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RESUMEN

Existe una gran diversidad de alcohol deshidrogenasas (ADHs) microbianas; las cuales son divididas en tres
grandes grupos: @) Las que son dependientes de las coenzimas NAD o NADP, () Las que son independientes
de estas coenzimas; sin embargo, utilizan pirroloquinolina quinona (PQQ) y hemo tipo C como grupo prostético
y () Las oxidasas dependientes de FAD que catalizan la reaccion irreversible de alcoholes. Las ADHs que
utilizan el PQQ, se encuentran a su vez divididas en tres tipos. Las ADHSs tipo | que contienen sélo PQQ como
grupo prostético y se les conoce como quinoproteinas; mientras que las ADHs tipo Il y tipo Il ademas del PQQ
contienen hemo tipo C y se les conoce como quinohemoproteinas. Las ADHs tipo Il son enzimas solubles que
se encuentran en el espacio periplasmico y estan presentes en proteobacterias como Pseudomonas putida,
Ralstonia eutropha y Comamonas testosteroni. Las ADHSs tipo Ill son enzimas que se encuentran ancladas a la
membrana y trabajan orientadas hacia el espacio periplasmico. Se les ha identificado y caracterizado
Unicamente en bacterias acido acéticas. Las ADH tipo Ill, por lo general contienen tres subunidades. El
transporte intramolecular de electrones en las ADHSs tipo Il y Illl se propone que es del PQQ al hemo C de la
primera subunidad y de ahi, de hemo en hemo en la segunda subunidad hasta llegar a la quinona enddégena.
Los tres tipos de PQQ-ADHSs son discutidas en esta revision.

Palabrasclave: Alcohol deshidrogenasas (ADHSs), pirrolo-quinolina-quinona (PQQ), quinohemoproteinaal cohol
deshidrogenasa(ghADH), quinohemopr oteina etanol deshidrogenasa (ghEDH), quinoproteinaetanol deshidrogenasa
(QEDH), quinoproteinametanol deshidrogenasa(QMDH).

ABSTRACT

Microbial alcohol oxidoreductases constitute a very diverse group. They can be divided into three major categories.
(&) NAD(P)-dependent dehydrogenases. (b) NAD(P)-independent enzymes that use pirroloquinoline quinone (PQQ),
heme C as cofactor. (c) FAD-dependent oxidases that catalyze an essentially irreversible oxidation of alcohols. The
ADHs that have PQQ as the prosthetic group are divided into 3 groups; types I, Il and Ill. Type | ADH is a simple
quinoprotein having PQQ as the prosthetic group; while type Il and type Ill ADHs are quinohemoprotein having
heme C as well as PQQ. Type Il are soluble periplasmic enzymes and are widely distributed in Proteobacterias such
as Pseudomonas putida, Ralstonia eutropha and Comamonas testosteroni. Type Ill ADHs are membrane-bound
enzymes and oriented towards the periplasmic surface. They have been identified and characterized solely in acetic
acid bacteria. Type Ill ADH consists of three subunits. The intramolecular electron transfer in the type Il and Ill ADHs
is the PQQ to heme C of the first subunit and there, from heme to heme in the second subunit until arriving at
ubiquinone. The three types of PQQ-ADHSs are discussed in this paper.

Key Words: Alcohol dehydrogenases (ADHSs), pyrroloquinoline-quinone (PQQ), quinohemeprotein alcohol
dehydrogenase(ghADH), quinohemepr otei nethanol deshydr ogenase(ghEDH), qui nopr otei nethanol dehydrogenase
(QEDH), quinopr otei nmethanol dehydrogenase(QMDH).
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del 2005.



http://www.medigraphic.com/espanol/e1-indic.htm
http://www.medigraphic.com/medi-artemisa

junio, 2005

Gdémez-Manzo, S.et al.:Las quinoproteinas alcohol deshidrogenasas bacterianas 29

INTRODUCCION
I ainterconversion deal coholes, aldehidosy cetonas

sSon procesos esenciales tanto en organismos
procariontes como eucariontes. Las etanol
oxidoreductasassonlasencargadasdecatalizar estas
reaccionesusandounagranvariedad deaceptoresdeel ectrones
y pueden ser divididasen tresgrandesgrupos: (a) lasalcohol
deshidrogenasas (ADHs) dependientes de NAD(P) son las
mejor caracterizadas de estos tres grupos. Muchas ADHs
dependientesdeNAD(P) seencuentran presentesenunagran
variedad de animales, plantasy microorganismosy presentan
similitudes entre ellas a nivel estructura y funcional®; (b) las
alcohol deshidrogenasasindependientesdeNAD(P), queusan
como grupo prostético alapirrol o-quinolina-quinona(PQQ), y
grupos hemo tipo C; y (c) alcohol oxidasasdependientesde
FAD, que catalizan la oxidacién irreversible de metanol a
formal dehido con laproduccion de perdxido de hidrégeno? en
levadurasy hongos.

