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Resumen

La proteina de membrana alcohol deshidrogenasa dependiente de pirroloquinolina quinona
de tipo Il (PQQ-ADH) de Gluconacetobacter diazotrophicus, cataliza la oxidacién del etanol
a acetaldehido. Posee como cofactores un PQQ, cuatro hemos cy es la primer ADH de este
tipo que posee un cumulo [2Fe-2S] de tipo ferredoxina. A pesar de los potenciales redox de
dichos grupos, la proteina siempre es purificada en su estado reducido, aun en presencia
de oxigeno. A la fecha se desconoce la razén de dicha estabilidad asi como la estructura

tridimensional de ninguna ADH de tipo .

En el presente trabajo se llevé a cabo un nuevo método de cultivo de Ga. diazotrophicus
para la expresion de la PQQ-ADH completamente activa. Por medio de un analisis de la
secuencia de aminodcidos se identificaron los residuos conservados de unién al PQQy a un
hemo c. Se realizd, ademas, un modelo in silico de la estructura tridimensional de la SUI de
la PQQ-ADH permitiendo proponer el sitio unién para el cimulo [2Fe-2S], que se propuso
coordinado a un par de cisteinas, a un residuo de glutamato y a un residuo de aspartato de
manera bidentada. Cabe mencionar que se propuso al PQQ vy al [2Fe-2S] como parte del
sitio activo. A partir de dicho modelo se propuso también una ruta para la transferencia
electrénica del PQQ al cumulo y de éste al hemo c. Por medio de espectroscopia de EPR se
observé un acoplamiento antiferromagnético entre el PQQ° y el cimulo [2Fe-2S]*. También
por EPR se determinaron los estados de espin de los dtomos de hierro de los cuatro hemos
c en estado oxidado, siendo uno de alto espin y tres de bajo espin. Estos resultados ayudan
a comprender la estabilidad de la proteina en estado reducido. Finalmente se obtuvieron
cristales de la PQQ-ADH, hasta el momento se sigue trabajando en la obtencién de la

estructura tridimensional.
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1. Antecedentes

1.1 Bacterias acido acéticas

Dentro de las alfaproteobacterias, el orden Rhodospirillales es conocido por sus
aplicaciones en agricultura. En dicho orden se encuentran las familias Rhodospirillaceae y
Acetobacteraceae. Esta Ultima consiste en dos grupos clasificados de acuerdo a sus
aplicaciones y a su filogenia: el grupo acético (al que pertenecen las bacterias acido acéticas)
y el grupo acidofilico (con géneros acidofilicos y neutrofilicos como Acidiphilium y
Roseomonas) (Komagata et al., 2014). Son bacterias Gram negativas y aerdbicas estrictas.
Tienen la capacidad de crecer en medios acidos con pH de entre 3.0 y 3.5 aunque el

intervalo dptimo es entre 5.0 y 6.5 (Massena y dos Santos., 2015).

Las bacterias acido acéticas liberan al medio una gran cantidad de productos de la oxidacién
incompleta de alcoholes y azucares, principalmente etanol, pero también pueden oxidar
glicerol a dihidroxiacetona, D-sorbitol a L-sorbosa, D-manitol a D-fructosa y D-glucosa a los
acidos D-glucdnico, 2-ceto-D-glucdnico o 5-ceto-D-glucdnico (Komagata et al., 2014). Dichas
oxidaciones son conocidas como fermentaciones oxidantes y son llevadas a cabo por medio
de deshidrogenasas de membrana las cuales se pueden dividir en quinoproteinas y
flavoproteinas de acuerdo al grupo prostético que posean ya sea pirroloquinolina quinona

(PQQ) o flavina adenina dinucleétido (FAD) respectivamente.

Estas deshidrogenasas dependientes de PQQ o FAD se encuentran en la membrana
citoplasmica y tienen un dominio orientado hacia el periplasma. Ademas estan acopladas a
la cadena respiratoria que transfiere electrones a su aceptor final, oxigeno, generando

energia para el crecimiento de la bacteria (Matsushita, et al. 1994).

La mayoria de estas deshidrogenasas de membrana estan formadas por tres subunidades:
Una subunidad grande de 58 — 80 kDa, una segunda subunidad de 45 - 50 kDa, y una tercera
subunidad de entre 15 y 20 kDa. Se puede resaltar el hecho que hay dos tipos de
subunidades grandes aquellas con PQQ como grupo prostético (70 — 80 kDa) y otras con

FAD como grupo prostético (alrededor de 70 kDa). En muchas deshidrogenasas, la segunda

14
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subunidad posee 3 hemos ¢ como grupos prostéticos. Es importante mencionar que en
algunas deshidrogenasas no se encuentra la tercera subunidad e incluso hay enzimas que

carecen también de la segunda.

Ademas de las deshidrogenasas de membrana mencionadas anteriormente, existen
deshidrogenasas citoplasmicas para oxidar alcoholes y carbohidratos. Estas
deshidrogenasas, a diferencia de las de membrana, son dependientes de NAD(P)* y el pH
Optimo de trabajo es mayor que en las proteinas de membrana. También se puede apreciar
una considerable diferencia en la actividad especifica siendo mayor en las membranas. En
general se puede hablar de las proteinas de membrana como parte de la cadena respiratoria
y las proteinas solubles en el citoplasma como sistemas para emplear los alcoholes y

carbohidratos como fuente de carbono.

1.2 Gluconacetobacter diazotrophicus

En 1988 Johanna Dobereiner y Vladimir Cavalcante descubrieron una bacteria capaz de fijar
nitrégeno en las raices y tallos de la cafia de azucar en Brasil (Cavalcante y Dobereiner.
1988). Aunque en un principio la bacteria fue llamada Saccharobacter nitrocaptans en 1989
fue renombrada como Acetobacter diazotrophicus (Gillis, et al. 1989) pero, con nueva
evidencia filogenética, su nombre fue corregido a Gluconacetobacter diazotrophicus. La
bacteria es un bacilo Gram negativo que se mueve con flagelos peritricos. Mide entre 0.5-
0.8 y 2.0 um (fig. 1.1). Es una bacteria enddfita de la cafia de azlcar, sin embargo, se ha
encontrado también en cultivos de café (Jimenez-Salgado, et al. 1997), mango, pladtano

(Muthukumarasamy, et al. 2002)y arroz (Muthukumarasamy, et al. 2005) entre otros.
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Figura 1.1. Micrografia electréonica de Gluconacetobacter diazotrophicus mostrando los flagelos

peritricos. Las dimensiones de la célula son de 0.7 x 0.9 x 2 um (Gillis, et al. 1989).

Ga. diazotrophicus fue la primera especie de la familia Acetobacteraceae en la que se
describié la fijacion bioldgica de nitrégeno (Cavalcante y Dobereiner. 1988) y durante
mucho tiempo se pensd que era la Unica especie dentro de dicha familia capaz de fijar
nitréogeno. Sin embargo, desde hace algunos afios se han reportado nuevas especies
capaces de fijar nitrégeno como Gluconacetobacter nitrocaptans y Gluconacetobacter
azotocaptans (Ramirez-Fuentes, et al. 2001), Swaminathania salitolerans (Loganathan y
Nair. 2004), Acetobacter peroxydans (Burris. 1994), Acetobacter nitrogenifigens (Dutta y

Gachhui. 2006), Asaia bogorensis y Asaia siamensis (Samaddar, et al. 2011).

Las nitrogenasas son las enzimas encargadas la fijacidn de nitrégeno y la reaccidon que
catalizan (Ec. 1) requiere una gran cantidad de energia en forma de ATP, para poder romper

el enlace N=N (942 kJ/mol) (Nelson y Cox. 2013).
N2+ 10H*+8e + 16 ATP = 2 NHs* + 16 ADP + 16 P; + H2 (Ec. 1)

Debido a que las nitrogenasas son extremadamente sensibles al oxigeno (Maier. 2004) los

organismos fijadores de nitrégeno han desarrollado sistemas de proteccién para dichas
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enzimas que evitan la pérdida de actividad de nitrogenasa aun en medios con O; presente

(Flores-Encarnacion, et al. 1999).

Uno de ellos consiste en una alta tasa respiratoria por parte de la célula capaz de abatir la
tension del oxigeno y mantener un ambiente intracelular microaerofilico (proteccién
respiratoria) (Dalton y Postgate. 1969). Este mecanismo, ademas de que mantiene a la
enzima activa aun a altas concentraciones de oxigeno, provee ATP suficiente para la fijacion

de Na.

Un estudio demostré que al aumentar la aereacién aumenta tanto el crecimiento de Ga.
diazotrophicus como la actividad de su nitrogenasa. Bajo estas condiciones, hay un sistema
membranal de transporte de electrones muy activo compuesto por enzimas
deshidrogenasas dependientes de PQQ, principalmente las enzimas alcohol y aldehido

deshidrogenasas (PQQ-ADH y PQQ-ALDH) (Flores-Encarnacién, et al. 1999).

1.3 Oxidacion de alcoholes

Existen diversas enzimas que oxidan alcoholes y dependiendo del cofactor que empleen
pueden clasificarse en 4 grupos (Gvozdev, et al. 2012):
1) Enzimas que contienen pirroloquinolina quinona (PQQ) o quinoproteinas. Pueden
ademas incluir hemos.
2) Enzimas que contienen flavina adenina dinucleétido (FAD)
3) Enzimas que contienen nicotinamida adenina dinucleétido (fosfato) (NAD(P)) y
suelen subdividirse en enzimas de cadena corta, activadas por Fe y enzimas que

contienen Zn.
4) Enzimas que contienen hemos y el factor F420

Algunas quinoproteinas contienen, ademas del PQQ, uno o mds grupos prostéticos
adicionales hemo tipo cy se les conoce como quinohemoproteinas. De este grupo, destacan
las alcohol deshidrogenasas dependientes de PQQ (PQQ-ADH). Las PQQ-ADH se pueden
encontrar tanto en el espacio periplasmatico como unidas a la membrana citoplasmica y

forman, junto con la cadena respiratoria el lamado “sistema alcohol oxidasa periplasmico”.
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Las PQQ-ADH se pueden clasificar en 3 grupos (Toyama, et al. 2004):

e Las PQQ-ADH de tipo I: Contienen sélo un PQQ como grupo prostético. Poseen dos

subunidades y generalmente se encuentran solubilizadas en el periplasma. Las
principales ADH de tipo | han sido aisladas de Pseudomonas (Toyama, et al. 1995;
Vangnai, et al. 2002; Gorisch y Rupp, 1989) y Stenotrophomonas (Tachibana, et al.
2003).

e Las PQQ-ADH de tipo Il: Son enzimas solubles, contienen ademas del PQQ un hemo
tipo c. Poseen una sola subunidad y se encuentran principalmente en

Pseudomonas (Toyama, et al. 1995; Vangnai y Arp. 2001; Shimao, et al. 1986),
Ralstonia (Zarnt, et al. 2001) y Comamonas (Groen, et al. 1986).

e Las PQQ-ADH de tipo lll: Son enzimas de membrana y son especificas de bacterias

acido acéticas. Poseen una subunidad | (de 72-80 kDa) con el PQQy un hemo cy una
subunidad Il (de 45 a 55 kDa) con tres hemos c. Adicionalmente pueden tener una

subunidad Il (de 8 a 16 kDa).

Las bacterias acido acéticas, como se menciond anteriormente, se caracterizan por la
oxidacion parcial de alcoholes a sus acidos correspondientes (especificamente de etanol a
acido acético). Dicha oxidacién se da por medio de la enzima de membrana alcohol
deshidrogenasa (PQQ-ADH de tipo lll), que oxida el etanol al acetaldehido por medio de
una eliminacion de 2e'y 2H* (Ec. 2), y la enzima aldehido deshidrogenasa (PQQ-ALDH), que
oxida el acetaldehido al 4cido acético por medio de una elminacién de 2e'y 2H* (Ec. 3). Por
otro lado, dentro del citoplasma se puede llevar a cabo una oxidacién completa de etanol
por medio de enzimas dependientes de NAD(P)* donde el acido acético producido es
utilizado por la acetil CoA sintetasa para ingresar al ciclo de los acidos tricarboxilicos (fig.
1.2) (Matsushita et al. 2004; Mamlouk y Gullo. 2013). Se ha probado en mutantes de
especies Acetobacter que carecen de la ADH de membrana que la expresién de las enzimas
dependientes de NAD(P)* ADH y ALDH se ve incrementada en presencia de etanol pero sin
observar produccion de acido acético (Cinnawirotpisan, et al. 2003a; Cinnawirotpisan, et al.
2003b). Lo anterior sirve para comprobar que la funcién de las deshidrogenasas

citoplasmicas es Unicamente utilizar el etanol como fuente de carbono.
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CH;CH,0H =———= CH,CHO + 2H" + 2¢" (ADH) (Ec. 2)

CH;CHO ~——= CH;COOH +2H" +2¢ (ALDH) (Ec. 3)

Figura 1.2. Oxidacidn de alcoholes en las bacterias 4cido acéticas. Las proteinas de membrana
alcohol deshidrogenasa (PQQ-ADH) y la aldehido deshidrogenasa (PQQ-ALDH) funcionan como las
primeras deshidrogenasas en la fermentacién oxidativa de etanol. Las proteinas dependientes de
NAD, alcohol deshidrogenasa (NAD-ADH) y aldehido deshidrogenasa (NAD-ALDH), se encuentran en
el citoplasma y funcionan para el empleo de etanol como fuente de carbono. (Matsushita, et al.

