drazina, fenilhidrazinasy semicarbazida, o mismo con laace-
tona, aminoguanidina, urea, o-fenilendiamina, sulfito, malo-
nonitrilo y los iones de Cu?*, Ca2'y Mg?". En laFig. 2 se
muestran |os mecanismos de oxidacion de la benzilamina por
el grupo PQQ. En uno delos mecanismos, se diminalaimina
y en €l otro, por medio de una reaccién de aminotransferasa,
se producen €l adehido y la amina correspondiente. Con los
acidos fuertes, e grupo PQQ promueve laformacion de una
lactona interna.2”%6.7> Se sabe que latirosinay € écido gluté-
mico son los precursores del grupo PQQ); hay escasainforma:
cioén acerca de |la via de biosintesis.86.87.91

LAS TTQ — QUINOPROTEINAS

Todas las enzimas que contienen a grupo TTQ son amino
deshidrogenasas solubles de localizacién periplasmicaen las
bacterias Gram negativas. El gemplo més conocido eslame-
tilamino deshidrogenasa (MADH) de | as bacterias metil otrofi-

Tabla 1. El grupo de las PQQ-quinoproteinas incluye a mdltiples deshidrogenasas y ciertas oxidasas y descarboxilasas de una gran variedad de espe-

cies Gram negativas.

PQQ- Quinoproteinas Enzimas

Ejemplos Referencias

Metanol deshidrogenasa

Glucosa deshidrogenasa
(membranal)

Glucosa deshidrogenasa

(soluble)
Deshidrogenasas Etanol deshidrogenasa
Quinocitocromo-c alcohol
deshidrogenasa
Aldehido deshidrogenasa

Quinato deshidrogenasa
Metilamina deshidrogenasa
Oxidasas Metilamina oxidasa

Descarboxilasas Glutamato descarboxilasa

Methylobacterium extorquens (9,10,13,17,18,25,94)
Acetobacter methanolicus (61,53,54,82)
Gluconobacter suboxydans (28,30,50,64)
Acetobacter aceti (51,52,55)
Gluconacetobacter diazotrophicus (12,29,72,78)
Pseudomonas aeruginosa (4,14)

(

Acinetobacter calcoaceticus 24,34,69,70, 89,90)

Ps. aeruginosa, Ps. putida (80)
Ps. testosteroni

A. aceti, G. diazotrophicus
G. suboxydans (55)

Acetobacter rancens, A. aceti (39,48)
G. diazotrophicus

Bacterias Gram negativas (87)
Bacterias metilotréficas (21)
Arthrobacter P1 (26)

Escherichia coli (26)
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Figura 1. Estructura quimica de los
grupos novedosos 0-quinona presen-
tes en las quinoproteinas de bacte-
rias y de otros organismos. PQQ-
quinona de pirrolo-quinolina; TTQ-
quinona de triptofil-triptéfano; TPQ-
topa-quinona y LTQ- quinona de tiro-
sil-lisina.

Figura 2. Mecanismos de oxidacion de la
benzilamina por el grupo PQQ. Las es-
tructuras dentadas representan a la molé-
cula del grupo PQQ. Mecanismo por eli-
minacién de iminas (A); Mecanismo por
reaccion de aminotransferasa (B).
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cas. Su mecanismo enzimatico es de “ping-pong” como las
aminotransferasas.® En solucion acuosa, las enzimas que
contienen al grupo TTQ presentan una coloracion verdosa;
esta propiedad determina caracteristicas espectralesimportan-
tes bgjo laformareduciday oxidada. Las amino deshidroge-
nasas bacterianas muestran una estructura tetrameérica a3,
La subunidad o (42-47 kDa&) no contiene cofactores, tampo-
co residuos de cisteina. La subunidad 8 (8-16 kDa) contiene
al grupo TTQ y presenta 12 residuos de cisteina, que permi-
ten laformacion de 6 a 7 enlaces disulfuro.>®

Propiedades del grupo TTQ. Se ha propuesto que €l
grupo TTQ sesintetizaa partir de dos residuos de triptéfano.
Como ocurre con €l grupo PQQ, la benzilamina también es
oxidada por TTQ debido aque & grupo TTQ es muy reacti-
vo alos compuestos carbonilo y de amonio.>® El TTQ posee
un alto potencial medio estandar: + 100 mV apH 7.4.

LAS TPQ — QUINOPROTEINAS

Las TPQ - quinoproteinas se han encontrado en bacterias
Gram positivas, Gram negativas, asi como en levaduras,
hongos, plantas terrestres, moluscos, aves, peces, mamiferos
y en d fitoplancton.®%77 Las TPQ-Quinoproteinas més estu-
diadas han sido |as aminooxidasas. Todas |as aminooxidasas
contienen a grupo TPQy Cu*2, aexcepcion delalisil oxida-
saque sdlo contiene Cu?* (y un andogo del grupo TPQ).8093
Las TPQ-quinoproteinas son enzimas solubles homodime-
ras (a,) con las subunidades entrecruzadas por enlaces di-
sulfuros. Cada subunidad « (140- 200 kDa) contiene una
moléculade TPQy union Cu 2*.%0

Etanol Acetaldehido

Acetato

Propiedades del grupo TPQ. Se conoce muy poco
acerca de la quimica del grupo TPQ. Los estudios de reso-
nancia magnético nuclear (NMR) indicaron que el centro
reactivo de este grupo se encuentra en la posicion C-5.62 Se
sintetiza in situ a partir de un residuo de tirosina.%-% Sy
potencial medio estandar esde + 80 mV apH 7.0.