Anthony y Zantman (1967) reportaron por primeravez el grupo
prostético PQQal caracterizar laenzimametanol deshidrogenasa.
Laenzimaresulté ser no dependiente de NAD(P) y poseiaun
espectro de absorcion muy diferente al delas flavoproteinas.
Despuésdedesnaturalizar laproteina, seencontréuncompuesto
debajamasamol ecul ar quepresentd un espectrodeemisionde
fluorescencia similar al de las pteridinas®. Posteriormente, se
observo que la estructura del PQQ es una orto-quinona (o-
quinona) que contiene 2N’s y 3H’s, uno de los cuales es
intercambiable; y que las posiciones C4 y C5 del anillo de la
quinona, sereduceasemiquinonay aquinol durantelacatalisis
(PQQH*y PQQH2) (Fig. 1). El carbonilo C5 enlaformaoxidada
esmuy reactivo anucledfiloscomo al cohol es, amonio, cianuro
y aminoécidos; y estareactividad debedeser tomadaen cuenta

cuando sequieredeterminar el mecanismodeacciéndelaenzima.
El uso del nombre sistemético (2,7,9-tricarboxi-1H-pirrol (2,3-
f)quinolina-4,5-diona) esimpractico y seintrodujo € nombre
semi-sisteméti co nombrandol o como pirrol o-quinolina-quinona
y abreviado como PQQ.

Sehanidentificado masde 20 enzimasdiferentesque presentan
PQQ como grupo prostético®. La mayoria de estas
deshidrogenasas se ubican en €l lado periplasmico de las
bacterias Gram negativasy estaninvolucradasenlosprimeros
pasos de la oxidacion de alcoholes, aminas y azlcares.
Dependiendo de la naturaleza de la deshidrogenasa, la
transferenciadeel ectronesocurredel PQQ haciaun citocromo
¢, citocromob, proteinaazul decobreoal asquinonasbacterianas.
Ciertasquinoproteinasdeshidrogenasasesténinvol ucradasen
laoxidaciénincompleta(por € emplo, produccién devinagrey
acido gluconico), mientras otras funcionan en una cadena
respiratoria alterna proveyendo a organismo de un sistema
auxiliar deenergia®.

Uno delostrabajos masimportantes sobrelaestructuradel
PQQ fue obtenido por Resonancia Magnética Nuclear
(NMR); cuando Hyphomicrobium Xy Methylobacterium
extorquens AM1 se cultivaron con sustratos marcados,
dondeseobservéo queel PQQ producido sederivaderesiduos
de glutamato y tirosina y que ambos aminoacidos son
incorporados de maneraintactaen laformacion del PQQ?S.
Lacadenatirosil eslaqueaportalosseisatomosdecarbono
del anillo de la orto-quinona del PQQ, y la consecuente
formacion deloscarboxi-pirrolesestadadapor laciclizacion
interna del aminoéacido de tirosina; los cinco carbonos
restantes son aportados por el glutamato (Fig. 2).
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Figura 2. Origen de los atomos de carbono del PQQ.

Encuantoalabiosintesisdel PQQ sehanencontrado seisgenes
asociadosalabiosintesisdel grupo prostéticoPQQendiversas
bacterias, incluyendo Acinetobacter calcoaceticus,
Methyl obacteriumextorquenses AM1y Klebsiellapneumoniae,
los cual es han sido designados comopqgqABCDEF 7. Paracada
gensehapropuesto unafuncién; por ejemplo, pgqgA sirvecomo
precursor delabiosintesi sdel PQQ;apqqB selehaasociadouna
funcién de transporte; pgqC funciona como una oxigenasa;
pqqD, con funcidn desconocida; pqqE, sintetiza el metal que
contiene el cofactor, pqqF con funcién de peptidasa’. Una
caracteristicaimportantedel PQQY quesélo hasido apreciada
recientemente es la habilidad de formar complejos con Ca?* o
M g2+ ensol ucin. Estafuepresentadaoriginal mentepor M utzel
y Gorish® y explicada por Itoh y colaboradores® en sumodelo
quimicosistemético, enel cual e complgjo Ca?*-PQQescapazde
catalizar la oxidacién de alcoholes en solventes organicos.
Todaslasdeshi drogenasasquecontienen PQQrequierencalcio
parasuactividad, exceptolaglucosadeshi drogenasamembranal
(mGDH), lacual requiere Mg?* 10, A pesar de que es claro que
metales divalentes activan a las PQQ deshidrogenasas, el
mecanismo de activacion no esdel todo claro!.