2004).

Se han aislado PQQ-ADHs de tipo Il de distintos géneros de bacterias acido acéticas
Acetobacter, Gluconacetobacter, Gluconobacter, Komagataeibacter y Acidomonas (tabla

1.1) (Yakushi y Matsushita, 2010). Estan formadas por 3 subunidades excepto por las ADHs
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de los géneros Gluconacetobacter y Komagataeibacter que Unicamente tienen dos

subunidades.

Tabla 1.1. Masas moleculares de las subunidades PQQ-ADHs de diversas especies de bacterias acido

acéticas (Yakushiy Matsushita, 2010).

Masas moleculares de las subunidades (kDa)

Especie | " "

A. lovaniensis 72 50 15

A. pasteurianus 72 44 20
Ga. diazotrophicus 71 44 -
K. europaeus 72 45 -

K. intermedius 72 45 -
K. xylinus 71 44 -

G. oxydans 85 49 14
Aci. methanolica 80 54 8

La subunidad | de las ADH es la mas grande (72-80 kDa) y contiene un hemo c y un grupo
PQQ. En ella se encuentra el sitio catalitico para la oxidacion de etanol. La subunidad Il pesa
alrededor de 50 kDa y contiene 3 hemos tipo ¢ y en ocasiones una quinona fuertemente
unida a la proteina (Matsushita, et al. 2008). La tercera subunidad es la mas pequefia (20
kDa) y su funcién es ayudar a mantener asociadas a las subunidades | y Il con la membrana
ademads de contribuir a la correcta conformacidn de la ADH para la correcta transferencia

de electrones. (Yakushi y Matsushita, 2010; Kondo y Horinouchi. 1997)

Las bacterias acido acéticas poseen, ademas, una forma inactiva de la ADH con la misma
composicion de subunidades pero con 10 veces menos actividad de oxidoreductasa para
Qi. Sin embargo posee mayor actividad oxidoreductasa para UQH:ferricianuro por lo que
se piensa que la forma inactiva de la ADH tiene un papel importante en la regulacién de los
niveles redox de UQ/UQH; en la membrana contribuyendo asi a la funcionalidad de la
bacteria en medios acidos y en condiciones de aereacién alta (Yakushi y Matsushita. 2010).

Se ha reportado ademas una ADH inactiva de Gluconacetobacter diazotrophicus donde se
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observaban cambios significativos en los potenciales redox de los grupos prostéticos

ademas de que se purifica en estado oxidado (Gémez-Manzo et al. 2012).

1.4 Alcohol deshidrogenasa de Ga. diazotrophicus

La proteina PQQ-ADH de Ga. diazotrophicus fue aislada y estudiada por los grupos de
Escamilla y Sosa-Torres (Gdmez-Manzo, et al. 2012; Gémez-Manzo. 2007; Gémez-Manzo, et al.
2008; Gémez-Manzo, et al. 2010) encontrando que tiene una masa molecular de 115 kDa y que
estd formada por dos subunidades: SUI y SUIl de 71.4 y 43.5 kDa respectivamente. Por
medio de estudios de espectroscopia UV-Vis se identificaron los grupos prostéticos PQQ*
(con bandas en 317 y 350 nm) y hemo c reducidos (con la banda Soret en 417 y las bandas

aypBen523y552nm).

A pesar de que la especificidad de sustrato de las ADH de tipo lll es restringida y pueden
oxidar alcoholes primarios (C,-Cs) pero no metanol, alcoholes secundarios ni aldehidos, la
ADH de Ga. diazotrophicus puede oxidar acetaldehido, glutaraldehido y propionaldehido
siendo el primero casi tan buen sustrato como el etanol. Las Ket/Kvm para etanol y

acetaldehido son 3.6x10®% M y 2.5x10”7 M respectivamente (Gdmez-Manzo. 2007).

Estudios de pH con distintos aceptores de electrones indican un maximo de actividad en pH
= 6. Dicha respuesta depende Unicamente de las propiedades de la enzima contrario a lo
reportado para otras ADH de membrana que dependen del donador y receptor de

electrones.

Adicionalmente se realizaron estudios de EPR para observar el radical de la semiquinona de
PQQ* a 77 K (Figura 1.3A) observando una sefal en g = 2.0034. Al realizar los estudios de
EPR a 20 K se observd un patrdn de resonancia para un cumulo [2Fe-2S]* tipo ferredoxina
con valores de gy, = 2.007, 1.941 y 1.920 (Figura 1.3B). Dichas sefiales indican, al igual que
el espectro electrdnico, que la proteina se aisla con sus cofactores en estado reducido. Por
medio de espectroscopia de absorcidn atémica se determind el hierro total encontrando 6
Fe y un Ca por heterodimero de ADH, lo que es consistente con la presencia de cuatro

hemos tipo ¢ y un cimulo [2Fe-2S] (Gomez-Manzo et al. 2010).
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Se determinaron también los potenciales de reduccién de los hemos tipo ¢ por medio de
una titulacién espectro-electroquimica (UV-Vis - electroquimica) siguiendo el cambio de la
banda a en 553 nm (Figura 1.4). Para la determinacién de los potenciales del PQQ y de la
ferredoxina se realiz6 mediante una titulacién espectro-electroquimica (EPR -

electroquimica) (Figura 1.5).

Figura 1.3. Espectros de EPR de la PQQ-ADH de Ga. diazotrophicus recién purificada. A) Espectro en
banda X del radical de semiquinona de PQQ* a una frecuencia de 9.393268 GHz a una potencia de
0.20 mW a 77 K. B) Espectro de EPR en banda X del cimulo [2Fe- 2S]* en la PQQ-ADH de Ga.
diazotrophicus a una frecuencia de 9.342559 GHz a una potencia de 2.00 mW a 20 K a) espectro
experimental y b) linea sélida azul espectro simulado; linea punteada azul: semiquinona de PQQ°;

linea discontinua rosa: cimulo [2Fe-2S]* (Gédmez-Manzo, et al. 2010).
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Figura 1.4. Titulacidon espectro-electroquimica de los hemos tipo ¢ de la PQQ-ADH de Ga.
diazotrophicus. Se realiz6 con una muestra a una concentracién de 15 mg/mL en buffer de fosfatos

50 mM, 0.1 % v/v de Tritdn X-100 y pH = 6.0. (Gomez-Manzo, et al. 2010).

Con los potenciales encontrados, resumidos en la tabla 1.3, se asignaron los grupos PQQ,
[2Fe-2S], y un hemo tipo c (cl) en la SUIl y tres hemos tipo ¢ (cll1, clly, clls) en la SUII. Se
propuso ademas, un mecanismo hipotético para la transferencia electrénica intra e

intermolecular en el heterodimero de la PQQ-ADH de membrana de Ga. diazotrophicus

(Figura 1.6).
11
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Figura 1.5. Titulacion espectro-electroquimica por EPR de A) el cimulo de ferredoxina [2Fe-2S]* a
20 K y B) la semiquinona de PQQ*® a 77 K. La titulacion se llevé a cabo con una muestra a una

concentracién de 32 mg/mL en soluciéon amortiguadora de fosfatos 50 mM, 0.1 % v/v de Triton X-
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100 y pH = 6.0 (Gémez-Manzo, et al. 2010). La oxidacion de la PQQ-ADH se llevd a cabo por medio
de una mezcla de quinonas: antraquinona-2-sulfonato (-225 mv), 2-hidroxi-1,4-naftoquinona (-145
mV), menadiona (0 mV), duroquinona (+50 mV), 1,4-naftoquinona (+69 mV), fenazinmetosulfato
(+80 mV), 1,2-naftoquinona (+134 mV) y 1,4-benzoquinona (+285 mV). Los valores de potencial

fueron ajustados con Ks;[Fe(CN)s] y ditionita de sodio.

Tabla 1.3. Potenciales determinados por medio de titulaciones espectro-electroquimicas para los

grupos prostéticos de la PQQ-ADH de G. diazotrophicus (Gémez-Manzo, et al. 2010).

Potenciales redox vs ENH a pH =6

(mv)
PQQ -240 (£5) / -180 (5)
[2Fe-2S]*/%* -250 (+5)
cl -64 (15)
cllz -8 (£5)
cll +185 (£5)
cll3 +210 (£5)

Figura 1.6. Mecanismo propuesto para la transferencia de electrones para la oxidacion de etanol a
través de los cofactores de la PQQ-ADH de Ga. diazotrophicus. EI PQQ, el cimulo [2Fe-2S] y el hemo
cl, se asignan a la primera subunidad (SUI), los hemos cll;, cll, y clls se asignan a la segunda subunidad

(SUll) (Gédmez-Manzo, et al. 2010).
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Finalmente, en un estudio reciente, se encontré que la PQQ-ADH puede llevar a cabo la
oxidacién de etanol a acetaldehido y posteriormente llevar a cabo una segunda oxidacion
del acetaldehido al 4cido acético sin liberar en ningin momento el acetaldehido al medio

(Gomez-Manzo, et al. 2015).

1.5 Propiedades magnéticas de los cofactores presentes en la PQQ-ADH de Ga.

diazotrophicus

1.5.1 Pirroloquinolina Quinona PQQ

Es importante recordar brevemente las propiedades magnéticas de los cofactores. En el
caso del PQQ se tienen tres posibles estados. Uno donde se encuentra totalmente oxidado
(PQQ), uno donde se encuentra reducido Unicamente por un electrén y es el caso en el que
existe un radical libre sobre el PQQ (PQQH®) y otro donde se encuentra reducido por dos

electrones (PQQH:) (Ec. 4).

+le” PQQH. +le”

P
QQ +1H" +1H"

PQQH, (Ec. 4)
En el caso de la PQQ-ADH se aisla en el estado de semiquinona (PQQH*®) teniendo el sistema

un electrén desapareado (radical libre) con un espin electrénico total, S = 1/2.

1.5.2 Cimulo [2Fe-2S]

Para el cumulo [2Fe-2S] las propiedades magnéticas estdn dadas por los estados de
oxidaciéon de los atomos de hierro. Debido a la geometria tetraédrica de los atomos de
hierro, éstos se encuentran en un estado de alto espin. Cuando el cimulo se encuentra
completamente oxidado, (con los dos atomos de hierro en estado de oxidacidon Fe(lll)), cada
uno de los hierros posee un espin total de S = 5/2. Debido al acoplamiento
antiferromagnético entre los Fe(lll) (Liu, et al. 2014), el espin total del cimulo resulta de

S =0 (Figura 1.7).
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Figura 1.7 Estructura, desdoblamiento de los orbitales d en un campo tetraédrico, de los dtomos de

hierro y estados de espin para un cimulo [2Fe-2S] en estado oxidado (Liu, et al. 2014)

Por otro lado, cuando el cimulo se encuentra en estado reducido (con un Fe(ll) y un Fe(lll))
entonces, uno de los dos hierros cambia su espin total, S = 4/2 vy, debido al acoplamiento

antiferromagnético, el espin total es de 1/2 (Figura 1.8).

Figura 1.8 Estructura, desdoblamiento de los orbitales d en un campo tetraédrico de los dtomos de

hierro y estados de espin para un cimulo [2Fe-2S] en estado reducido (Liu, et al. 2014).
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1.5.3 Hemos tipo ¢

En el caso de los hemos, las propiedades magnéticas también estan dadas por los atomos
de hierro. Estos se encuentran en una geometria octaédrica, la cual puede tener una
configuracion de alto espin o bajo espin, dependiendo de los ligantes a los que se encuentre
unido. En el caso de la PQQ-ADH de Ga. diazotrophicus, que se aisla siempre en estado
reducido, los hemos poseen un dtomo de Fe(ll) el cual tiene una configuracion electrénica
de valencia de d®°. Cuando se encuentra en configuracién de bajo espin, todos los electrones
se encuentran apareados por lo que el espin total es S = 0. Por otro lado, si se encuentra en
estado de alto espin, se encuentran dos electrones apareados y cuatro desapareados

teniendo un espin total, S = 2 (Figura 1.9).

Figura 1.9 Estructura y desdoblamiento de los orbitales d en un campo octaédrico de los dtomos de

hierro y estados de espin para un hemo en estado reducido.

Cuando los hemos se encuentran oxidados, éstos poseen un atomo de Fe(lll) con cinco
electrones desapareados en los orbitales d. En este caso existen dos posibilidades: En un
estado de bajo espin, Unicamente existe un electrén desapareado dando asi un espin total,
S = 1/2. Mientras que en estado de alto espin los cinco electrones se encuentran

desapareados resultando en un espin total, S = 5/2 (Figura 1.10).
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Figura 1.10 Estructura, desdoblamiento de los orbitales d en un campo octaédrico, de los atomos

de hierro y estados de espin para un hemo en estado oxidado.