LAS PQQ - DESHIDROGENASAS BACTERIANAS,
PODEROSOS SISTEMAS DE OXIDACION DE
ALCOHOLES Y AZUCARES

L as bacterias acéticas (especialmente las especies del gé-
nero Gluconobacter y Acetobacter) y otras bacterias Gram
negativas como Pseudomonas, Klebsiella, Acinetobacter,
Methylobacterium y Arthrobacter poseen un conjunto de
PQQ-deshidrogenasas que oxidan una amplia variedad de
alcoholesy azlicares.”15%557 Muchas de €llas, se encuentran
asociadas ala membrana citoplasmicay poseen su sitio cata
litico orientado hacia el lado periplasmico (Fig. 3).

A. La oxidacién de alcoholes. Las alcohol deshidroge-
nasas catalizan la oxidacién de un gran nimero de alcoho-
les primarios y secundarios. A continuacion se presentan
las caracteristicas més relevantes de ellas.

Etanol deshidrogenasa (E-DH). La E-DH se haaislado
de varios microorganismos como Ps. aeruginosa y Ps. pu-
tida. Esta constituida por dos subunidades idénticas de 60
kDay contiene dos moléculas de PQQ por mol de enzima.
Losiones Ca2"y Sr2* son necesarios paralaunion del gru-
po PQQ al sitio activo. La E-DH es capaz de oxidar un
gran nimero de alcoholes primarios (C, - C,,), alcoholes

ESPACIO
PERIPLASMICO

Glucosa

Gluconato

CITOPLASMA

5-Ceto-
D-Fructosa

Figura 3. Poderosos sistemas de oxi-
dacion de alcoholes y aziicares presen-
tes en la membrana citoplasmica de las
bacterias acéticas y otros géneros bac-
terianos. La mayoria de las PQQ-deshi-
drogenasas tienen sus sitios cataliticos

D-Fructosa

/U\,

D-Glicerol Dihidroxiacetona Sorbitol

orientados hacia el espacio periplasmi-
co. G-DH, glucosa deshidrogenasa; A-
DH, alcohol deshidrogenasa; AL-DH,
aldehido deshidrogenasa; F-DH, fructo-
sa deshidrogenasa; SL-DH, sorbitol
deshidrogenasa, GL-DH, glicerol deshi-
drogenasa.

L-Sorbosa
M EMBRANA
CITOPLASMICA
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secundarios (C, - C,) y aldehidos. EI metanol también es
oxidado, sin embargo la afinidad de la enzima por este sus-
trato esbgja (K, = 13 - 18 mM). La E-DH tiene un pH op-
timo de 9.0 a 9.5 y muestra actividad con aceptores artifi-
ciales de electrones como el metasulfato de fenazina
(PMS) y € azul de Wunster (WB). 7

Quinohemocitocromo-c alcohol deshidrogenasa (A-
DH). Las A-DH catalizan la oxidacién de una amplia varie-
dad de alcoholes. Reciben este nombre debido a que contie-
nen al grupo PQQ y uno o mas moles de hemo C.? Las
A-DH estan presentes en las bacterias acéticas como G. su-
boxydans, A. aceti y G. diazotrophicus.22%5255 Se ha deter-
minado que Ps. testosteroni y Comamonas testosteroni po-
seen una apoA-DH soluble, lacua esinactiva porque carece
del grupo PQQ; la adicién exdgena de PQQ en presencia de
iones Ca2* y Mg?* restablece la actividad.>61.76.7991 | gs A-
DH de bacterias acéticas presentan alta especificidad por sus
sustratos (alcoholes primarios de C,- CG). El metanol y los
alcoholes secundarios no son oxidados por estas enzimas.”
La oxidacion de los alcoholes se lleva a cabo en el espacio
periplasmico en un proceso acoplado ala cadena transporta
dora de electrones a través de |a ubiquinona.238:9:5055

LaA-DH de G. suboxydans esta constituida por 3 subu-
nidades: una de 85 kDa cuya funcion es de deshidrogenasa,
contiene al grupo PQQ y un hemo C unido covalentemen-
te; la segunda subunidad pesa 49 kDay contiene tres moles
de hemo C; latercera subunidad pesa 14.4 kDa, su funcion
se desconoce. La A-DH de A. aceti se compone de una
subunidad de 63 kDa (con funcion de deshidrogenasa),
otra de 44 kDa (citocromo c) y dos subunidades de 29 y
13.5 kDa. Lafuncion de estas Ultimas componentes se des-
conoce.® Las A-DH no requieren de activadores y pueden
ensayarse directamente con ferricianuro, 2,6 -diclorofeno-
lindofenol (DPIP), PMSy WB.