DISTRIBUCION Y CLASIFICACION DE LAS PQQ-ALCOHOL
DESHIDROGENASAS

L asal cohol deshidrogenasas (A DHs) dependientesde PQQ se
encuentran solamenteen lafraccion peripldsmicadeunamplio
rango de especies de bacterias como;a, b y g-proteobacterias.
Algunasdeestasenzimasson solublesenel periplasmay otras
seunenalasuperficiedelamembranacitoplasmética. LasADHs
quinoproteinas y quino(hemo)proteinas deshidrogenasas
forman por asi llamarlo* El sistemaoxidativo deal coholesen el
periplasma’. Todas ellas funcionan como deshidrogenasas
primarias, las cuales transfieren los equivalentes reducidos
directamente alacadenarespiratoriabacterianaaerdbicaen el
periplasma.

L asADHsdependientesde PQQformanunodelosgruposmas
grandes en la familia de quinoproteinas, con 18 diferentes
enzimas(Tablal)'?3y seclasificanentrestipos. LasADHstipo
| se han encontrado en un limitado ndmero de protecbacterias

y sonmuy similaresalaquinoproteinametanol deshidrogenasa
(MDH) quecontienensdloPQQ. LasADHstipoll; sonenzimas
solubles en €l periplasmay se distribuyen ampliamente entre
diversas proteobacterias. Las ADHs tipo |11 estan unidas a
membrana y trabajan en la superficie peripldsmica y son
caracteristicasdelasbacteriasdcido acéticas®.

I. PQQ-alcohol deshidrogenasas tipo |

a) Quinoproteina-metanol -deshidrogenasa(QM DH): Laal cohol
deshidrogenasamejor caracterizadaeslametanol deshidrogenasa
debacteriasmetilotrépicas. Sehadescrito unaenzimametanol
deshidrogenasa en Methyl obacteriumextorquensesy esuna
enzimaperiplasmicasol ublequetieneunaestructuratetramérica
a,b,; cadasubunidada (66kDa) contieneunamol éculadePQQ
y union Ca?*, loscual es estén coordinados. Lasubunidadbes
muy pequefia(8.5kDa) y sufunciénsedesconoce. Laestructura
de esta enzima tiene caracteristicas importantes, incluyendo
ochotriptéfanosenformademuellequemantienenlaestructura
delasubunidada. Losgenes que codifican paralasubunidad
a yb(mxaF y mxal) seencuentranlocalizadosenunoperénde
12 genes que codifican a las proteinas responsables de la
oxidaciondel metanol (mxaFJGIR(S) ACKLDB)*®. MxaGesun
citocromo ¢, que es el aceptor de electrones para la
deshidrogenasa.

La metanol deshidrogenasa oxida metanol a formaldehido,
preferentemente cuando el metanol es la Unica fuente de
carbono®. Tambiéntienecapaci daddeoxidar unaampliavariedad
deal coholesprimarios, presentando unaaltaafinidad paraestos
sustratos (laK  parametanol esde5-20nM). Encontrastelos
alcoholes secundarios son raramente oxidados. Esta enzima
requiereamonio como activador, y su actividad puedemedirse
espectroscopi camente con metasulfato de fenazina o azul de
Waurster, pero no conferricianuro.

b) Quinoproteinasal cohol deshidrogenasas. Como sepresenta
en la Tabla I, cuatro diferentes quinoproteinas alcohol
deshidrogenasastipo| hansidoidentificadasen dosespecies,
tresde ellasenPseudomonasy unaentenotrophomonas. Una
etanol deshidrogenasa (qEDH) similar a la metanol
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Enzima Localizacién Organismo
Quinoproteinas capaces de oxidar alcoholes
Metano deshidrogenasa S Methylotrophs (12)
ADH Tipo | (PQQ)
Etanol deshidrogenasa (QEDH) S Pseudomonas aeruginosa (13)
Alcohol deshidrogenasa (ADH 1) S Pseudomonas putida (14)
1-Butanol deshidrogenasa (BOH) S Pseudomonas butanovora (15)
Polipropilén glicol deshidrogenasa (PPGDH) S Stenotrophomonas maltophilia (16)
Otras quinoproteinas capaces de oxidar alcoholes (PQQ)
Sorbosa/Sorbosona deshidrogenasa S Especies de Gluconobacter (17)
Pseudogluconobacter saccharoketogenes (18)
Glicerol deshidrogenasa M Especies de Gluconobacter (19)
Quinohemoproteinas capaces de oxidar alcoholes
ADH Tipo Il (PQQ/ hemos C)
Polietilén glicol deshidrogenasa (PEGDH) S Rhodopseudomonas acidophila (20)
Etanol deshidrogenasa (ghEDH) S Comamonas testoteroni (21)
Alcohol deshidrogenasa (ADH 1IB) S Pseudomonas putida (14)
Alcohol deshidrogenasa (ADH 11G) S Pseudomonas putida (14)
Polivinil alcohol deshidrogenasa (PVADH) S Pseudomonas sp. (22)
Tetrahidrofurfuril alcohol deshidrogenasa (THF ADH) S Ralstonia eutropha (23)
1-Butanol deshidrogenasa (BDH) S Pseudomonas butanovora (15)
ADH Tipo Il (PQQ/hemo c/3 hemo C)
Alcohol deshidrogenasa M Acetobacter aceti (24)
Alcohol deshidrogenasa M Acetobacter pasteurianus (25)
Alcohol deshidrogenasa M Gluconoacetobacter polyoxogenes (26)
Alcohol deshidrogenasa M Acidomonas methanolicus (27)
Alcohol deshidrogenasa M Gluconobacter suboxydans (28)
Otras quinohemoproteinas Pseudomonas sp. (29)
Lupamina hidroxilasa (PQQ/hemo C) S Pseudomonas putida (30)
Amina deshidrogenasa (CTQ/hemo C) S Paraccocus denitrificans (31)
S: soluble; M :membranal.