1.6 Resonancia Paramagnética Electrdnica

1.6.1 Fundamentos tedricos

La resonancia paramagnética electrénica, RPE (también conocida como EPR por sus siglas
en inglés), es una técnica espectroscépica que permite conocer ciertas propiedades de
centros paramagnéticos, asi como el ambiente en que se encuentran, por medio de su
interaccion con un campo magnético aplicado (Palmer. 2000). Dicho paramagnetismo surge
de los electrones desapareados presentes en la muestra y por ello, cualquier sustancia con

electrones desapareados, puede ser estudiada por medio de EPR.

La espectroscopia de EPR es muy parecida, en concepto, a la técnica de Resonancia
Magnética Nuclea (RMN) vy, al igual que ésta, involucra la interaccién de radiacién
electromagnética con momentos magnéticos. En el caso de la RMN, con momentos
magnéticos nucleares mientras que en el EPR, el momento magnético pertenece a los

electrones (Rudolf. 2004).

El espectrémetro convencional consiste en una cavidad, sometida a un campo magnético,
en la que se coloca la muestra, la cual resuena a una frecuencia de microondas
determinada. Esto lleva a un realce del campo de microondas y por tanto a un aumento en
la sensibilidad. Sin embargo impide la adquisicion del espectro de la manera convencional

(absorbancia en funcién de la frecuencia) por lo que se aplica un barrido de campo
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magnético By por medio de un electroimdn (Cammack y Cooper. 1993). Bajo tales
circunstancias, la energia necesaria para la absorcién por un electrén desapareado esta

dada por (Solano-Peralta, 2007):
E = —u,- B, (Ec. 5)

Donde Bo es el campo magnético aplicadoy i, el momento magnético del electrdn, definido

como:

te = —9gBS (Ec. 6)

Donde B es el magnetén de Bohr ( 8 = (e/2m)(h/2m) = 9.27x10724JT~1), ge es el factor
espectroscépico de desdoblamiento ( g, = 2.0023) y S es el espin total asociado al

electrén (S =1/2).
Asi es posible sustituir la Ec. 2 en la Ec. 1:
E =gpS- B, (Ec. 7)

Donde el producto punto estaria definido por la componente de S en la direccién del campo

B, Ms, multiplicado por la magnitud del campo Bo.
E = gfMgB, (Ec. 8)

Para el caso del electrén con S =7, el valor de Ms puede tomar los valores +% y -%. Por lo
tanto, bajo un campo magnético, el electron puede estabilizarse (Ms = -%) o
desestabilizarse (Ms = +%5) y la magnitud de este efecto varia linealmente con respecto a la
intensidad de Bo. Esta interaccion es conocida como Efecto Zeeman electrénico (Solano-

Peralta, 2007; Palmer, 2000).

En la figura 1.11 (Rudolf, 2004) se ilustra el Efecto Zeeman electrénico como funcién de un
campo magnético aplicado. De acuerdo a la ley de distribucién de Boltzman, cabe esperar
que exista un ligero exceso en la poblacién del estado mds estable (Ms = -%), lo que permite

la absorcidn de energia de acuerdo a la condicidn de resonancia:

AE = hv = gBB, (Ec.9)
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Es decir, que una transicién es observada, cuando el campo magnético separa los niveles de
energia a una magnitud igual a la de la energia de la radiacién aplicada. Por lo tanto, al
medir los valores de vy de B, es posible conocer el valor de g, el cual nos dard informacion

acerca del electréon que absorbid energia.

Figura 1.11 Esquema del efecto Zeeman electrénico como funcién del campo magnético aplicado,
Bo, mostrando la absorcién de EPR. E .12 ¥ E .1/> representan las energias de los estados Ms = +% y

Ms = -% respectivamente. S es el magnetdn de Bohry g es el factor g.

Cuando se cumple la condicién de resonancia, la energia de las ondas de microondas iguala
a la separacién energética entre los dos estados Ms, puede ocurrir una absorcion de dicha
energia siempre y cuando el AMs sea igual a +1 (Palmer, 2000). A esto se le conoce como
la regla de seleccién de las transiciones en EPR. Dicha absorcion puede representarse
graficando la intensidad de la absorcion vs. el campo aplicado (Figura 1.12 A y C). Sin
embargo, si la curva de absorcién es ancha es mas facil discernir las caracteristicas de la
curva si se grafica la derivada de la intensidad de la absorcién (Figura 1.12 B y D) (Drago.

1992).
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Figura 1.12 Comparacién de la representacién de los espectros como absorcién (A y B) y como
derivadas de la absorcién (C y D). En D, se puede observar como al representar la derivada de la

absorcién se pueden discernir mas facil los detalles de la curva.

Hasta el momento hemos considerado Unicamente el caso mas simple del electrén libre.
Sin embargo, el ambiente en que se encuentra un electrén influye fuertemente en éste,

causando anisotropia, lo que provoca un cambio en el valor de g.

Una primera consideracién es la anisotropia que existe en el valor de g, es decir, que dicho
valor es dependiente de la orientacion de los ejes magnéticos de la molécula con respecto
al campo magnético (Solano-Peralta, 2007). En muchos casos, una muestra se compone de
materiales policristalinos, es decir pequenos cristales orientados al azar en el espacio. El
espectro resultante de EPR en polvos es el resultado de todas las orientaciones posibles de
la especie paramagnética con respecto al campo magnético. El perfil del espectro esta
determinado por varios pardmetros, entre ellos la simetria del tensor-g, el valor de sus

componentes (gxgy,9g:), asi como la forma y el ancho de la curva de resonancia. Con
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respecto a la simetria del tensor-g se pueden identificar tres casos: isotrépica, axial y

rombica (Figura 1.13) (Rudolf, 2004; Palmer, 2000).

Figura 1.13 Representacion esquematica de los tres posibles casos de simetria del tensor-g. Las
columnas a-d, muestran cada uno de los casos con su nombre, el patrén asociado a cada uno (tanto
numérica como graficamente), y el perfil esperado para la representacion de la absorcion y de su

derivada (Rudolf, 2004; Palmer, 2000).

Otra contribucién importante se da al considerar que cuando un electrén estd en un ion o
atomo, posee un momento angular orbital (L) ademas del momento de espin (S). Estos dos
momentos pueden acoplarse entre si para dar un momento angular total J (Figura 1.14).
Esto se conoce como el acoplamiento espin-orbita. Estos acoplamientos espin-orbita son
propiamente los responsables del cambio en el valor del factor-g por lo que éste sera una
propiedad caracteristica de cada especie paramagnética (Solano-Peralta, 2007; Cruz-

Valverde y Garritz-Ruiz, 1991).
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Figura 1.14 Representacion esquematica de los momentos angulares de espin (S) y orbital (L) y la
resultante del acoplamiento espin-orbita (/). Se muestran también las proyecciones en el eje Z del
momento angular de espin (Ms), momento angular orbital (M,) y la resultante del acoplamiento

espin orbita (M) (Cruz-Valverde y Garritz-Ruiz, 1991).

Otras interacciones que pueden afectar la energia de los niveles electrdnicos es cuando el
electréon interactia con el nucleo del centro paramagnético cuando éste tiene un espin
nuclear (I) diferente de 0, o bien cuando el electrén interacttia con el nucleo de atomos
vecinos (por ejemplo de los ligantes en compuestos de coordinacidn). A estas interacciones
se les conoce como interaccion hiperfina y superhiperfina respectivamente. Es decir, que
dado que el ndcleo posee un espin (I) y una carga, tiene un momento magnético nuclear

(4tn) definido como

Un = —GnPnl (Ec. 10)

Donde g» es el factor-g nuclear y £, el magnetdon nuclear. Notese la semejanza de la
ecuacién 10 con la ecuacidn 6. Bajo un campo magnético, el nucleo puede adoptar 2I +1
orientaciones, de acuerdo a los valores permitidos para m, (efecto Zeeman nuclear). Este
momento magnético del nucleo es una fuente de un campo magnético (Bxe) que se puede
sumar al campo magnético aplicado (Bo) para dar un momento magnético Bg tal que cumpla

la condiciéon de resonancia (Figura 1.15).
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hv = gBBy (Ec. 11)
BR = BO + BHF (EC 12)

Debido al efecto Zeeman nuclear, y dado que el nucleo puede adoptar 2I +1 orientaciones,
las interacciones hiperfinas causan un desdoblamiento de la sefial en EPR en 2nl +1 lineas
donde n es el numero de nucleos con espin nuclear I# 0 (Solano-Peralta, 2007; Palmer,

2000) (Figura 1.15).

Figura 1.15 Representacion esquemadtica de la interaccidén hiperfina. A) Al alinearse el campo
magnético del nucleo, debido al momento nuclear (), con el campo magnético aplicado (Bo) se
produce un campo magnético total (Bgr). B) Comportamiento de los niveles de energia para los
estados Ms = % antes (linea punteada) y después (linea continua) de interactuar con un nucleo
con I =%. La interaccidn hiperfina, que provoca un desdoblamiento de las sefiales en 2nl +1 (Eaton,

et al. 2010; Palmer, 2000).
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Cuando una especie paramagnética tiene un espin total mayor a % (es decir, con mas de un
electrén desapareado), un electrén puede sentir un campo eléctrico generado por los otros
electrones desapareados. Esto provoca que, aun en ausencia de un campo magnético
externo, exista una diferencia de energia entre diferentes estados de espin en la especie
paramagnética. A esta diferencia de niveles se le conoce como desdoblamiento de campo

cero o interaccién espin-espin.

Finalmente conviene hablar acerca de las frecuencias necesarias para llevar a cabo la
resonancia. Estas se encuentran en la regién de las microondas. La mayoria de los equipos
opera a una frecuencia de aproximadamente 9.5 GHz (Banda X). Sin embargo, en muchas
ocasiones se realizan experimentos a otras frecuencias. Cuando se realizan espectros a
bajas frecuencias (por ejemplo 3 GHz o banda S) se mejora la resolucién de la estructura
hiperfina. A altas frecuencias (por ejemplo 35 GHz o banda Q) se aumenta la resolucién de
la anisotropia en el factor-g. Esto es debido a que la anisotropia es dependiente del campo
mientras que las interacciones hiperfinas no lo son (Palmer, 2000). En la tabla 1.4 se

muestran las distintas frecuencias usadas en EPR.

Tabla 1.4 Frecuencias usadas en la Resonancia Paramagnética Electrdnica (Solano-Peralta, 2007).

Banda Intervalo Frecuencia Campo central*
(GHz) (GHz) (Gauss)
L 0.39-1.55 1.5 540
S 1.55-3.90 3.0 1100
C 3.90-6.20 6.0 2200
X 6.20-10.9 9.5 3400
K 10.9-32 23 8200
Q 32-46 35.4 13000
\' 45 -56 50 18000
w 75-110 95 34000
D 110-130 120 46500

*Campo central: Campo magnético en el cual aparece una sefal con g = 2.00

Debido a la alta sensibilidad de la técnica de EPR, a que los diferentes centros

paramagnéticos pueden diferenciarse por sus pardmetros espectroscopicos (valores de g)
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y a la selectividad de la técnica (los centros diamagnéticos no afectan los centros
paramagnéticos), se ha utilizado ampliamente en la caracterizacién y estudio de cofactores

paramagnético en las proteinas (Cammack, et al. 1985).

1.6.2 EPR de proteinas hierro-azufre

Los cumulos de Fe-S se encuentran entre los primeros catalizadores que existieron en la
naturaleza. Las proteinas de Fe-S se encuentran en practicamente todos los seres vivos y
juegan un papel importante en procesos cruciales como la respiracion o la fotosintesis.
Fueron descubiertas por primera vez en la década de los 60 (Beinert y Sands. 1960) al
observar en estudios de EPR una seiial en g = 1.9 que no se habia observado anteriormente
para ninguna metaloproteina. Los cimulos de Fe-S se pueden clasificar en: Rubredoxinas
([Fe-S]), Ferredoxinas (cumulos [2Fe-2S], [3Fe-4S] y [4Fe-4S] de bajo potencial), Rieske
(cumulos [2Fe-2S] de alto potencial) y HiPIPs (proteinas hierro-azufre de alto potencial [4Fe-

4S]) (Liu, et al. 2014; Crichton. 2012).