Aldehido deshidrogenasa (AL-DH). Se han reportado
dos tipos de AL-DH: solubles (periplasmicas) y de unién
ala membrana citoplasmica. Las AL-DH solubles abun-
dan entre especies de bacterias Gram negativas, en cam-
bio las AL-DH membranales sélo se han aislado de unas
cuantas especies de Acetobacter y G. suboxydans.3:39:48
Las AL-DH membranales pueden oxidar aldehidos alif&
ticos a excepcion del formaldehido; los aldehidos de C, -
C, son los mejores sustratos.® La enzima esta localizada
en la superficie externa de la membrana citoplasmicay la
oxidacion del aldehido esta ligada ala cadena respiratoria
mediante la ubiquinona. Durante |a oxidacién del etanol
por la A-DH no se ha detectado acetaldehido, 1o que ha
sugerido quelaA-DH y laAL-DH se encuentran forman-
do un super-complejo enzimético destinado a la produc-
cion de &cido acético (Fig. 3).2

Metanol deshidrogenasa (M-DH). La M-DH es una
proteina soluble periplasmica que cataliza la oxidacion del

Rev Latinoam Microbiol 2004; 46 (1-2): 47-59

metanol; el producto de oxidacion es el formaldehi-
do.”1961 |_a M-DH puede oxidar una amplia variedad de
sustratos. Los alcoholes mejor utilizados son el metanol,
el etanol, el 1-propanol, el 1-butanol y los alcoholes pri-
marios de cadena larga. La actividad de esta enzima puede
ser ensayada empleando PM Sy al i6n amonio como acti-
vador.”-61

La oxidacion del metanol se lleva a cabo en el espacio
periplasmico de |as bacterias metilotréficas.! En M. extor-
guens, la M-DH esta unida a un citocromo de tipo ¢ (Cit-
c,)- El citocromo ¢ funciona como aceptor fisiol6gico de
electrones.Y”. En la Figura 4 se muestran |os componentes
del sistemarespiratorio de M. extorquensinvolucrados en la
oxidacion de metanol. LaM-DH interacttia con €l citocromo
¢, periplasmico soluble formando el complejo M-DH-cito-
cromo c, . El compl€jo dona electrones alas citocromo ¢ oxi-
dasas aa, y co atraves de un segundo citocromo c (Cit- c,,).
Este Ultimo parece estar unido en € lado peripldsmico de la
membrana citoplasmica.”

La M-DH de M. extorquens ha sido una de las PQQ-
deshidrogenasas que mas se ha estudiado. Mediante el
andlisis de difraccién de rayos X se llegé a conocer su es-
tructura.10.11.69.95 Esta enzima presenta una estructura te-
tramérica (a,f,); cada subunidad « (66 kDa) posee una
molécula del grupo PQQ y un ion Ca?*.1068 | a subuni-
dad 8 (8.5-9.5 kDa) es determinante para mantener la fun-
cionalidad de la M-DH, ya que la disociacién de las
subunidades ¢ y 8 esirreversible lo que produce la des-
naturalizacién de la enzima. Lo mismo ocurre cuando €l
grupo PQQ es removido del sitio activo.

Lasubunidad o de laM-DH presenta una estructuraen
“super-barril”, lo cual es poco comuln entre las proteinas
bacterianas.'® Curiosamente, la mitad de las proteinas
con estructura en “super-barril” son enzimas, muchas de
ellas de origen bacteriano como la sialidasa, fitasa, 6xido
nitrico reductasa, galactosa oxidasa, nitrito reductasa y
algunas PQQ-deshidrogenasas como la glucosa deshidro-
genasa, alcohol deshidrogenasa, etanol deshidrogenasa,
metilamino deshidrogenasa, amino deshidrogenasay me-
tanol deshidrogenasa.*® La estructura en “super-barril” de
la subunidad « de la M-DH esta constituida por ocho 14
minas B-antiparalelas, que estan ordenadas radialmente al-
rededor de una cavidad central, 1o que asemeja a los péta-
los de una flor o a las aspas de una hélice (Fig. 5). El
nimero de l&minas S-antiparalelas es variable, asi por
ejemplo la neuroaminidasa posee seis laminas antiparale-
las, siete la galactosa oxidasa, seis la glucosa deshidroge-
nasa y ocho laminas antiparalelas, la metanol y la alcohol
deshidrogenasas.'%4361 Ademés de las actividades enzi-
maéticas, las proteinas con estructura en “ super-barril” pare-
cen estar involucradas en otras funciones que incluyen la
unién aligandos, transporte, transduccion de sefiales, inte-
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racciones proteina-proteinay se les ha vinculado con algu-
nas enfermedades como €l cancer, Alzheimer, artritis, hiper-
colesterolemia, retinitis pigmentosa, hipertension y algunas
infecciones microbianas y virales*®