Tabla I. Quinoproteinas y quinohemoproteinas alcohol deshidrogenasas.

deshidrogenasadescritaarriba(QM DH) hasido encontradaen
Pseudomonas aur eginosa y Pseudomonas putida®®*4. Aligual
que la metanol deshidrogenasa, estas enzimas tienen un pH
Optimo relativamente alto (pH 7.7), requieren amonio como

activador, y el ferricianuro no funcionacomo aceptor artificial
de electrones; son capaces de oxidar una gran variedad de
alcoholescomo sustratos, incluyendo al cohol essecundarios.
Susespectrosdeabsorcidn sonmuy similaresal delametanol
deshidrogenasa, peropresentan unabajaafinidad por el metanol;

laKmparaetanol esde15nmM y parael metanol escasi 1000veces
més ata. La enzima alcohol deshidrogenasa tipo | de P.
aur eginosa secaracterizéinicial mentecomo unmonémero, con
dosmol éculasdePQQ (101 kDacadauna)'®; sinembargo, seha
visto que esta enzima presenta la misma estructura que la
metanol deshidrogenasa (tetrameroa,b,). Laenzimaesinhibida
por EDTA, el cual induce la salida de PQQ, dando lugar ala
formacion de una apoenzima. Todas las enzimas antes

mencionadasson sol ubl esy trabajan en el espaci operiplasmico.
Detodaseéllas, lapolipropilénglicol deshidrogenasa(PPGDH)*
es excepcional en términos de su especificidad por sustratos
debido a que no oxida al coholes. Otras dos enzimas solubles
como sorbosa/sorbosona deshidrogenasa’ y la glicerol
deshidrogenasamembranal (GL DH)°tambiénsonclasificadas
como deshidrogenasastipo .

Il. PQQ-alcohol deshidrogenasas tipo Il

Este grupo est4 formado por enzimas solubles como la
quinohemoproteina etanol deshidrogenasa (QqhEDH). Se han
identificado y caracterizado un total de siete diferentes
quinohemoproteinas en diversas proteobacterias como
Rhodopseudomonas acidophila, Pseudomonas putida,
Ralstonia eutrophay Comamonastestosteroni (Tablal). Dos
tiposdeADH (ADH 1By ADH 11G) sonproducidasenlamisma
cepa de Pseudomonas putida HK5, junto con otra alcohol
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deshidrogenasatipol,ylaexpresiondecadaunadelasenzimas
depende de la naturaleza del sustrato adicionado al medio de
cultivo como fuentede carbonoy energia.

Una quinohemoproteina etanol deshidrogenasa periplasmica
(ghEDH) hasido descritaenComamonastestoster oni. Laenzima
esunmonémero(71kDa), quecontienedosgruposprostéticos;
una molécula de PQQ y un solo hemo C 2% En ensayos de
diaforasadondesesiguelareducciondel diclorofenol indol fenol
el pH 6ptimo esde 7.7 y no requi ere deamonio como activador.
Sehapostulado quelatransferenciade el ectrones esdel PQQ
a hemo C de la misma subunidad. Dicha actividad puede
seguirseespectroscopicamentepor lareducci éndeferricianuro.
Laenzimatiene un amplio rango de actividad especifica para
a coholesprimarios, secundariosy paraal dehidos, peronooxida
metanol. L areconstituciondelahol oenzimaactivarequiereuna
moléculade PQQ eionescalcio, indicando que laestructuray
funcion del sitio activo debe de ser muy similar a de metanol
deshidrogenasa. Por estudiosdeespectroscopiaderesonancia
paramagnéticadel €l ectron (EPR) sehademostradolapresencia
deunasemiquinonaformadapor el PQQend sitioactivo. El hemo
tipo Ctambiénhasidodetectado por EPRY por espectroscopia
visible, estosestudiosindican queel fierro hémico essimilar a
losotroscitocromosdetipocdebajopotencial, loscual esestan
coordinadospor histidinay metionina?.