Normalmente los espectros de metales de transicién deben realizarse a bajas temperaturas.
Las proteinas de hierro-azufre por ejemplo suelen observarse a temperaturas menores a
los 77 K. Una caracteristica de suma importancia es que la forma del espectro de EPR de los
cimulos de hierro-azufre depende de la estructura de éste, lo que ha permitido la
caracterizacién del tipo de cumulo que se estudia, aun cuando no se cuente con una
estructura tridimensional de la proteina. En la figura 1.16 se muestran una serie de
espectros correspondientes a diferentes tipos de cimulos (Cammack, et al. 1985; Kroneck,

2004).
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Figura 1.16 Espectros de EPR de diferentes cimulos hierro-azufre. A) Clostridium pasteurianum. B)
Desulfovibrio gigas C) Bacillus stearothermophilus D) Chromatium vinosum HPIP E) Mastigocladus
laminosus. Todos los espectros fueron obtenidos entre 10 y 20 K (Cammack, et al. 1985; Kroneck,

2004).

1.6.3 EPR de proteinas multihemo
Se han realizado anteriormente diversos estudios de EPR con proteinas multihemo. El
espectro de EPR del hemo c nitrito reductasa de Wolinella succinogenes presenta, por

ejemplo, dos sefales rdmbicas, una con valores de g = 2.98, 2.32 y 1.50 y otra con valores
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de g = 2.50, 2.15 y 1.45 las cuales son asignadas a hemos con un hierro (lll) de bajo espin
(Rudolf, 2004). De manera similar, en el espectro de EPR del hemo c3 de Desulfovibrio
desulfuricans (Figura 1.17) se observa una sefial rémbica con valores de g = 2.95, 2.29, 1.54
y 1.43 que resulta también consistente para hemos de bajo espin. En el caso del hemo ¢; se
observa ademas, una seial en 3.29 (Einsle, et al. 2001). Valores de g muy similares (g = 2.93,
2.26 y 1.51; g = 3.05, 2.24 y 1.34; g = 3.41) se observan en el caso del hemo c; de

Desulfovibrio baculatus (Moura et al. 1988).

Figura 1.17 A) Espectro del hemo ¢3 de Desulfovibrio desulfuricans en estado oxidado (recién
purificada) B) espectro simulado. Espectro realizado a una temperatura de 10 K, una frecuencia de

9.629 GHz y una potencia de 2 mW (Moura, et al. 1988).

En un estudio realizado con la proteina hexahemo nitrito reductasa de Desulfovibrio
desulfuricans (Figura 1.18) fue posible observar, en distintos estados de oxidacion de la
proteina, los distintos hemos encontrando sefales caracteristicas de Fe(lll) de bajo espin (g
=2.96,2.28 y 1.50; g = 3.2, 2.14; g = 4.8) ademas de una sefal correspondiente a un Fe(lll)
de alto espin (g = 6.30, 5.36 y 1.99) (Costa et al. 1990).
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Figura 1.18 Espectro de EPR de la proteina nitrito reductasa de D. desulfuricans. A) Proteina recién
purificada. B) Proteina a un potencial de -120 mV, se pueden apreciar la sefial para un hierro de alto
espin con g = 6.30, 5.36 y 1.99. Espectros realizados a una frecuencia de 9.43 GHz, potencia de 2

mW y una temperatura de 9.5 K (Adaptado de Costa, et al. 1990).
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2. Objetivos

2.1 Objetivo general

Determinar la estructura y propiedades magnéticas de los cofactores presentes en la
proteina de membrana dependiente de PQQ (PQQ-ADH) de Gluconacetobacter
diazotrophicus de manera que ayuden a explicar la estabilidad de la proteina en estado

reducido.

2.2 Objetivos particulares

Optimizar las condiciones de cultivo de la bacteria Ga. diazotrophicus para la expresion de
la metaloproteina PQQ-ADH

Optimizar el proceso de purificacidon de la metaloproteina PQQ-ADH.

Determinar las propiedades magnéticas de los cofactores presentes en la PQQ-ADH por
medio de espectroscopia de EPR.

Determinar la estructura tridimensional de la metaloproteina PQQ-ADH por medio de:

a) Crecimiento de cristales de la PQQ-ADH que sean adecuados para su difraccion
de rayos X y posterior resolucion de la estructura tridimensional de la proteina.
b) Un estudio preliminar in silico de la estructura de la subunidad | (SUI) empleando
datos de difraccidon de rayos X de una proteina similar realizando un analisis de
la secuencia de aminodcidos que permita identificar los sitios de unién de los

cofactores PQQ, [2Fe-2S] y hemos tipo c.
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3. Parte Experimental
3.1 Condiciones de cultivo

3.1.1 Crecimiento en laboratorio en matraces Fernbach de 1.5 L
Para el crecimiento de la bacteria Ga. diazotrophicus, se partié de un liofilizado de la cepa
PALS y se cultivd en un medio LGIP sdélido. Posteriormente se realizé un preinéculo de la
bacteria en 100 mL con medio LGIP enriquecido con (NH4)2504 (20 mM). Luego de 24 horas
se inoculd 1.5 L de medio LGIP con sacarosa al 5 % m/v y enriquecido con (NH4);SOa.
Después de 36 horas se adiciond alcohol etilico al 0.5 % v/v para la sobreexpresion de las
enzimas del sistema de oxidacidn de alcoholes. A las 48 horas de crecimiento las células se

recuperaron por centrifugacién a 8,800 x g.

3.1.2 Crecimiento en biofermentador de 350 L
En gran escala se obtuvieron las células por medio de un fermentador con 350 L de medio
LGIP con sacarosa al 5 % m/v y enriquecido con (NH4)2504 (20 mM) inoculado con 20 L de
cultivo en el mismo medio. A las 39 hrs. se adiciond etanol (0.5 % v/v) para la expresién de
la enzima de interés. Luego de 50 hrs de crecimiento se recuperaron las células por medio
de una centrifuga tubular a 13,000 x g. Durante el crecimiento de la bacteria se controlé el
valor de pH a un valor de pH = 6 1. El cultivo de la bacteria se llevd a cabo en la Unidad de
Escalamiento y Planta Piloto (UEPP) del Instituto de Biotecnologia de la UNAM en la ciudad

de Cuernavaca, Morelos.

3.2 Obtencion de membranas

Las células fueron resuspendidas en solucién amortiguadora de PCM ((PO4*>) 30 mM a pH =
6.0; MgCl,.6H,0 30 mM y CaCl,.2H,0 30 mM) a una temperatura de 4 °Cy posteriormente
fueron sonicadas para romperlas usando desoxirribonucleasas de bovino y fluoruro de
fenilmetilsulfonilo (PMS) como inhibidor de proteasas. Las membranas fueron obtenidas
por centrifugacién a 178,800 x g por 60 min. La fraccion membranal fue resuspendida en

solucién amortiguadora de fosfatos 0.01M, pH 6.0 con Tritén X-100 al 0.7 % v/v.
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Finalmente la suspension membranal se incubd a 4 °C por 24 hrs y se centrifugé a 178,800
x g durante 1 hora obteniendo un sobrenadante de color rojo. La obtencién de las

membranas se llevé a cabo en el conjunto E de la Facultad de Quimica de la UNAM.

3.3 Purificacion por cromatografia

La purificacion de la proteina PQQ-ADH se hizo por medio de cromatografia empleando
columnas de intercambio anidnico, de hidroxiapatita y de exclusién molecular. Todas las
columnas fueron equilibradas con una soluciéon amortiguadora de fosfatos 10 mM a pH =6

con Tritén X-100 al 0.1 % v/v

3.3.1 Columna QAE
Se utilizé una resina de intercambio aniénico fuerte QAE Toyopearl QAE-550C. La proteina
de interés fue lavada con solucién amortiguadora de fosfatos 10 mM a pH = 6 con Tritdn X-

100 al 0.1 % v/v. El resto de las proteinas fueron eluidas con una solucién 250 mM de NaCl.

3.3.2 Columna DEAE
Se utilizd una resina de intercambio anidnico débil DEAE Toyopearl DEAE-650M. La proteina
de interés fue lavada con solucién amortiguadora de fosfatos 10 mM a pH = 6 con Tritdn X-

100 al 0.1 % v/v. El resto de las proteinas fueron eluidas con una solucién 250 mM de NaCl.

3.3.3 Columna Ha
Su utilizé una resina de hidroxiapatita HA-Ultrogel de Sigma-Aldrich. Para la elucidn de las
proteinas se empled una solucion amortiguadora de fosfatos a pH = 6 con Tritén X-100 al

0.1 % v/v utilizando un gradiente lineal de 10 a 250 mM de fosfatos.

3.3.4 Columna S-100
Su utilizé una resina de exclusion molecular Sephacryl S100-HR. La proteina fue eluida con

solucion amortiguadora de fosfatos 10 mM a pH = 6 con Tritén X-100 al 0.1 % v/v.
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3.4 Caracterizacion molecular

3.4.1 Electroforesis desnaturalizante (SDS-PAGE)
La electroforesis desnaturalizante SDS-PAGE se realizé con un gel de corrida de acrilamida
al 7 % m/v y un gel concentrador de acrilamida al 5 % m/v. La muestra de proteina fue
diluida en una mezcla de digestidn con SDS 5 % m/v; B-mercaptoetanol 3 % v/v; glicerol 15
% v/v y TRIS-HCI 125 mM, pH = 6.8. La digestidn se llevd a cabo durante tres minutos a
ebullicién. Se utilizé una solucién amortiguadora de corrida con SDS. El gel fue tefiido con

azul de Comassie al 0.1 % m/v.

3.5 Ensayos enzimaticos

3.5.1 Cuantificacion de proteina por el método de Lowry
La cantidad de proteina fue determinada por el método de Lowry empleando como

estandar albumina bovina.

3.5.2 Cuantificacion de la actividad enzimatica de alcohol deshidrogenasa
Para las pruebas de actividad se realizaron por el método de ferricianuro de potasio de
acuerdo a Gémez-Manzo, 2007. Se utilizé una solucidon amortiguadora de Mcllvaine pH =6
(K2HPO4 126 mM vy acido citrico 37 mM) con K3[Fe(CN)s] 0.1 M como aceptor de electrones
y etanol 20 mM ajustando a 1 mL. La reaccién se inicid por adicién de 0.03 mg de proteina
y se incubé durante 20 min. Para detener la reaccion se adicionaron 0.5 mL de reactivo de
Dupanol (SDS 0.3 % m/v, de Fe2(S04)s3 0.5 % m/v y H3PO4 8 % m/v. Finalmente se ajusto el
volumen a 5 mLy se determind la absorbancia. La actividad esta definida como la oxidacién
de 1 umol de etanol por minuto. Dicha oxidacion se siguié por medio del cambio en la
absorbancia a 680 nm. Cada incremento en 0.02 equivale a 1 umol de etanol oxidado

(Gémez-Manzo, 2007; Adachi, et al. 1978).
3.6 Caracterizacion espectroscépica.

3.6.1 Espectroscopia electrdonica
Todos los espectros de UV-Vis se obtuvieron en un espectrofotometro Agilent 8453 con

arreglo de diodos de barrido rapido en celdas de cuarzo de 1 cm de paso Optico. Los
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espectros se realizaron a una concentracidon de proteina de 7 mg/mL en una solucién

amortiguadora de fosfatos pH = 5.8 con Tritén X-100 al 0.1 % v/v.

3.6.2 Espectroscopia de resonancia paramagnética electrdonica
Los espectros de EPR se obtuvieron en espectrémetro Bruker Elexys E500 en banda X (~ 9.4
GHz). El control de la temperatura a 10 K se realizé con un cridstato de flujo continuo de
helio liquido marca Oxford. Los experimentos se llevaron a cabo a concentraciones de
proteina de 10 - 21 mg/mL a una potencia P~ 2 mW. Los experimentos de EPR se realizaron
en el laboratorio de resonancia paramagnética electrénica de la Unidad de Servicios de

Apoyo a la Investigacién (USAI).
3.7 Analisis de secuencias de aminoacidos

El alineado de las secuencias de aminoacidos se llevé a cabo con ayuda del programa
DIALIGN 2.2.1 (Al Ait et al. 2013) utilizando las secuencias de aminodcidos reportadas por
Ferreira et al (Bertalan et al. 2009) para la PQQ-ADH de Ga. diazotrophicus.

3.8 Modelo de la estructura tridimensional de la SUI de PQQ-ADH

La prediccidén de la estructura terciaria de la subunidad | de la proteina PQQ-ADH de Ga.
diazotrophicus se llevé a cabo por medio de un modelo realizado con ayuda del programa
SWISS-MODEL (Biasini, et al. 2014; Arnold, et al. 2006; Kiefer, et al. 2009; Guex, et al.
2009) empleando como molde la estructura de la proteina PQQ-alcohol deshidrogenasa

de tipo Il de Pseudomonas putida encontrada en la base de datos PDB con la clave 1YIQ.

3.9 Determinacion del acoplamiento magnético

Los espectros de EPR para determinar el acoplamiento magnético entre el PQQ y el
cumulo [2Fe-2S] se obtuvieron a una frecuencia de 9.381409 GHz. El control de la
temperatura de 5 - 55 K se realizd con un cridéstato de flujo continuo de helio liquido. Los
experimentos se llevaron a cabo a una concentraciones de proteina 10 mg/mL a una
potencia P =2 mW en una solucién amortiguadora de fosfatos 10 mM, pH = 5.8 con Tritén
X-100 0.1 % v/v. Para determinar el acoplamiento magnético se midio la intensidad de la

sefal vs. temperatura. Los experimentos de EPR se realizaron en el laboratorio de
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resonancia paramagnética electrénica de la Unidad de Servicios de Apoyo a la

Investigacion (USAI).