La estructura en “super-barril” actiia como un andamio
gue concentra las regiones proteicas funcionales (sitios ca-
talitico y de unién del grupo PQQ) involucradas en la oxi-
dacion del sustrato.” La base de la cavidad hidrofébica es
planay esta delimitada por un residuo de triptéfano (Trp-

Formaldehido

M-DH — Citc, —» Cit-c,

Metanol

243), mientras que la cubierta superior esta constituida por
cisteinas adyacentes (Cis-103/Cis-104) que forman un do-
ble anillo disulfuro (Fig. 6A). Las cisteinas estan unidas en
posicion trans mediante un enlace peptidico no pla-
nar.%18 Este es el inico caso en que se ha reportado la
existencia de un doble anillo disulfuro. La distancia entre
S-S del anillo disulfuro es considerablemente menor que la
de un enlace disulfuro tipico, lo que permite mantener
fuertemente unido al grupo PQQ en € sitio activo dela M-

Figura 4. El sistema respiratorio de M.
extorquens esta involucrado en la oxida-
cion del metanol. La enzima metanol des-
hidrogenasa (M-DH) oxida directamente

Cit-aa, al metanol e interactda con dos citocro-
o, mos de tipo ¢ el Cit-¢, y Cit-c,, gas cito-
cromo ¢ oxidasas aa, y co reciben los
electrones provenientes del complejo de
Cit-co la M-DH y reducen al oxigeno.

Figura 5. Estructura en "super-barril”
de la subunidad « de la M-DH de M. ex-
torquens. Estd formada de ocho lami-
nas A-D g-antiparalelas dispuestas con
simetria radial (semejante a las aspas
de una hélice). El grupo PQQ se en-
cuentra en el centro de la cavidad hi-
drofdbica formada por las ldminas f-an-
tiparalelas.
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DH.10:18 Otra funcion del anillo disulfuro es que participa
en latransferencia de electrones desde el grupo PQQ redu-
cido (PQQH,) d citocromo ¢, 1

En las proximidades del grupo PQQ se encuentra el ion
Ca* (Fig. 7).1388 El ion Ca2* es esencial para mantener firme
el grupo PQQ durante la oxidacién del metanol; en ausencia
del ion Ca?* laM-DH esinactiva. Los iones divalentes como
e Ca?*, Bat™ y Sr2* determinan |as propiedades cataliticas de
laM-DH, asi lasustitucion del i6n Ca?* por Ba2+ 0 Sr2* dtera
el valor del K parael metanol: de K =10 uM aK_=3.4
mM 1018313273 En otras deshidrogenasas como la glucosa
deshidrogenasa (G-DH) y laacohol deshidrogenasa (A-DH) ,
e ion Ca?* también juega un papel importante para la oxida-
cion de los sustratos.#2%4

Otras alcohol deshidrogenasas. La quinato deshidroge-
nasa (Q-DH), la polivinil alcohol deshidrogenasa (PV-
DH), la polietilenglicol deshidrogenasa (PG-DH) y lagli-
cerol deshidrogenasa (GL-DH) constituyen otros ejemplos
de alcohol deshidrogenasas bacterianas.?® La Q-DH y la

A B
<) )
" ) Cis-103/Cis-104 His-262
3 5 Q is-26
gl —= PQQ gt —m PQQ
- v
- ) Trp-404
-j__; Trp-243 -i-[,- p

Figura 6. Disposicién ecuatorial de los residuos de triptéfano (Trp-243 y
Trp-404), cisteina (Cis-103/Cis-104) e histidina (His-262) en las cavida-
des hidrofdbicas de la M-DH de M. extorquens (A) y la de glucosa des-
hidrogenasa de E. coli (B). El doble anillo disulfuro (Cis-103/Cis-104) y
el residuo de histidina (His-262) constituyen la cubierta superior de las
hendiduras hidrofdbicas.
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PG-DH parecen ser proteinas solubles, mientras que laPV-
DH y laGL-DH son enzimas membranales. La GL-DH oxi-
dael gliceral y otros alcoholes polihidroxilados como el
meso-eritritol, D-arabitol, D-sorbitol, D-manitol, polieti-
lenglicol, adonitol y dulcitol .61

B. La oxidacion de azlcares. El jemplo més estudia-
do es el de la PQQ-deshidrogenasa para la glucosa.

Glucosa deshidrogenasa (G-DH). La G-DH esta pre-
sente en bacterias aerébicas Gram negativas, asi como en
anaerobios facultativos (Zimomonas sp y bacterias entéri-
cas), y en general en las bacterias con alteraciones en las
vias de asimilacion de glucosa.*%%0:55.79 Forma parte de
una via alterna del sistema tipico de fosfotransferasa. La
G-DH cataliza la oxidacion directa de la D-glucosa para
producir D-gluconato.”12:50.64.89 | 5 oxidacion se lleva a
cabo en la superficie externa de la membrana citoplasmi-
cade la bacteriay estaligada a la cadena transportadora
de electrones.5%51 Se conocen dos tipos de G-DH: la
membranal (G-DHm o G-DH-A) presente en Pseudomo-
nas sp., A. aceti, G. diazotrophicus, G. suboxydans, y la
forma soluble (G-DHs o0 G-DH-B), que s6lo se ha encon-
trado en A. calcoaceticus.® Por otro lado, las G-DH en
las que el grupo PQQ es removido empleando EDTA son
de tipo |; esas deshidrogenasas se han detectado en K. ae-
rogenes y Pseudomonas sp. En las G-DH de tipo Il el
grupo PQQ no es removido.?*3° Como ejemplos de estas
Ultimas se tienen alas G.DH de A. calcoaceticus, G. dia-
zotrophicus y G. suboxydans.1272