En la Tabla |, también se encuentran incluidas dos
quinohemoproteinas adicionales, lalupamina hidroxilasay la
amina deshidrogenasa, encontradas en las especies de
Pseudomonasy Paraccocus; ningunadel asdostienelacapacidad
deoxidar a coholes. L upaminahidroxil asacontieneunamol écula
de PQQY unhemoC; y su secuenciade aminoéacidos presenta
un alto grado de similitud conlas ADHstipo 1.

Estudios con NMR han demostrado que el enlace del PQQ
produceun cambio conformacional delaproteina; debidoauna
reorientacion de la metionina unida al hemo C; asi como, un
incremento en ladensidad electrénicaen uno delosanillosde
pirrolina,y unincrementoenel potencial rédox del hemo. A pesar
queexisteevidenciaqueel PQQ af ectal aspropiedadesdel hemo;
esinciertosi lainteraccion entre estosdosgruposesdirectao
indirecta®®. Todalasevidenciasindican quelatransferenciade
electronessellevaacabo desdelaformareducidadel PQQalos
hemo C (potencia rédox 140 mV) y de ahi a un aceptor de
electrones enddgeno (invivo) o externo (invitro).

[1l. PQQ-alcohol deshidrogenasas tipo Il

Las quinoproteinas alcohol deshidrogenasas tipo 11l se
encuentran asociadasalamembrana. Cinco ADHstipolll han
sido descritasy caracterizadas en bacterias &cido acéticas en
especies deAcetobacter, Gluconoacetobacter, Acidomonasy
Gluconobacter (Tablal)®*#.

Junto conlaPQQ-al dehido deshidrogenasa(PQQ-ALDH) que

también se encuentraunidaalamembrana, laADH tipo I11 es
responsabl edelaoxidaciondeal coholeshastaéci doacéticoen
laproducciondevinagre. Norequierenamoniocomoactivador
y tiene un pH éptimo entre 4.0 y 6.0. La especificidad por
sustratos es relativamente restringida comparada con otras
guinoproteinas alcohol deshidrogenasas, ya que, oxidan
preferentementeal cohol esprimarios(cadenasdeC2acC6), pero
nooxidanmetanol ni al cohol essecundariosy presentanactividad
conformaldehidoy acetaldehido.

Se ha demostrado claramente que las ADHs tipo |1l en las
bacteriasécido acéticasestaninvol ucradasenlaproduccionde
acidoacético; mientrasque, lasADHs-dependientesdeNAD*
son usadas Unicamente en laasimil acién de etanol atravésdel
ciclodelosécidostricarboxilicos(TCA).

El aceptor natural de electrones de las ADHs tipo Il es la
ubiquinona enddgena de la membrana. Estas quinoproteinas
estdn generalmente formadas por tres subunidades. La
subunidad | (72—80kDa) esunaquinohemoproteinasimilar ala
quinohemoproteinasolubletipoI1; endondeseencuentrauna
solamol éculade PQQYy unsolohemotipoC (Fig. 3). Losgenes
estructurales de diversas bacterias acido acéticas han sido
secuenciados. Seobservé quelosgenesquecodificanparalas
subunidadesl y Il estan adyacentesen el genoma, conlamisma
direcciony enel mismomarcodelecturaformandounoperon®.
L asdossubunidadesti eneenel aminoterminal unpéptidosefial
tipico de proteinas de membrana, €l cual es probablemente
procesadoparadarlugar al assubunidadesmaduras. Lasecuencia
de aminoécidos de la subunidad | indica que es una proteina
soluble, la primeraparte tiene similitud con lasecuenciadela
metanol deshidrogenasasoluble; pero en el extremo carboxilo
terminal tiene un sitio de unién parael hemoC 3. Lasecuencia
deaminoéacidosdelasubunidad |1 (48—43kDa)*indicaqueesta
subunidad uneatreshemosC, loscual esestan presentesenla
proteinapura?® (Fig. 3). Entotal, laenzimatiene cuatro hemosC
(unidasalassubunidadesl! y I1). LamayoriadelasADHsdelas
bacteriasécidoacéticastienenunatercerasubunidad (subunidad
11, 14-17 kDa), la cual esta ausente en Acetobacter
polyoxogenes?®. Los genes que codifican esta pequefia
subunidad no estan localizados alos genes que codifican las
otrasdossubunidades. L asecuenciadeaminoacidosdeducida
paralasubunidad |11 indicaque el tamafio del péptido sefial es
grande (alrededor de 20kDa); y quelasubunidad maduratiene
unamasamolecular aparentede 14 kDaen SDS-PAGE.