3.10 Determinacion de los estados de espin de los hierros de los hemos en la PQQ-

ADH

Se obtuvieron los espectros de EPR de la PQQ-ADH de Ga. diazotrophicus con la proteina

oxidada por medio de tres métodos de oxidacién:

1) Se adicioné persulfato de amonio a la una solucién de PQQ-ADH.

2) De acuerdo a lo reportado por el grupo de Sosa-Torres (Gémez-Manzo, 2010), por
medio de una mezcla de quinonas: antraquinona-2-sulfonato(-225 mv), 2-hidroxi-
1,4-naftoquinona (-145 mV), menadiona (0 mV), duroquinona (+50 mV), 1,4-
naftoquinona (+69 mV), fenazinmetosulfato (+80 mV), 1,2-naftoquinona (+134 mV)
y 1,4-benzoquinona (+285 mV). Los valores de potencial fueron ajustados con
persulfato de amonio y ditionita. Cuando se alcanzaron los potenciales redox de -55
mV, +43 mV, +133 mV y +229 mV, se extrajo una alicuota de la muestra, la cual se
introdujo en un bafio de nitrégeno liquido y posteriormente fue analizada a 10 K por
EPR.

3) Se oxidé una muestra concentrada de PQQ-ADH con hidroperdxido de terbutilo y se
realizé el espectro de EPR. Dicha muestra fue almacenada a una temperatura de -70

°Cy se midié nuevamente el espectro de EPR una vez que la oxidacién fue total.

Los experimentos de EPR se realizaron en el laboratorio de resonancia paramagnética

electrénica de la Unidad de Servicios de Apoyo a la Investigacion (USAI).

3.11 Cristalizacion de la proteina PQQ-ADH

Para cristalizar la PQQ-ADH se empled la técnica de difusién de vapor por medio de los
métodos de a) gota sedente y b) gota colgante (Figura 3.1). En ambos casos, se adicionaron

500 uL de solucioén cristalizante al depdsito. La gota fue preparada con una mezcla 1:1 de
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solucidn cristalizante y solucion con proteina recién purificada. El tamafio de las gotas varié

de4 a6 pul.

Figura 3.1 Representacién de la técnica de cristalizacidon por difusién de vapor por medio de los

métodos de A) gota sedente y B) gota colgante.
Los cristales fueron difractados en el Laboratorio Nacional de Estructura de
Macromoléculas con sede en el Instituto de Quimica (LANEM-IQ). Se utilizd un

difractémetro de anodo rotatorio Micromax-007 con un detector de Rayos X Dectris Pilatus
3RT 200K-A.
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4. Resultados y discusion

4.1 Crecimiento de la bacteria Gluconacetobacter diazotrophicus

En la figura 4.1 se observa la curva de crecimiento reportada (Gémez-Manzo, 2007) para el
crecimiento de Ga. diazotrophicus (en biofermentador de 350 L) en medio LGIP con
sacarosa al 5 % m/v y adicionando etanol al 0.7 % v/v luego de 36 horas. Se observa que
conforme aumenta la densidad dptica en el medio, disminuye el pH y la concentracion de
oxigeno disuelto en el medio (lo que permite la expresién de la nitrogenasa a pesar de la
alta aereacion en el medio). Luego de la adicion de etanol se observa una disminucién en

la densidad dptica como respuesta al etanol adicionado al medio de cultivo.

Figura 4.1 Cinética de crecimiento reportada para Ga. diazotrophicus en biofermentador de 350 L
empleando un medio LGIP con sacarosa al 5 % m/v. A las 36 horas se adicioné etanol al 0.7 % v/v
como segunda fuente de carbono. (A)Crecimiento del cultivo: Aseonm. (V) Oxigeno disuelto en el

medio. (o) pH (Adaptado de Gdmez-Manzo, 2007)

Comparativamente, la figura 4.2 muestra la curva de crecimiento de Ga. diazotrophicus
(en biofermentador de 350 L) realizada para el presente trabajo. El medio de cultivo fue

un medio LGIP (descrito en la seccidn 3.1) con sacarosa al 3 % m/v y se adicioné etanol al
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0.7 % v/v luego de 39 horas de crecimiento (fase exponencial tardia). Al igual que en caso
reportado anteriormente, se observa una disminucién en la concentracion de oxigeno
disuelto en el medio. Sin embargo se controlé el pH evitando que bajara de 5.5. Se puede
observar también un aumento en la actividad relativa de la proteina PQQ alcohol

deshidrogenasa luego de la adicién de etanol a las 39 horas.

Adicion de etanol
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Figura 4.2 Curva de crecimiento de Ga. diazotrophicus en un biofermentador de 350 L empleando
un medio LGIP con sacarosa al 3 % m/v. A las 39 horas se adicioné etanol al 0.5 % v/v. (m Crecimiento

del cultivo: Asoonm; ® Actividad de ADH; m Oxigeno disuelto en el medio; m pH)

Es importante recordar que el intervalo de pH en el que la PQQ-ADH de Ga. diazotrophicus
conserva su actividad es entre 4 y 8. Dado que en el crecimiento reportado en la figura 4.1
no se controlé el pH, éste disminuyd hasta 3.5 lo que podria explicar la presencia de una

PQQ-ADH inactiva (Gomez-Manzo, et al. 2012).
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Aungue en general se siguié el método reportado (Gdmez-Manzo, 2007) para el crecimiento
de la bacteria, el control de pH (5.5 — 7) que se realizd en el presente trabajo, fue de suma

importancia para obtener el maximo rendimiento de la proteina activa.

4.2 Purificacion de la proteina PQQ-Alcohol deshidrogenasa de Ga.

diazotrophicus.

Luego de la lisis celular por sonicacién, las membranas se recuperaron y se resuspendieron
en una solucion amortiguadora de fosfatos 0.01 M a pH = 6 con Triton X-100 al 0.7 % v/v. El
resuspendido de las membranas se centrifugd a 178,800 x g y se obtuvo un sobrenadante
de color rojo. Dicho sobrenadante se aplicd a las columnas de intercambio anidnico QAE y
DEAE, a la columna de hidroxiapatita y finalmente a la columna de exclusion molecular

S300.

4.2.1 Columna QAE
Se aplicé el sobrenadante de las membranas a la columna de intercambio aniénico QAE
previamente equilibrada con una soluciéon amortiguadora de fosfatos 0.01 M a pH = 6 con
Tritédn X-100 al 0.1 % v/v. Se obtuvo un lavado de color rojo indicando la presencia de la

proteina de interés. El resto de las proteinas fueron eluidas con NaCl 0.25 M.

4.2.2 Columna DEAE
El lavado de color rojo de la columna QAE fue aplicado a la columna de intercambio aniénico
DEAE previamente equilibrada con una solucidn amortiguadora de fosfatos 0.01 M a pH =
6 con Tritdn X-100 al 0.1 % v/v. De dicha columna se obtuvo un lavado de color rojo

indicando la presencia de la proteina de interés. El resto de las proteinas fueron eluidas con

NaCl 0.25 M.

4.2.3 Columna Ha
El lavado de color rojo obtenido en la columna DEAE se aplicd a la columna de hidroxiapatita
equilibrada con la soluciéon amortiguadora de fosfatos 0.01 M a pH = 6 con Tritén X-100 al

0.1 % v/v. Se obtuvo un lavado de color verde. El resto de las proteinas fueron eluidas con
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un gradiente linear de fosfatos de 0.01 a 0.25 M. Se observé un pico de elucién de color rojo

en 0.06 M de fosfatos indicando la presencia de la proteina de interés.

4.2.4 Columna S-100
Finalmente la fraccion de color rojo recuperada de la columna de hidroxiapatita fue aplicada
la columna Sephacryl S-100 previamente equilibrada con solucién amortiguadora de
fosfatos 0.01 M a pH = 6 con Tritdn X-100 al 0.1 % v/v. En esta columna se observé un solo

frente de elucion de color rojo.

En la tabla 4.1 se presentan los resultados del proceso de purificacién de la PQQ-ADH de

Ga. diazotrophicus. Finalmente se recuperaron 3 mg de proteina.

Tabla 4.1 Tabla de purificacion de la proteina PQQ-ADH de Ga. diazotrophicus.

Pasos de Proteina total Actividad Actividad
purificacion (mg) total especifica
(V) (U/mg)
Solubilizado de 1227 1773 1.4
membrana
QAE 188 1670 8.9
DEAE 106 1628 15.4
Ha 20 1619 80.9
Sephacryl S-100 3 718 239.3

Se puede observar que en la fraccion recuperada de la columna de hidroxiapatita, (Ha) la
actividad especifica aumenta considerablemente al igual que en la fraccidn recuperada de
la columna Sephacryl S-100; sin embargo en esta ultima, se da una mayor pérdida de
proteina. En trabajos anteriores (Gomez-Manzo, 2007), al emplear las columnas de
intercambio anidnico, se utilizé una solucién amortiguadora cuyo pH se encontraba por
encima del punto isoeléctrico de la proteina por lo que era necesario eluir la proteina de las
columnas QAE y DEAE empleando gradientes de NaCl. En el presente trabajo se empled una
solucién amortiguadora de trabajo con pH = 5.8 inferior al punto isoeléctrico por lo que la

proteina fue lavada de las columnas. La elucién con gradiente de NaCl/fosfatos y la posterior
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recuperacién de la proteina por medio de didlisis condujo, en los trabajos mencionados, a
una pérdida de proteina en las columnas de intercambio anidnico. Dicha pérdida no se

observé en el presente trabajo.

4.3 Caracterizacion de la proteina PQQ-Alcohol deshidrogenasa de Ga.

diazotrophicus.

4.3.1 Gel de electroforesis
Por medio de electroforesis con un gel de poliacrilamida al 10 % m/v, empleando SDS como
agente desnaturalizante, se determind la composicion oligomérica de la PQQ-ADH. En la
figura 4.3 se muestra el gel obtenido en el que se observa la presencia de dos subunidades
de acuerdo a lo reportado en la literatura. La subunidad grande (SUI) con un peso de 72 kDa

y la subunidad pequefia (SUI) con un peso de 44 kDa.

Figura 4.3 Gel de electroforesis en condiciones desnaturalizantes con SDS de la PQQ-ADH de Ga.

diazotrophicus. Se muestran los resultados para la tincion del gel con azul de Coomassie.

4.3.2 Espectroscopia de UV-Vis
Se realiz6 un espectro de UV-Vis (fig. 4.4) donde se pueden observar las bandas
correspondientes al PQQ en 313 y 350 nm y las bandas correspondientes a los hemos ¢

reducidos en 523 y 554 nm asi como la banda Soret en 417 nm.

Para obtener el coeficiente de absortividad molar de los hemos ¢ se empled la banda 3 (554

nm) del espectro de la proteina en estado reducida y se restd la absorbancia de la proteina
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oxidada. El valor obtenido del coeficiente de absortividad molar de los hemos de la PQQ-

ADH es de 782 mM1cm™.

1.0
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< 1 313
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350
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Figura 4.4 Espectro de UV-Vis de la PQQ-ADH de Ga. diazotrophicus recién purificada en estado
reducido. Se llevd a cabo a una concentracién de 7 mg/mL en una solucién amortiguadora de

fosfatos pH = 5.8 con Triton X-100 al 0.1 % v/v.

4.3.3 Espectroscopia de EPR
Al realizar un espectro de EPR a temperatura ambiente de la PQQ-ADH recién purificada, se
observé una sefial en g = 2.003. Cuando el mismo experimento se llevé a cabo a 10 K se
obtuvo un espectro con una sefial isotrdpica en g = 2.003 y una sefial anisotrépica en g =
1.944 y g =1.918 (fig. 4.5y 4.6). La seiial en g = 2.003 corresponde a un radical libre lo que
indica que el cofactor PQQ se encuentra en estado de semiquinona. Por otro lado la sefial
anisotropica es una sefial caracteristica para un cimulo metalico tipo ferredoxina en estado

reducido ([2Fe-2S]*).
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Figura 4.5 Espectro de EPR de la PQQ-ADH de Ga. diazotrophicus recién purificada en estado

reducido. Se llevo a cabo a una concentracidn de proteina de 10 mg/mL, a una temperatura de 10

K, una potencia de 2 mW y una frecuencia de 9.392166 GHz.
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Figura 4.6 Espectro de EPR de la PQQ-ADH de Ga. diazotrophicus recién purificada. Se llevé a cabo
a una concentracién de proteina de 10 mg/mL, a una temperatura de 10 K a una potencia de 2 mW

y una frecuencia de 9.381409 GHz.