La G-DHm es una proteina dimérica (a,) y pesa aproxi-
madamente 100 kDa. Cada subunidad tiene una molécula
de PQQ y un ién Ca2*.%1 La G-DHm puede donar electro-
nes a diversos colorantes rédox y analogos de la coenzima
Q.5055 |_a G-DHs es una proteina monomérica de 83-87
kDa, posee una moléculade PQQ y un ién Ca?*. El aceptor
natural de electrones eslacoenzimaQy el sitio de union se
localiza hacia el espacio periplasmico.®!

Con base en la estructura reportada parala M-DH de M.

Figura 7. El ion Ca?* es esencial
para mantener fijo al grupo PQQ
durante la oxidacion del metanol
y de la glucosa. A la izquierda, la
representacion estructural de la
M-DH; a la derecha, la represen-
tacion de la glucosa deshidroge-
nasa (G-DH). El ion Ca?* se indi-
ca como una esfera ubicada en
la cercania del grupo PQQ. Las
lineas discontinuas se refieren a
los aminodcidos que también par-
ticipan en la fijacion del grupo
PQQ al sitio catalitico.

Glu-217

(Leu-712}
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extorquens se establecio la estructura de la G-DH de E.
coli.186%70 | g3 G-DH presenta |a estructura tipica de “su-
per-barril”, pero lo mas notable es la presencia de un resi-
duo de histidina (His-262), que se encuentra en la parte su-
perior de la hendidura hidrofébica (Fig. 6B).18 La His-262
sustituye al doble anillo disulfuro encontrado en la M-DH
de M. extorquens y su funcién es mantener unido a grupo
PQQ en €l sitio catalitico de la G-DH.1819 Sy interaccion
con el grupo PQQ es mas débil que la que puede propor-
cionar €l doble anillo disulfuro en laM-DH.131° Esta puede
ser una de las razones por las que el grupo PQQ puede ser
removido de la G-DH con mayor facilidad.1819

En E. coli y Acinetobacter iwoffi se han descrito jem-
plos de apoG-DH. En estas bacterias |la G-DH es inactiva,
ya que la via de sintesis del grupo PQQ esta alterada. La
actividad de estas deshidrogenasas puede restabl ecerse me-
diante la adicion exogena del grupo PQQ.6:41:5556.61 | g
apoenzima de la G-DH parece estar ampliamente distribui-
daentre |as bacterias.”

Fructosa deshidrogenasa (F-DH). La F-DH catalizala
produccion de 5-ceto-D-fructosa a partir de D-fructosa.>®
Esta enzima se ha purificado y caracterizado a partir de
membranas de Gluconobacter industrius 'y es especifica
para D-fructosa; presenta baja afinidad por sustratos an&
logos como la D-glucosa, D-fructosa-6-fosfato, D-fructo-
sa-1,6-hifosfato y 5-ceto-D-fructosa. La F-DH esta cons-
tituida por tres subunidades: la subunidad | pesa 67 kDay
contiene al grupo PQQ; la subunidad Il pesa 20 kDa 'y
contiene citocromo c; la subunidad 111 pesa 20 kDay su
funcion se desconoce. La actividad de esta enzima puede
ser ensayada empleando PMS, DCIP y ferricianuro; el
NAD(P)*" y el O, no son buenos aceptores de electrones
parala F-DH.

IMPLICACIONES BIOLOGICAS DE LAS
PQQ-DESHIDROGENASAS BACTERIANAS

En laindustria de la fermentacion, |as bacterias acéticas
juegan un papel muy importante porque facilitan la pro-
duccién de sustancias como €l vinagre, sorbitol y L-sorbo-
sa.7:335557 por gjemplo, laA-DH y laAL-DH de A. aceti y
G. suboxydans son las enzimas responsables de la produc-
cion de &cido acético.5” Ambas se encuentran en la mem-
brana citoplasmica formando un super-complejo, lo cual
facilitala conversion del etanol en &cido acético en un solo
paso (Fig. 3).2 Este modelo es sumamente interesante por-
gue la A-DH y la AL-DH interaccionan directamente con
sus sustratos en el periplasmay los transforman en los pro-
ductos correspondientes.525355 E| proceso se favorece por-
gue €l grupo prostético PQQ posee un alto potencial medio
estandar (+ 90 mV), el cual es mucho mayor que el poten-
cial delos nucledtidos de piridina (- 320 mV) y los nucleé-