Asi como paraotrasquinoproteinasal cohol deshidrogenasas,
laactividad deestasenzi maspuedeseguirsecon metasulfatode
fenazina, el cual presumiblemente reacciona a nivel de PQQ.
Tambiénpuedeusarseferricianuro, querecibel oselectronesde
unoomasdeloshemostipoCdelasubunidadl yI1. Lavelocidad
dereaccién conferricianuro esaproximadamente 10 vecesmas
altaquelo observado con quinohemoproteinas solubles. Con
baseen esto, sehasugerido quel oscitocromosdelasubunidad
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Figura 3. Esquema de localizacion de la PQQ-alcohol
deshidrogenasa tipo Il en las bacterias &cido acéticas.

I sonnecesariosparaguelaenzimapresenteestaaltavel ocidad
detransportedeelectrones. Lasquinoproteinasdel asbacterias
&cidoacéti casdifierendetodasl asotrasal cohol deshidrogenasas
enquepuedenusar ubiquinonasdecadenacorta(Q1ly Q2) como
aceptoresdeel ectrones, ademasdel asubi quinonasendégenas
(Q9 y Q10) cuando éstas son reconstituidas en vesiculas
membranales®. Estas quinohemoproteinas alcohol
deshidrogenasastipol || requi erendetergenteparasu extraccion
delamembrana. Sehaobservado queesunaproteinaextrinseca
demembrana; debido agueningunadesussubunidadesparece
tener crucestransmembranal esclaramente definidos.

Recientemente seharealizado laseparacion delasubunidad |

(con tres citocromos c) de un subcomplejo que contiene las
subunidades | y Il en Gluconobacter suboxydans®. El
subcomplg ol +111 presentaactividad enensayoscondiclorofenol
indolfenol y metasulfato de fenazina; y poca actividad con
ferricianuro (sélo apH bajos), presumiblemente por laviadel
hemo C de la subunidad I. Sin embargo, el subcomplejo no
presenté actividad conlaquinonaanéd ogaQl. Dichaactividad
fuerestauradaconlaadiciondelasubunidad|l, concluyéndose
quelatransferenciadeel ectroneshacialaquinonasellevaacabo
através de los hemos C de las subunidades | y I1. Como se
esperaba, lasubunidad || no presentaactividad catal iticapor si
sola. Analisiscinéticosdelareducciondel ferricianuroavarios
pHsindicaque sdlo dos de los tres hemos en la subunidad ||

pueden estar invol ucradosen|latransferenciadeel ectronesdel
PQQ reducido alaubiquinona.

Andlisisdelocalizacién delassubunidadesenG. suboxydans
y A. pasteurianussugierequel oscitocromosdelasubunidad
|1 estdn embebidosenlamembrana, quelassubunidadesl| y I11
estan fuertemente unidas alasubunidad |1, y que estaunion
ayuda a la subunidad | de la deshidrogenasa a acoplarse
adecuadamente con los citocromos ¢ de la subunidad 11 y
guardar unaconformacion correcta®. En algunascondiciones
decrecimiento (altaaeraciény bajopH), laconformaciondelas
subunidadespareceestar alterada, dandolugar aunaproteina
inactiva; sin embargo, la restauracion de las condiciones

adecuadasdecreci miento (bajaaeraciony pH neutro) permiten
gue se produzca de nuevo laformaactiva®.

ESTRUCTURA Y sSITIOS ACTIVOS DE  LAS
QUINOPROTEINAS ALCOHOL DESHIDROGENASAS
Todaslasquinohemoproteinas que contienen PQQ presentan
unaestructuracomun que eslade “ plegamiento de propela’,
formando un superbarril que consi stede ocho hojash-plegadas
(4 antiparalelas) y que estan rearregladas con una simetria
radial acadaladodelapropela(Fig. 4). Lashojasantiparalelas
b-plegadas tiene forma de una letra “W” y por lo cual son
[lamadas “Motivo W”. Cuando se compara la secuencia de
aminoécidosdelosmotivosW entrelasADHSstipol ylasdel tipo
I11, seobservaquehay 11 aminoacidosconservadosencadauna
de las hojas b-plegadas |os cuales son: Ala(A) en laprimera
posicién, Asp (D) enlaterceraposicion, Gly (G) enlaséptima,
LysoGlu (K oE) enlaoctavay Trp (W) enladltimaposicion.
Estasecuenciaconsenso AXDxxxGK (E)xxW esmuy conservada
en lasregionesb-plegadasW1, W2, W3, W4, W6y W7, perono
enW5y W8.

Andlisis cristal ograficos han demostrado que esta secuencia
consenso (AXDxxxGK (E)xxW) esimportanteparaestabilizarlas

( A

- J

Figura 4. Modelo cristalogréafico del superbarril de la metanol
deshidrogenasa de Methylobacterium extorquenses. La enzima
estd formada por ocho hojas b plegadas representada en cintas.
El grupo PQQ se encuentra en el centro de la cavidad
hidrofébica del superbarril. W1 - W8 son los ocho motivos W
que conforman el modelo de superbarril. Las cadenas A-C estan
localizadas cerca del amino terminal (n) y la cadena D esta
localizada cerca del carboxilo terminal (c).