Es importante mencionar que, la regidén en g = 2.00 del espectro de EPR de la PQQ-ADH,
presenta una contribucidn, no solo del radical semiquinona sino también del cimulo [2Fe-
2S]* (Gémez-Manzo et al, 2010). El valor de gmax para el cimulo de PQQ-ADH (gmax = 2.007)
difiere del observado para otros cimulos [2Fe-2S]* de tipo ferredoxina (gmax =~ 2.05) lo que

podria ser consecuencia de cambios estructurales en el cimulo.
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4.4 Analisis de la secuencia de aminoacidos y prediccion de la estructura de la
subunidad | (SUI) de la proteina PQQ-Alcohol deshidrogenasa de Ga.

diazotrophicus.

4.4.1 Analisis de la secuencia de aminoacidos.
Hasta el momento, no se ha reportado ninguna estructura de una PQQ-ADH de tipo lll, sin
embargo se encuentran en la literatura varios ejemplos de PQQ-ADH’s de tipo Il que tienen
gran similitud con la subunidad | de la PQQ-ADH de tipo lll, ademas de tener como
cofactores un PQQ y un hemo c. Es importante recordar que en ninguna PQQ-ADH de tipo

Il se ha encontrado un cumulo de tipo ferredoxina.

El grupo de Matsushita (Toyama, et al. 2005) reportd una estructura de la PQQ-ADH-II de
Pseudomonas putida cuya secuencia fue alineada junto con otras deshidrogenasas para
establecer los diversos dominios de unidn a los grupos PQQ y hemo. Para el presente trabajo
se alined la secuencia de la proteina PQQ-ADH-II de P. putida (ADH-II-Pp) con la primera
subunidad de la proteina PQQ-ADH de Ga. diazotrophicus (ADH-SUI-Ga). El alineado,
mostrado en latabla 4.2, se llevd a cabo con ayuda del programa DIALIGN 2.2.1. Laidentidad

entre ambas secuencias es de 47.83 %.

De acuerdo a lo reportado por Matsushita (Toyama, et al. 2005), la proteina ADH-II-Pp se
divide en dos dominios, uno de unién al PQQ (residuos 1-586) y otro de unién al hemo
(residuos 621-718). En el primero de ellos, el PQQ se encuentra dentro de una estructura

III

de “super barril” compuesta por 8 laminas formadas a su vez por cuatro hojas beta
antiparalelas (motivos W1-W8). Estos 8 motivos se encuentran en general bastante

conservados en ADH-SUI-Ga.

Tabla 4.2 Secuencias de aminoacidos alineadas de las proteinas ADH de tipo Il de Pseudomonas
putida (ADH-II-Pp) y ADH de tipo lll de Gluconacetobacter diazotrophicus (ADH-SUI-Ga). Se muestran
en color rojo, los aminodacidos que participan en la unidn del grupo PQQ. En color rosa, los residuos
de unién al hemo. En color azul los residuos de unidn a sustrato y en color naranja los residuos de
cisteina que forman un puente disulfuro. Ademas se indican las regiones conservadas para la

formacion del “super barril” (W1-W8) que contiene al grupo PQQ.
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RTYSEQRYSP
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PFFLGGLART
STFAGALSLR
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W8
ADH-SUI-Ga 597 SGWTVNHSRV TIAFSLDGAAK LPPQNDKGFL PVKPPAQFDG KRTDNGYFEF
ADH-II-Pp 583 AGVQP-YAQV LUTYKIGGTAK LQEPAPRPDT PKPPALSNDT ASIEAGAKLY

ADH-SUI-Ga 647 QTFCAACHGD NAEAGGVLPD LRWSGAIRHQ DAFYNVVGRG ALTAYGMDRF
ADH-lI-Pp 632 DGYCSQCHGI HAVSGGVLPD LRKLTPEKHQ MFLGILFGGR VPD--GMPSF

ADH-SU-Ga 697 DASMKPEQIE DIRQFLIKRS NDTYQREVDA RKNVDGIPAQ 736
ADH-I-Pp 680 ADAFTPEQVD QIHQYLIKRA HDLHQEGDTW KQFSAKSSH- 718

El PQQ de ADH-II-Pp esta unido a la proteina por puentes de hidréogeno con las cadenas
laterales de los residuos Glugy, Argiaa, Thrige, Thraea, Trpaes, LySsse, ASpais, Trpazo y unido por
puentes de hidrégeno al grupo amido de los residuos Gly,os y Alazos (se muestran en rojo en
la tabla 4.2). Estos residuos estan altamente conservados en ADH-SUI-Ga salvo por los
residuos Thrige, Aspaig y Trpazo que han sido reemplazados por los residuos Aspigg, Asnazs y

Phesss. No obstante, es frecuente encontrar estas variantes en las PQQ-ADH de tipo lll.

En la ADH-II-Pp, el ion de Ca?* que da estabilidad al radical semiquinona se encuentra
coordinado al PQQ y a los residuos Gluzoz, Asnzsa y Aspsae (mostrados en color rojo y

subrayados en la tabla 4.2). Estos residuos estan conservados en la ADH-SUI-Ga.

En el dominio de unién al hemo de ADH-II-Pp se encuentra, entre los residuos Cysess-Hiseas,
el motivo CXXCH altamente conservado en las hemoproteinas. El hemo ¢ se encuentra
unido a los residuos de Cysess ¥ Cysesss. El ion de Fe se encuentra coordinado al anillo de
porfirina y a los residuos Hisgso y Mets7s (se muestran en morado en la tabla 4.2). Estos

residuos estan conservados en ADH-SUI-Ga.

Es importante mencionar que los residuos cercanos al sitio activo de ADH-II-Pp (mostrados
en azul la tabla 4.2), en general se encuentran altamente conservados en las diversas
alcohol deshidrogenasas. Sin embargo, destacan los residuos de Pheaia y Trpais en la ADH-
lI-Pp (que en ADH-SUI-Ga se han modificado por los residuos de Aspss y Leuaas
respectivamente) ya que se ha observado que variaciones en estos residuos, pueden afectar

la especificidad a diversos sustratos.
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Existe ademas en ADH-II-Pp un puente disulfuro entre los residuos Cysiss y Cysisg
(mostrados en naranja en la tabla 4.2) que tiene interacciones de van der Waals con el PQQ.
Probablemente en la ADH-SUI-Ga estas cisteinas no se encuentran formando un puente
disulfuro sino que estan unidas a uno de los Fe del cimulo [2Fe-2S]. Se ha observado que
dichos cumulos se encuentran preferentemente unidos a cuatro cisteinas o bien a tres
cisteinas y una histidina (aunque también se encuentran ejemplos de cimulos [4Fe-4S] o

[3Fe-4S] unidos a cisteinas y residuos de aspartato de acuerdo a Liu et al, 2014).

4.4.2 Prediccion de la estructura de la subunidad | (SUI) de la PQQ ADH
Con ayuda del programa SWISS-MODEL se hizo una propuesta de la estructura terciaria, de
la subunidad | de la PQQ-ADH de Ga. diazotrophicus (ADH-SUI-Ga), empleando como molde
la estructura tridimensional previamente reportada para la ADH de tipo Il de Pseudomonas

putida (ADH-II-Pp) (Toyama, et al. 2005) que se encuentra en el PDB con la clave 1YIQ.

La identidad entre las secuencias de ADH-SUI-Ga y de ADH-1I-Pp es de 47.83 % y tienen una
similitud de 43 %. En la figura 4.7 se puede observar la similitud local de la prediccion con
el molde empleado. Es importante mencionar que la similitud local tiende a ser mayor en
el dominio de unién al PQQ (residuos 1-586). El parametro QMEAN del modelo es de -1.81
y el factor GMQE del modelo es de 73 %.
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Figura 4.7. Similitud local de la prediccion de la estructura de la SUI de la PQQ-ADH de Ga.

diazotrophicus. Se empleé como molde la estructura publicada para la ADH de tipo Il de

Pseudomonas putida (Toyama, et al. 2005).

La figura 4.8 muestra la sobreposicion de la prediccion de la estructura de ADH-SUI-Ga (en
color verde) con la estructura reportada para ADH-II-Pp (en color naranja). Se observa que
IH

se conserva el dominio de PQQ con hojas beta formando una estructura de “super barri

asi como el dominio de unién al hemo ¢ formado por hélices alfa.
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Figura 4.8. Superposicion de la prediccidon de la estructura de ADH-SUI-Ga (m) y la estructura

reportada de ADH-II-Pp (m) indicando los dominios de unién al PQQy al hemo c.

Enlafigura 4.9 se puede observar la probabilidad de error en la posicidn de cada aminoacido
en la prediccién de la estructura de ADH-SUI-Ga. Es importante el hecho de que en el
dominio de unién al PQQ el error es muy bajo mientras que en el dominio de unidn al hemo

c tiende a ser un poco mas alto.
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Figura 4.9 Probabilidad de error en la posicion de cada aminodcido en la prediccién de la estructura

de ADH-SUI-Ga realizada por medio del programa SWISS-MODEL.

Uno de las principales interrogantes a resolver es el sitio de unién de los distintos cofactores
presentes en la subunidad | de la PQQ-ADH (un hemo ¢, un PQQ y un cumulo [2Fe-2S]). La
prediccién de la estructura obtenida por medio del programa SWISS-MODEL Unicamente
representa la cadena de aminoacidos, por ello el modelo obtenido no presenta los

cofactores.

4.4.2.1 Sitio de union del hemo ¢
Como se menciond anteriormente, las ADH de tipo Il y Il se dividen en dos dominios, uno
de unién a PQQ y otro de unién al hemo c. Al analizar la secuencia de ADH-SUI-Ga se

observa, en el dominio de unién al hemo ¢, el motivo CSQCH correspondiente al motivo

61



Resultados y discusion

CXXC de unién al hemo tipo c. Como se menciond anteriormente, los residuos de His y Met
gue coordinan al Fe, también se encuentran conservados. Tomando en cuenta lo anterior,
se propone que en la PQQ-ADH de Ga. diazotrophicus, el anillo de porfirina se encuentra
unido covalentemente por los residuos de cisteina y se propone al 4tomo central de Fe con
una geometria octaédrica coordinado en el plano a los &tomos de nitrégeno de la porfirina
y en una de las posiciones axiales un residuo de Hisesa y en la otra, a un residuo de Meteos.

El modo de unidn del hemo c se muestra en la figura 4.10.

HZC\Hi5654

Z \
H3C‘ N

Cysgs3——S—CH CHs
S I s Vil CO0
N .

L >Fe+2/ S
H N TN=— -
Cyseso_s_? = — B> coo

CHs  cn, CHs

SV\

H3C/ Met693

Figura 4.10. Estructura propuesta para el hemo tipo c de la SUI de la ADH de Ga. diazotrophicus con
base en la secuencia de aminodacidos de la proteina y en el modelo realizado de su estructura

tridimensional.

4.4.2.2 Sitio de unidn del PQQ
Del analisis de la secuencia mostrado en la seccion 4.4.1 podemos ver que dentro del
dominio de unién al PQQ se han encontrado residuos de unién a dicho cofactor que se
encuentran conservados tanto en las ADH’s de tipo Il como en las ADH’s de tipo lll, con
algunas modificaciones. Por ello se puede asumir que el PQQ se encuentra unido en ADH-
SUI-Ga de manera muy similar a como se encuentra unido en ADH-II-Pp. Esto es, con el ion
Ca?* unido a los residuos Gluz17, Asnagg y Aspaas. La figura 4.11 muestra la estructura

propuesta para el cofactor PQQ.
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-0 OH

Figura 4.11 Estructura propuesta para el PQQ de la SUI de la ADH de Ga. diazotrophicus con base en

la secuencia de aminodcidos de la proteina y en el modelo realizado de su estructura tridimensional.

4.4.2.3 Sitio de union del ciimulo [2Fe-2S]
Para el sitio de unidn al cimulo [2Fe-2S] se propuso el par de cisteinas libres coordinando a
uno de los dtomos de Fe. De acuerdo a lo reportado en la literatura, el modo de
coordinacion del cimulo mas comun es de 4 Cys seguido de 2 Cys y 2 His. Con base en la
secuencia de aminodcidos y en la estructura predicha para la SUI se observd que, en la
estructura, las histidinas se encuentran alejadas del par de cisteinas por lo que no podrian
estar coordinadas al cumulo metdlico. Se propuso entonces, la unidon a residuos de
metionina por medio de datomos de S, pero al igual que con las histidinas los residuos de
metionina se encuentran retiradas. La figura 4.12 muestra la estructura propuesta para la
SUI con los residuos de Cys y los residuos encontrados de His (en color azul) y de metionina

(color rojo).
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Figura 4.12 Estructura propuesta para la SUI de la ADH de Ga. diazotrophicus. Se muestran en
amarillo los residuos de cisteina, en azul los residuos de histidina y en rojo los de metionina. Se
puede observar que tanto los residuos de histidina como de metionina se encuentran alejados del

par de cisteinas.