tidos de flavina (- 45 mV). Por €ello las PQQ-deshidrogena-
sas |llevan a cabo reacciones de oxidacion con gran facili-
dad y permiten que la respiracion bacteriana sea mucho
més diversa.5” Su localizacion externa favorece que las
PQQ-deshidrogenasas oxiden grandes cantidades de sus-
trato y los productos de oxidacion se acumulen en €l exte-
rior de |as células.1?40%:55 Estos sistemas de oxidacion bene-
fician notablemente a la economia energética: no se
requiere de ATP para el transporte de sustratos al interior
de la célula puesto que |os sustratos son oxidados en €l ex-
terior.5®> Ademas, |os sistemas de oxidacion estan acopla-
dos directamente a la cadena respiratoria de la bacteria, asi
latransferencia de el ectrones produce un gradiente electro-
guimico a través de las membranas citoplasmicas, que se
usa parala generacion de ATP y los procesos bioenergéti-
cos del crecimiento celular.552

Dentro del grupo de las bacterias fijadoras de nitrégeno,
G. diazotrophicus se ha reconocido por su gran capacidad
aerotolerante.?%78 Al parecer |a aerotolerancia observada en
G. diazotrophicus se atribuye en gran parte a un conjunto de
PQQ-deshidrogenasas muy activas como la G-DH, A-DH y
AL-DH.? Junto con las oxidasas terminales, como €l cito-
cromo a,, las PQQ-deshidrogenasas constituyen un meca-
nismo de proteccidn respiratoria para la nitrogenasa, donde
las altas tasas de respiracién detectadas en G. diazotrophicus
permiten mantener un ambiente intracelular bajo en oxige-
no, que facilita la funcion de la nitrogenasa. %3745 Este me-
canismo de proteccion respiratoria es similar a descrito en
Azotobacter vinelandii por Dalton y Postgate (1969), aun-
que en este Ultimo no participan las PQQ-deshidrogenasas.?
Recientemente, Ureta et al., (2002) describieron otro meca
nismo que protege a la nitrogenasa del dafio por oxigeno en
G. diazotrophicus. Dicho modelo se basa en la proteccién
conformacional donde muy probablemente participan las
proteinas de Fe-SII Shethna.®3

Se conocen ejemplos de bacterias que no producen
PQQ pero contienen enzimas que |o requieren como cofac-
tor. Tal es el caso de S. typhymurium, E. coli y Rhizobium
sp.1516.23.79 Egtas bacterias poseen una apo-G-DH, ya que
carecen de los genes que codifican parala sintesis del gru-
po PQQ.2356.79.92

La presencia de la apo-G-DH debe poner de manifiesto la
existencia de una via aterna para €l metabolismo de laglu-
cosa, especialmente en ambientes limitados de oxigeno y de
fosfatos. 23567992 A5f en presencia de PQQ exdgeno, € creci-
miento de las mutantes de E. coli (carentes de actividad de
glucocinasay fosfotransferasa) es similar a crecimiento dela
tipo silvestre.! La reconstitucion de la apo-G-DH y de otras
quinoproteinas se ha empleado para disefiar algunos ensayos
enziméticos (tiles para la cuantificacion de PQQ.&