34 TIP Rev.Esp.Cienc.Quim.Biol.

Vol. 8, No. 1

Arg58

e

! F#L‘
_=jr Asp107
Cys105 b
fme=®] Cys106

Calcio : [R——
*ﬁﬁ#’ PQQ

ADH IIB

-

CVSHGCI Cysie7
Calci 4
et N

ghEDH

J

Figura 5. Ruta posible de transferencia de electrones del PQQ al hemo C en ADH IIB y ghEDH. Se representa en este modelo al
PQQ, hemo C y aminoacidos que pueden estar involucrados en el proceso de transferencia de electrones. Las moléculas de agua
ademas de estabilizar la estructura del cristal pueden estar involucradas en la transferencia de electrones; y se representan en
esferas. La ruta 6ptima de transferencia de electrones estd representada en lineas punteadas.

hojas antiparal el asb-pl egadas de cadamotivo W*. Ademésdel
motivo W, diversas porciones de secuencia también estan
conservadasentrelosdiferentestiposde ADHSs; dentrodelos
cualesseincluyen residuosimportantes paralaunion del PQQ
y paralacatalisis(Fig. 5). Cercade 100 aminoécidoslocalizados
entrelas secuencias consenso delashojasb-plegadasW5y W6
presentanun bajogrado desimilitud; estossegmentosparecen
ser responsables de |as diferencias estructural es que existen
entrelasADHstipo| y lastipo 1%

Seis estructuras tridimensional es han sido determinadas por
cristalografiaderayos X, delascualestressonde QMDHsde
metilotrofos, laquinoproteinaetanol deshidrogenasa(gqEDH)
de P. aeruginosa®, la quinohemoproteina etanol
deshidrogenasa(ghEDH) deC. testosteroni“®y laADH 1B de
P. putida HK5*. L osresiduosdeaminoacidosinvol ucradosen
la unién del PQQ y €l ién calcio en € sitio activo estan
conservados. El tamafio delacavidad del sitio activo dondeel
sustrato se uney reaccionafuecal culado por cristalografiaen
las estructuras de MDH, gEDH y ADH 1IB y presentan un
diametro de 18, 62y 120 A° respectivamente. Se estimaqueel
tamario delacavidad se correlacionan con laespecificidad de
lasenzimas por sus sustratos.

LasestructurastridimensionalesdelaADH 11B y delaghEDH
fueron obtenidas por cristalografia de rayos X cuando el
productodelareaccionseencontrabaunidoal sitioactivo; por
loque, estasestructurasdan mucho mayor informacionacerca
de la unién del sustrato y el mecanismo catalitico de las
quinoproteinas.

TRANSFERENCIA DE ELECTRONES EN  LAS
QUINOPROTEINAS ALCOHOL DESHIDROGENASAS
Latransferenciadeel ectronesdurantelacatdlisisestotalmente
diferenteentrelostrestiposde ADHs. LasADHSstipo | como
la MDH dona sus electrones directamente a un citocromo c
soluble“t. Enlatransferenciaintramol ecul ar deelectronesenlas
ADHstipoll pareceestar involucradaunaproteinasol ubleque
contienecobre, al menosenel casode ADH 11B*. Porotrolado,
las ADHSs tipo 11l unidas a membrana donan |os electrones
directamente alapozade quinonas (UQ) delamembrana®.

Paraqueocurralatransferenciadeel ectroneshacialaquinona
membranal enlasADHstipoll y I11,loselectronestienen que
vigjar intramol ecularmente como sigue: primero, del PQQ al
hemo C que se encuentra unido de manera covalente en la
subunidad | (estareaccién no hasido caracterizadadel todo).
El potencial rédox del hemoC deADH |1B esde+188mV, €l cual
es similar al de otras quinohemoproteinas como la lupamina
hidroxilasa(+193 mV) %. Los potenciaesrédox del PQQenlas
ADHstipoll nohansidodeterminados, seespeculaqueson|o
suficientementebgjosparaquelatransferenciaatravésdelos
hemos C selleveacabo. Paraquelaenzimacatalicelaoxidacion
delossustratosdebedeestar ensuformaoxidada. Secreeque
launion del sustrato alcohol alaenzimadebeliberar un par de
el ectronesdel alcohol y ser aceptadospor el PQQ paragenerar
PQQH,, después uno de estos dos electrones debera ser
transferido al hemoC delasubunidad |, dejando al PQQensu
formade semiquinona(PQQH*). EnlaADH IIB y laADH tipo
11 de las bacterias acido acéticas se ha determinado
espectrof otométricamente que sus citocromos se mantienen
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Figura 6. Modelo hipotético de la transferencia intramolecular de electrones en las ADHs tipo Il y tipo Ill. La ruta propuesta para
la transferencia intramolecular de electrones estd representada en lineas sélidas, y la ruta intermolecular de electrones esta
representada en lineas punteadas en las ADH tipo Il (A). En las ADHs tipo Ill los CI, Cll;, Cll, y Cll, corresponden a los 4 sitios
de hemo C en cada una de las subunidades | y Il. Q10 es representado como el sitio de uniéon de quinona in vivo (B). En ambos
casos inicialmente el PQQ esta presente en la forma de semiquinona (PQQ*) y los hemo C estdn en su forma reducida.