Aunque, como se ha mencionado anteriormente, los ejemplos mas comunes en la literatura
son de cumulos Fe-S unidos a dtomos de azufre y nitréogeno se han encontrado también
cumulos unidos a dtomos de oxigeno, principalmente de residuos de Asp. Al buscar los
residuos de Asp y Glu presentes en la SUI se encontrd que existen dos residuos de Asp
(Aspsaa y Aspais) y uno de Glu (Gluz17) en los alrededores del par de cisteinas. La figura 4.13

muestra en azul los residuos de Asp y en rojo los residuos de Glu.
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Figura 4.13 Estructura propuesta para la SUI de la ADH de Ga. diazotrophicus. Se muestran en

amarillo los residuos de cisteina, en azul los residuos de aspartato y en rojo los de glutamato.

De dichos residuos, el Aspsas se encuentra unido al Ca del PQQ al igual que uno de los
oxigenos del residuo de Glu,17. Se propuso por lo tanto, que el cimulo [2Fe-2S] se encuentra
unido, por un lado, a los dos residuos de cisteina (Cysias y Cys 144) y el por otro al residuo de
Aspaig (por medio del grupo COO") y al oxigeno libre de Gluz17. En la figura 4.14 se muestra

la estructura propuesta para el cimulo [2Fe-2S].

)
N G|U217
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CVS143—S\ /\ /07/
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S \S/ \O-—Jl
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Cys1aq

Figura 4.14 Estructura propuesta para el cimulo [2Fe-2S] de la SUI de la ADH de Ga. diazotrophicus
con base en la secuencia de aminoacidos de la proteina y en el modelo realizado de su estructura

tridimensional.
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Este modo de unidn, a un residuo de aspartato, aunque poco comun, se ha propuesto
anteriormente al realizar analisis de secuencias de aminoacidos en la sulfuro
deshidrogenasa de Pyrococcus (Hagen, et al. 2000). Ademds, la estructura tridimensional
de la succinato deshidrogenasa de E. coli (Figura 4.15), presenta un ciumulo [2Fe-2S] unido
a tres residuos de cisteina y uno de aspartato. Este ultimo unido al cimulo de forma
bidentada (Yankovskaya, et al. 2003; Hagerhal, 1997; Werth, et al. 1992. Estructura

registrada en el PDB como 1NEN).

NN
/\/\0\__

Figura. 4.15 Estructura del cimulo [2Fe-2S] de la succinato deshidrogenasa de E. coli. El modo de
coordinacion del cimulo es a tres cisteinas y un aspartato. Este ultimo unido de forma bidentada

(Yankovskaya, et al. 2003; estructura registrada en el PDB como 1NEN).

Como se menciond anteriormente en la PQQ-ADH, el residuo Gluzi; se encuentra
coordinado tanto al &tomo de Ca?*como a uno de los &tomos de Fe del cimulo [2Fe-2S] por
lo que, de acuerdo a esta propuesta, dicho cimulo se encuentran muy cerca del PQQ. Con
el andlisis anterior es posible identificar al cimulo [2Fe-2S] unido por medio del par de
cisteinas libres y cercano en el espacio al PQQ. La figura 4.16 presenta la estructura

propuesta ambos cofactores.
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Figura 4.16 Estructura propuesta para los cofactores PQQ y [2Fe-2S] de la SUI de la ADH de Ga.

diazotrophicus con base en la secuencia de aminoacidos de la proteina y en el modelo realizado de
su estructura tridimensional

En la figura 4.17 se puede observar el modelo de la proteina ADH de Ga. diazotrophicus con
los distintos cofactores presentes. Como se menciond anteriormente existe un dominio de

union al PQQ, donde se encuentra el cimulo [2Fe-2], y otro de unién al hemo tipo c.

Figura 4.17 Modelo propuesto para la SUI de la PQQ-ADH de Ga. diazotrophicus mostrando los

cofactores presentes en la proteina, el dominio de unién al PQQ, donde se encuentra el cimulo
[2Fe-2], y el dominio de unidn al hemo tipo c.
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El modelo propuesto es consistente con los potenciales redox reportados (Tabla 1.5;
Goémez-Manzo, 2010) donde el primer aceptor de los electrones provenientes del sustrato
seria el PQQ, seguido del cumulo [2Fe-2S] y finalmente los hemos c. Al observar la
estructura propuesta (Fig. 4.17) se ve que existe una posible ruta para la transferencia
electrdénica del cimulo metalico al hemo ¢ por medio de la cadena de aminoacidos Alaiss-
Cysias. La transferencia electrénica (Figura 4.18) involucra una transferencia
monoelectrénica del PQQ al [2Fe-2S] y de éste al esqueleto de los aminoacidos Cysias-
Gly142-Lys1a1-Aspia0-Alaize. Finalmente la transferencia electrénica del residuo de Alaizg al
residuo Cysess perteneciente al hemo, se da por medio de un salto en el espacio de 3.3 A.
Esta ruta para la transferencia electrdnica seria semejante a la reportada anteriormente

para alcohol deshidrogenasas de tipo Il (Toyama, et al. 2005).
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Figura 4.18 Ruta propuesta para la transferencia electrénica desde el PQQ, a través del [2Fe-2S] y

finalmente al hemo, de la SUI de la PQQ-ADH de Ga. diazotrophicus.

Al analizar la secuencia de aminoacidos, se menciond que, en las ADH’s dependientes de
PQQ, se han encontrado algunos residuos conservados que son de unién a sustrato y por lo
tanto se asocian al sitio activo de la proteina. Ademas de dichos residuos se ha encontrado
al PQQ formando parte de dicho sitio activo. Cuando se observan dichos residuos en el
modelo (Figura 4.19), es posible apreciar que se encuentran cercanos, formando una
cavidad que seria propiamente el sitio activo. Algo importante de mencionar es que no sélo
se encuentran dichos residuos y el PQQ sino que también se encuentra, formando parte del

sitio activo, el cimulo [2Fe-2S].
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Figura 4.19 Modelo propuesto para la SUI de la PQQ-ADH de Ga. diazotrophicus mostrando los

cofactores [2Fe-2S] y PQQ y en rojo los residuos de aminoacidos asociados al sitio activo.

4.5 Acoplamiento magnético entre los cofactores PQQ y [2Fe-2S] en la proteina

PQQ-ADH de Ga. diazotrophicus.

Debido a los resultados encontrados en el modelo descrito anteriormente, que muestran al
PQQ°* y al cimulo [2Fe-2S]* cercanos, y que ambos son paramagnéticos, se decidio llevar a
cabo un estudio de EPR a temperatura variable para determinar si existe un acoplamiento
magnético entre ambos. Dicho acoplamiento es posible debido a que, en estado reducido,
el PQQ* presenta un estado de espin S = 1/2 debido al radical libre presente en el cofactor.
Por otro lado el cimulo [2Fe-2S]*, en estado reducido, presenta a su vez un estado de espin

S =1/2 debido al electron desapareado que se encuentra deslocalizado en el cimulo.

Es importante mencionar que el estudio de EPR se realizd a bajas temperaturas debido a

que el [2Fe-2S]* no se observa a altas temperaturas. El experimento se realizé con una
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muestra de PQQ-ADH recién purificada y se registrd el espectro de dicha muestra a

diferentes temperaturas (5-55 K).

La intensidad de la sefal en EPR depende proporcionalmente de la susceptibilidad

magnética (y) de acuerdo a la ecuacién (Eaton, et al. 2010):

1= x"1Q./PZ, Ec. 14

Donde y es la susceptibilidad magnética, 7 es el factor de llenado, Q el factor de calidad del
resonador, Zp es la impedancia de la linea de transmisién y P la potencia de microondas del

resonador.

Dado que la Intensidad de la sefal es proporcional a la susceptibilidad magnética, para
estudiar el comportamiento magnético de los cofactores se graficd la intensidad de la sefal
del PQQ* vs. la temperatura absoluta (Figura 4.20 A); asi como la del cimulo [2Fe-2S]* vs.
temperatura absoluta (Figura 4.20 B). En ambas curvas es posible observar un aumento de
la intensidad conforme disminuye la temperatura hasta alcanzar un maximo en 10 K, a partir

de este punto la intensidad comienza a decaer.
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Figura 4.20. Dependencia de la temperatura de la intensidad de la sefial observada en EPR de A)
PQQ* y B) cimulo [2Fe-2S]*. Los experimentos se llevaron a cabo a una concentracién de proteina

de 10 mg/mL, una potencia de 2 mW y una frecuencia de 9.381409 GHz.
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El comportamiento observado en la figura 4.20, corresponde a un comportamiento de un
acoplamiento de tipo antiferromagnético. El cual se puede, a partir de 10 K, ajustar por

medio de la ecuacidn de Curie-Weiss:
X = m (EC. 15)

Donde y es la susceptibilidad magnética, C la constante de Curie y O la temperatura de
Weiss. Una grafica del inverso de la susceptibilidad (y~1) en funcién de T, para un sistema
que cumple la ley de Curie-Weiss, presentara una linea recta cuya pendiente serd C! de

acuerdo a:

xt=

als

—% (Ec. 16)

Ademas es posible identificar el valor de ® evaluando la funcién para y~! = 0. En |a figura
4.21 A se puede observar la grafica del inverso de la intensidad de la sefial del PQQ® en
funcién de la temperatura, que es una linea recta, lo que indica que este comportamiento
magnético es de tipo Curie —Weiss. El valor negativo de la constante de Weiss, 8 = —32 K,
confirma también el tipo de acoplamiento encontrado, sin embargo, es necesario un
estudio de magnetizacidn para poder obtener el valor de las constantes de acoplamiento.
Por otro lado, en la figura 4.20 B se observa que la tendencia para le cimulo [2Fe-2S]* es
muy similar a la del PQQ®, sin embargo, al graficar el inverso de la intensidad de la sefial del
cumulo [2Fe-2S]* en funcidn de la temperatura la tendencia no es lineal. Esto se debe a que,
en el caso del cimulo, la grafica y ! vs. T presenta no solo la contribucién del acoplamiento
entre el PQQ°* y el cimulo metalico sino también la contribucion del acoplamiento de tipo

antiferromagnético que hay entre los dos 4&tomos de Fe dentro del cimulo.

73



Resultados y discusion

3.2

3.0-: PQQ.

2.8

26 i
24
22
204

1.8 1

1.6 1 -1
I =0.03T +0.98

1.4 ¥ =0.99

1.2 T T T T T T T T T T
10 20 30 40 50 60
Temperatura (K)

Figura 4.21 Dependencia de la temperatura del inverso de la intensidad de la sefial (I'!) de EPR del

A) PQQ°. Se puede apreciar el comportamiento esperado de acuerdo a la ley de Curie-Weiss. Se
. . . 1 _ T © .
muestra en rojo el ajuste a la ecuacién Yy~ = T Los experimentos se llevaron a cabo a una

concentracién de proteina de 10 mg/mL, una potencia de 2 mW y una frecuencia de 9.381409 GHz.

Se ha reportado en la literatura (Pierce, et al. 2003; Eaton, et al. 2010), graficas de la
Intensidad de la sefal en EPR multiplicado por la temperatura (poblacién fraccionaria de
espin) en funcion de la temperatura (nsvs. T). En dichas gréficas el observar un decaimiento
de la poblacién fraccionaria a bajas temperaturas es indicativo de un acoplamiento
antiferromagnético. En el presente trabajo se realizaron graficas de la poblacidn
fraccionaria de espin vs. temperatura para las sefales de EPR del PQQ* (Figura 4.22 A) y del
cumulo [2Fe-2S]* (Figura 4.22B). Un estudio complementario del acoplamiento magnético

se podra encontrar en Rodriguez-Cortés. En preparacion.
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Figura 4.22 Dependencia de la intensidad de la sefial multiplicada por la temperatura (poblacion
fraccionaria de espin) en funcién de la temperatura para las sefales A) del PQQ* y B) del cimulo

[2Fe-2S]*. Se puede apreciar el decaimiento de la funcién a bajas temperatura, consistente con un
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acoplamiento de tipo antiferromagnético. Los experimentos se llevaron a cabo a una concentracion

de proteina de 10 mg/mL, una potencia de 2 mW y una frecuencia de 9.381409 GHz.

Es importante mencionar que el acoplamiento encontrado entre el PQQ* y el cimulo [2Fe-
2S]* es consecuencia del paramagnetismo y de la cercania en el espacio de ambos lo que es

consistente con lo encontrado en el modelo propuesto en el punto 4.4.2.

4.6 Determinacion de los estados de espin de los hemos ¢ presentes en la PQQ-

ADH de Ga. diazotrophicus.