La apo-G-DH también esta presente en las especies de
Rhizobium y Bradyrhizobium. El grupo PQQ es un quimio-
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atrayente para los rizobios, |0s cuales dependen completa-
mente de la fuente de carbono que le provee la planta
huésped.'>16 L os &cidos C, - dicarboxilicos parecen ser
los mejores sustratos para la fijacion de nitrogeno.t>16.:67
La presencia de la apo-G-DH en los bacteroides favorece
una via que permite la utilizacién simultanea de azlicares
como glucosay otras aldosas y de &cidos organicos si €l
grupo PQQ se encuentra en el medio ambiente.?” Van
Schie et al., (1987) demostraron la produccion de gluco-
nato a partir de glucosa cuando R. leguminosarumy R.
melliloti fueron incubados en presencia de PQQ.%° El glu-
conato es metabolizado preferentemente por la via de Ent-
ner-Doudoroff y otra porcién es catabolizada por lavia del
ceto-gluconato.'>6 Se ha propuesto que la via extracelu-
lar y alternativa para el metabolismo de la glucosa debe
beneficiar energéticay competitivamente a los rizobios y
en general alas bacterias que cuentan con esta via. Bajo
condiciones ambientales y de limitacion de nutrientes, los
rizobios pueden competir con otros microorganismos para
infectar y producir nédulos en laraiz de las plantas legu-
minosas.®8 Queda por vislumbrar el papel de la utilizacion
de glucosay de otros azlicares, como fuentes potenciales
de energia para la fijacion de nitrégeno en los bacteroides
y €l papel de la G-DH durante la asociacion simbidtica.
Aungue la via biosintética del grupo PQQ no se cono-
ce, los genes pqg ya han sido clonados, secuenciadosy ca-
racterizados en varios microorganismos como Methiloba-
cillus, A. calcoaceticus, G. oxydans, M. extorquens, Ps.
fluorescens, y K. pneumoniae.?8:34:35.58,63,74,79.81,91 En K
pneumoniae se han encontrado y secuenciado 6 genes pqq
(pggABCDEF).%® En A. calcoaceticus cinco genes
(paql V,V,1,11,111) estan involucrados en la sintesis de PQQ,
mientras que M. extorquens requiere de siete genes pqq,
tres de los cuales (pggD,G y C) ya han sido clonados y se-
cuenciados.3>3 La comparacion de secuencias proteicas
codificadas por cinco genes del operén pgq de K. pneumo-
niae, mostré homologia con las proteinas codificadas por
los genes pqq de A. calcoaceticus (49 a 64 % son idénti-
cas). En A. calcoaceticus tres genes pgq codifican para
proteinas cuyas masas moleculares son de 10.8, 29.7 y
43.6 kDay se han relacionado con las enzimas de la bio-
sintesis.?® Un cuarto gene (pgglV) codifica para un poli-
péptido pequefio de 24 residuos de aminoacidos; la ausen-
cia de este gene conduce a alteraciones en la via de
sintesis del grupo PQQ.% Este péptido pequefio se ha de-
tectado en otros microorganismos como K. pneumoniae y
M. extorquens. En estas bacterias os genes pqqD y ppgA
codifican para péptidos de 23 y 29 residuos de aminoéaci-
dos, respectivamente. En Methylobacillus flagellatum el
péptido consta de 24 residuos y en Ps. fluorescens consta
de 24 — 39 residuos de aminoécidos.”*°! En K. pneumo-
niae, A. calcoaceticusy M. extorquens esos péptidos pe-
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quefios contienen residuos de acido glutamico (Glu-15) y
tirosina (Tyr-19). En A. calcoaceticus se ha comprobado
que el Glu-15y la Tyr-19 actlan como precursores en la
biosintesis de PQQ: la sustitucién de Glu-16 por Asp y
Tyr-20 por Fen en el polipéptido PqglV produjo un blo-
queo de la biosintesis de PQQ.% La sustitucion de los mis-
mos amindacidos en el polipéptido PqgA de K. pneumo-
niae condujo a resultados idénticos.>®

APLICACIONES BIOTECNOLOGICAS

Algunas PQQ-deshidrogenasas estan involucradas en
la produccion de los acidos 2-ceto-guldnico y 5-ceto-
glucénico, que pueden convertirse en Vit-C. El &cido 5-
ceto-glucénico se forma a partir de la glucosa e intervie-
nen la G-DHm y la GL-DH.5 La GL-DH también se
emplea como catalizador en la produccién de azlcares
poco comunes como L-eritrulosay D-xilulosa a partir de
meso-eritrol y D-arabitol, respectivamente.>” Las PQQ-
deshidrogenasas se han empleado como biosensores,22:46
La primera quinoproteina empleada fue la G-DHs la
cual presentd ventajas importantes al compararse con
los sistemas para glucosa dependientes de flavin y piri-
din nucledtidos. Los biosensores de glucosa basados en
el uso de flavin nucleétidos (glucosa oxidasa) son sensi-
bles a las fluctuaciones de oxigeno en las muestras san-
guineas, mientras que los sistemas dependientes de
NAD (glucosa deshidrogenasa) son inestables debido a
la pérdida del cofactor NAD. En cambio, la PQQ-G-
DHs esinsensible al oxigeno y tiene unido fuertemente
el grupo PQQ.22 Otra ventaja importante del biosensor
PQQ-G-DHs es que tiene una velocidad de respuesta
mas rdpiday una actividad mayor que el sistema de glu-
cosa oxidasa, por lo que se le ha empleado experimen-
talmente para el monitoreo de la glucosa sanguinea en
pacientes diabéticos.?” La metilamino deshidrogenasa,
conteniendo el grupo TTQ se ha empleado para cuantifi-
car las concentraciones de histamina en pacientes con
leucemia miel 6gena crénica.*®

En el medio ambiente, las PQQ-deshidrogenasas bacte-
rianas realizan un papel importante a solubilizar minerales
como la hidroxiapatita de suelos alcalinos y desérticos.
Este proceso es llevado a cabo de manera natural por me-
dio de las bacterias ahi presentes como Pseudomonas sp y
Erwinia sp., que producen é&cido glucénico mediante la
PQQ-G-DHm. La acumulacion de &cido gluconico favo-
rece la disolucion de los minerales.* Otra aplicacion de las
PQQ-deshidrogenasas es la de utilizarlas como bio-reme-
diadores. Algunos estudios han puesto de manifiesto que
las PQQ-A-DH degradan alcoholes xenobidticos, tanto de
cadena larga como heterociclicos y arométicos. Lo ante-
rior da la pauta para explorar nuevos horizontes que per-
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mitan combatir muchos de los males que aquejan al suelo,
y en general a medio ambiente como resultado de la con-
taminacion desmesurada en que vivimos.