reducidosatravésdelapurificacion, y seshapropuesto queesto
esdebido alapresenciade cantidadestrazas de alcohol enlas
solucionesamortiguadoras usadasdurantelapurificacion.

En las estructuras cristalogréficas de la ADH [IB* y de la
ghEDH?* & dominio del hemoC estaseparado del dominio del
PQQ), aungueambosgruposprostéti cosestanlosuficientemente
cercanosentresi paraqueseefectlel atransferenciadeel ectrones
(Fig.5). Ladistanciaentreel PQQY el hemoC esalrededor de 15
Av°. Loselectrones probablemente pasan del PQQ al hemoCa
través de aminoacidos conservados entre ambos grupos
prostéticos. Hay unasecuenciaconservadaCCDxVNRG (situada
entre las hojas b-plegadas W1 y W2), la cual pueda estar
involucradaen latransferenciade electronesentreel PQQYy el
hemo C.

L atransferenciaintramolecular deelectronesenlasADHstipo
Il (invivo) donanlosel ectronesaunaproteinaredox solubletal
como ocurre en enzimas ADH tipo | y MDH (Fig. 6A). Por
gjemplo, laproteinaazul decobre (azurina) aisladadeP. putida
HKS5 esun eficiente aceptor de electronesdelaADH 1B, con
unaconstantedeprimer ordende50s-1, determinada(invitro)
en andlisiscinéticos en estado estacionario a25°C*.

EnlasADHstipol |l latransferenciaintramol ecul ar deel ectrones
esmascomplicadaporquehay unasubunidad adicional contres
hemos Cinvolucradosen el mecanismodereacci 6n'®2*. El primer
paso puedeinvolucrar  mismotipodetransferenciadeel ectrones
del PQQ a hemo C en la primera subunidad (quinoproteina),
comoenel casodelaADHtipoll. En un segundo paso los
electrones pueden ser transferidos auno de loshemosC dela
segunda subunidad y uno de los hemos C de lasubunidad I
puedeestar involucrado enlatransferenciade el ectronespara

reducir alaquinonaendégena (Fig. 6B). En estudioscinéticos
delaADH nativadeG. suboxydansserevel 6 queexisten cuatro
sitios de hemosC quetienendiferentespropiedadesdeoxidacion
por el ferricianuro. Al menosuno delossitiosde hemoCenla
subunidad Il (cll, o cll,) parece no estar involucrado en la
transferenciadeel ectroneshacialaquinonaendogena(UQ10)®
como se presentaen lafigura6B.

CONCLUSIONES

Comoyasehadescrito, existendiversasal cohol deshidrogenasas
gue son capaces de oxidar una gran variedad de alcoholes
xenobioticos como alcoholes de cadena larga y alcoholes
heterociclicos, alcoholesarométicos, entreotros. Labiogénesis
de estas quinohemoproteinas ADHs puede estar controladaa
nivel desuexpresi 6n,dependientedel ossustratosdecreci miento.
Algunasvecessu presenciaesreemplazadapor lasADHstipo
| olasNAD-dependientes. L asal cohol deshidrogenasaspueden
contener sélo PQQ o también pueden contener grupos hemo
como segundo grupo prostéti co (quinohemoproteinas); pueden
ser monoméricas o multiméricas, libremente solubles en el
periplasmao unidas alamembrana; algunas estén firmemente
asociadas con otros componentes rédox. Sus aceptores de
€l ectrones pueden ser |os citocromosc, proteinasazul decobre
o la ubiquinona de membrana. Puede medirse la actividad de
estas quinoproteinas usando aceptores fisiologicos de
electrones; por g empl o, citocromos, proteina azul de cobrey
anal ogos sol ubles de ubiquinona. También pueden utilizarse
aceptoresartificia esdeel ectronescomo metasulfatodefenazina
o azul deWourster (ensayosdediaforasa).

Sinembargo, ainfaltamucho por conocer. Laobtenciondelas
estructuras cristalogréficas de las alcohol deshidrogenasas
membranales nos dard mas informacién acerca de sus
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interaccionescon susgruposprostéticosy sussitiosdeunion
conlasquinonasenddgenas.
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