Otro aspecto importante es la participacion del grupo
PQQ en el metabolismo del cristalino ocular. Las catara-
tas inducidas con hidrocortisona en embriones de pollo
son reprimidas mediante la administracion de PQQ, o
gue sugiere que el grupo PQQ puede evitar la formacién
de cataratas.”**6265 Se ha propuesto que las cataratas son
producidas por la acumulacion de sustancias quinoides y
de polioles como dopaquinona y sorbitol y esto puede
evitarse mediante el uso de PQQ que inhibe alas enzimas
gue forman los compuestos anteriores: tirosinasay aldosa
reductasa, respectivamente. Los valores de K; son: K; de
0.7 mM para latirosinasay de 0.3-5.0 mM para la aldosa
reductasa.** Sin duda que el grupo PQQ debe desempefiar
un papel importante en el metabolismo del cristalino. Su
uso permitiria resolver graves problemas relacionados
con la visién de muchas personas que padecen de este
mal. Mientras tanto deben de realizarse mas estudios que
enriquezcan el conocimiento en este campo.

Existen algunos trabajos referentes a la participacion del
grupo PQQ como secuestrador de radicales libres. Matsumo-
to et al., (1988) determinaron que la mortalidad de ratas pro-
ducida por una endotoxina de E. coli disminuy6 considera-
blemente después de la administracién exégena de PQQ.*
La endotoxina de E. coli genera aniones superoxido que da-
fian las membranas celulares y producen coagulopatia intra-
venosa diseminada. En este caso €l grupo PQQ actda como
un secuestrador de radicales libres, o que reduce considera
blemente la mortaidad en las ratas. Hamagishi et al., (1989)
proporcionaron més evidencias de que € grupo PQQ reprime
la produccién de radicales superéxido que fue inducida me-
diante la administracion intraperitoneal de sustancias quimi-
cas, 0 bien por reaccién enzimética con la xantina oxidasa. 3

CONCLUSIONES

L os datos generados en las dos Ultimas décadas propor-
cionaron |os elementos necesarios paraintegrar alalistade
Oxido-reductasas, a las quinoproteinas y sus cofactores, las
cuales participan en las reacciones de oxidacion, reduccion
y desaminacion. A diferencia de las enzimas piridin y fla-
vin-dependientes, las quinoproteinas poseen cofactores de-
rivados de o-quinonas. Estos compuestos proporcionan un
alto potencial medio estandar a las quinoproteinas, mien-
tras que lareactividad del carbonilo determina su participa-
cion en multiples reacciones.

Las quinoproteinas estan presentes en unaamplia varie-
dad de bacterias; destacan las PQQ-deshidrogenasas de las
enterobacterias y de |as bacterias acéticas. En ambos gru-
pos, las PQQ-deshidrogenasas constituyen verdaderos sis-

temas de oxidacion extracelular de alcoholesy de azlca-
res. Las bacterias acéticas acumulan grandes cantidades de
productos oxidados, 1o que permite emplearlas como po-
derosos sistemas biotecnol gicos de fermentaciones oxi-
dativas. Los productos obtenidos por estas vias son muy
variados como el acido glucénico, acido 5-ceto-gluconi-
co, acido 2-ceto-glucénico, L-sorbosa, acido acético y al-
gunos azlicares poco comunes como la L-eritrulosay la D-
xilulosa. A partir de los mecanismos cataliticos de las
PQQ-deshidrogenasas y de la transferencia de electrones,
se han disefiado sistemas enziméticos que funcionan como
biosensores; uno de los mas empleados es el de glucosa.
El biosensor para glucosa PQQ-dependiente se emplea
para cuantificar glucosa en liquidos corporales. Asi las
tecnologias que se basan en el uso de piridin y flavin-nu-
cledtidos podran ser reemplazadas por |os sistemas PQQ-
dependientes que son més eficientes.

Las PQQ-deshidrogenasas involucradas en la solubili-
zacion de minerales podrian encontrar otra valiosa aplica
cion en la eliminacion del sarro, que genera deterioro y
obstruccién de tuberias, depdsitos de agua, drenajes y
fuentes de calentamiento. La obstruccién de conductos por
sarro es un serio problema paralaindustriay se traduce en
grandes pérdidas economicas.

El conocimiento acerca de las quinoproteinas poco a
poco se haido diversificando, sin embargo alin falta mu-
cho por conocer, especialmente de los mecanismos de re-
gulacion de las PQQ-deshidrogenasas y de laviade biosin-
tesis del grupo PQQ. Finalmente, debido a la necesidad
cada vez mayor de generar métodos de diagnostico mas
eficientes a los problemas de salud méas apremiantes, asi
como a la necesidad de reciclar y recuperar materiales y
bioelementos valiosos, se espera que la aplicacién de las
PQQ-deshidrogenasas, haga prosperar en un futuro cerca-
no el conocimiento de estas enzimas en tan importantes
areas de la actividad humana.
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