Como se ha mencionado anteriormente, la proteina PQQ-ADH de Ga. diazotrophicus
contiene cuatro hemos c. Dado que la proteina se aisla siempre en estado reducido, es
posible observar, en el espectro de UV-Vis las sefiales correspondientes a los hemos, con la
banda Soret en 417 nmy las bandas a.y 3 en 523 y 553 nm respectivamente (Figura 4.5).
Dichos espectros también pueden brindar informacién acerca del estado de espin en que
se encuentran los hierros en los hemos. Para tener una mayor resolucién en los maximos
del espectro se absorcion se realizo la segunda derivad del espectro de UV-Vis (Figura 4.23).
Se pueden observar minimos en 417, 421, 551 y 553. Los minimos en 417 y 551 se asocian
a hemos c con un Fe(ll) de bajo espin, mientras que los minimos en 421 y 553 nm se asocian

a hemos c con un Fe(ll) de alto espin. (Rudolf. 2004; Wood. 1984)
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Figura 4.23. Segunda derivada del espectro de UV-Vis de PQQ-ADH de Ga. diazotrophicus. Se
muestran los minimos asociados a un Fe(ll) de bajo espin (417 y 551 nm) asi como los asociados a

un Fe(ll) de alto espin (421 y 553 nm).

En una muestra de PQQ-AHD recién purificada, no es posible observar los hemos en EPR,
porque ésta se encuentra reducida y los atomos de Fe(ll) en los hemos no presentan sefial
en EPR. Por lo anterior se decidié oxidar la proteina con diversos agentes oxidantes de
acuerdo a lo mencionado en la secciéon experimental (3.2.12). La primera oxidacidn, con un
pequefio cristal de persulfato de amonio, mostré un espectro de EPR (Figura 4.24) con dos
sefales, una rombica con valores de g; = 10.388, g, = 5.058 y g3 = 4.276, que corresponden
a un Fe(lll) de alto espin y otra sefial con valor de g = 3.752 que se asigna a un Fe(lll) de bajo
espin. Estos valores se asemejan a los reportados anteriormente por el grupo de Moura
para los hemos del tetrahemo hemo c¢3 de Desulfovibrio baculatus (Moura. Et al. 1988) y de

la nitrito reductasa de Desulfovibrio desulfuricans (Costa, et al. 1990).
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Figura 4.24 Espectro de EPR de una muestra de PQQ-ADH parcialmente oxidada con un pequefio

cristal de persulfato de amonio. El espectro fue medido a una frecuencia de 9.382277 GHz, una

temperatura de 4 Ky una potencia de 2 mW.

Para obtener las sefiales de los hemos faltantes, se adicioné una mayor cantidad de
persulfato, lo que ocasiond un cambio de color en la proteina a verde-olivaceo asi como

gue ésta se precipitara.

En un segundo experimento (seccidn 3.2.12), se tomaron alicuotas de la titulacion espectro-
electroquimica, cuando el potencial alcanzé los valores: -55 mV, 43 mV, 133 mV y 229 mV
las cuales fueron congeladas a 77 K para su registro en EPR. En el espectro de EPR de la
muestra a -55 mV (Figura 4.25), se observa una sefial correspondiente a un Fe(lll) de alto
espin con valores de g; = 10.889, g» =6.049y g3 = 4.276. También se observa una sefal con
una g = 3.748 correspondiente a un Fe(ll) de bajo espin. Estas sefiales coinciden con lo

observado para la oxidacién con persulfato. Al aumentar el potencial, con el fin de observar
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las sefiales de los restantes hemos, comienzan a observarse una serie de sefiales debidas a
la mezcla de quinonas que, sumado a la baja concentracion de la proteina, dificultaron la

interpretacion de los espectros.
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Figura 4.25 Espectro de EPR de una muestra de PQQ-ADH oxidada con una soluciéon amortiguadora

redox de quinonas a un potencial de -55 mV. El espectro fue medido a una frecuencia de 9.390102

GHZ, una temperatura de 4 Ky una potencia de 2 mW.

En un tercer experimento, se realizé la oxidacién con una muestra mds concentrada de
PQQ-ADH (21 mg/mL) y con un agente oxidante que no presentara sefiales en EPR. El agente
utilizado fue hidroperdéxido de terbutilo. A los pocos minutos de haber adicionado el agente
oxidante, aun fue posible observar las sefiales del PQQ* (g = 1.9966) y del cimulo [2Fe-2S]*
(921=1.937y g>=1.911). Ademas, el espectro muestra las sefiales previamente observadas
para los dos primeros hemos, una seial rombica con valores de g; = 10.074, g>=5.222y g;
=4.281 (sefial del Fe(lll) de alto espin) y la sefial con valor de g = 3.652 de un Fe(lll) de bajo
espin. Adicionalmente a esto, aparecen dos nuevas sefiales, una con valores de g; = 2.948

Yy g2 = 2.293 y otra con valores de g; = 2.714 y g, = 2.091, ambas correspondientes a Fe(lll)
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de bajo espin. Estas sefiales son semejantes a las sefales reportadas anteriormente para

hemos de enzimas multihemo (Moura. Et al. 1988; Costa, et al. 1990; Rudolf, 2004).

La muestra fue congelada a -66 °Cy se volvié a medir el espectro de EPR cuando la oxidacién
de la proteina fue total (Figura 4.26) y las sefiales de los Fe(lll) de los hemos se observaban
con mayor claridad. Se encontré nuevamente la sefial de Fe(lll) de alto espin (cl) con
valores de g: = 10.389, g» = 5.058 y gz = 4.276. Ademads se observan tres sefales
correspondientes a Fe(lll) de bajo espin: una sefal con valor de g =3.752 (cll1), una segunda
sefial con valores de g; = 2.974, g2 = 2.289 y g3 = 1.524 (cll,) y la tercera sefial con valores
de g1 =2.684, g>=2.104 y g3 = 1.428 (cll3). Es importante mencionar que a pesar de que la
sefal correspondiente al cumulo [2Fe-2S]* ha desaparecido por completo, la sefial del

radical semiquinona (g = 2.001) aun es visible.
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Figura 4.26 Espectro de EPR de una muestra de PQQ-ADH (21 mg/mL) oxidada con hidroperdxido
de terbutilo. El espectro fue medido a una frecuencia de 9.39415 GHz, una temperatura de 10 Ky

una potencia de 2 mW.
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Cabe mencionar que la sefial en g = 2.104 (cll3) se ve ligeramente afectada por una sefal
propia dela cavidad del equipo de EPR utilizado. Al restar la linea base al espectro de la
figura 4.26, se obtiene un espectro (Figura 4.27) donde se siguen observando las sefales
antes mencionadas pero se puede observar también que la intensidad relativa de la senal

correspondiente al hemo cllz disminuye.
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Figura 4.27 Espectro de EPR de una muestra de PQQ-ADH (21 mg/mL) oxidada con hidroperdxido
de terbutilo. El espectro fue medido a una frecuencia de 9.39415 GHz, una temperatura de 10 Ky

una potencia de 2 mW. La linea base del equipo ha sido sustraida del espectro.

De las muestras de PQQ-ADH oxidada con persulfato de amonio y la mezcla de quinonas,
fue posible asignar las sefiales de EPR de los hemos que tienen los potenciales de oxidacién
mas bajos (-64 y -8 mV respectivamente) siendo uno de estos de alto espin (cl) y otro de
bajo espin (cll1). Al analizar también las intensidades relativas de las sefiales, se asigno la

sefal con valor de gmax = 10.389 al hemo cuyo potencial es de -64 mV, siendo dicho grupo
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aquél con el Fe(lll) de alto espin (cl). Por tanto, la sefial con valor de g = 3.752 corresponde

a un Fe(lll) de bajo espin que se encuentra en el hemo con potencial de -8 mV (cll1).

AL oxidar con hidroperdxido de terbutilo se pudieron asignar las sefales faltantes. La sefial

con valor de gmax = 2.974 fue asignada al hemo cuyo potencial es +185 mV (cll;). Mientas

gue al hemo con potencial de +210 mV (cll3), se le asignd una sefial de EPR con valor de gmax

=2.684. Ambos siendo de bajo espin. En la tabla 4.3 se enlistan los potenciales de oxidacién,

asi como las sefiales de EPR asignados a cada uno de los hemos tipo c.

Un estudio

complementario de los estados de espin de los hemos ¢ se podra encontrar en Sanchez-

Ostria. En preparacién.

Tabla 4.3 Potenciales redox, estados de espin y sefiales de EPR asignados a cada uno de los hemos.

Hemo Subunidad Potencial de Estado de Sefal de EPR
en la que se oxidacion espin
encuentra (mV)

g:=10.389

cl SuUl -64 alto espin g2= 5.058
gz =4.276

clly Sull -8 bajo espin g=3.752
g:1=2.974

cll, Sull +185 bajo espin g2=2.289
g3=1.524
g1=2.684

clls Sull +210 bajo espin g2=2.104
gz =1.407

Finalmente se llevé a cabo una simulacidn del espectro de EPR de la PQQ-ADH en estado

oxidado. La figura 4.28 muestra los espectros simulados para cada uno de los hemos (C—F)
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asi como el espectro simulado para el radical semiquinona (G), el espectro total simulado

(B) y el espectro experimental (A).

9,=10.67 g =485
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Figura 4.28 A) Espectro de la PQQ-ADH oxidada con hidroperéxido de terbutilo. El espectro fue
medido a una frecuencia de 9.39415 GHz, una temperatura de 10 K y una potencia de 2 mW. B)
Simulacion del espectro de la PQQ-ADH en estado oxidado. C) Simulacidn del espectro de EPR del
Fe(lll) de alto espin del hemo cl. D) Simulacién del espectro de EPR del Fe(lll) de bajo espin del hemo
cll;. E) Simulacidn del espectro de EPR del Fe(lll) de bajo espin del hemo cll,. F) Simulacién del
espectro de EPR del Fe(lll) de bajo espin del hemo clls. G) Simulacidn del espectro de EPR del radical

semiquinona.
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4.7 Cristalizacion de la proteina PQQ-ADH de Ga. diazotrophicus.

De acuerdo a lo observado anteriormente por Sosa-Torres, de las pruebas de cristalizacién
en las que se emplearon 96 soluciones amortiguadoras con diferentes condiciones de
concentracion de proteina, presencia de sales y pH, se encontré que las mejores
condiciones para cristalizar la PQQ-ADH eran empleando una solucién amortiguadora de
citrato de sodio (citrato de sodio 0.1 M, pH = 5.6 con un 10 % v/v de isopropanol y 10 %
m/v de PEG 4000) vy una solucion amortiguadora de sulfato de amonio con cloruro de
cobalto pH = 6.5 (sulfato de amonio 0.9 M, CoCl; 0.01 M, pH = 6.5, MES 0.1 M) de acuerdo

a lo reportado en la parte experimental 3.1.2.7.

Se llevaron a cabo pruebas de cristalizacion empleando soluciones amortiguadoras de
citrato de sodio y de cloruro de cobalto. Las pruebas de cristalizacion se realizaron por el
método de gota sedente empleando una gota de 2uL de solucidn amortiguadora para

cristalizar y 2 uL de una solucién de proteina 15 mg/mL.

En las pruebas donde se empled la solucién amortiguadora de citratos se observé la
formacion de pequenios cristales. Dichos cristales resultaron ser de proteina, sin embargo,

su difraccién no fue adecuada para la adquisicidon de datos.

Al observar los resultados de las pruebas de cristalizacidn con la solucidén amortiguadora de
cloruro de cobalto se encontraron unos cristales rojizos que resultaron ser cristales de

cloruro de cobalto.

Se realizaron posteriormente variaciones a la solucién amortiguadora de citratos
aumentando el porcentaje de PEG 4000 (10 % m/v, 12 % m/vy 15 % m/v) y una variacion
de pH (5.6 y 5.8) Las pruebas de cristalizacién se realizaron por el método de gota sedente
empleando una gota de 2mL de solucién amortiguadora para cristalizar y 2 mL de una

solucion de proteina 15 mg/mL.

A una concentracion de 10 % m/v de PEG se pudo observar la formacién de cristales (Figura
4.29 A). Al aumentar dicha concentracion a 12 % m/v los cristales disminuyeron

considerablemente su tamafio (Figura 4.29 B). Finalmente a una concentracién de 15 % m/v
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no fue posible observar cristales. Al aumentar el pH a 5.8 se formaron fibras y precipitados

de color rojo.

Figura 4.29 Resultados de las pruebas de cristalizaciéon variando la concentracidon de PEG y pH. A)
Solucion amortiguadora de citratos con PEG al 10 % m/v y pH = 5.6 C) Solucién amortiguadora de

citratos con PEG al 12 % m/vy pH = 5.6.

De las diversas crio-soluciones amortiguadoras utilizados se obtuvo la mejor resolucion con
una solucién amortiguadora de citrato de sodio 0.1 M, pH = 5.6, 10 % v/v de isopropanol,
10 % v/v de glicerol y de PEG 4000 al 10 % m/v. Al aumentar el porcentaje de glicerol a

12 % v/v se observo que los cristales se disolvieron.

Los cristales obtenidos con la solucién amortiguadora de citrato de sodio 0.1 M y una
concentraciéon de PEG de 10 % m/v, figura 4.29 A, difractaron aproximadamente a 4.3 A, la
simetria de dichos cristales es de C;. La dimension de la celda unitaria encontrada fue de
a=89.10 A, b=70.17 A y c= 80.18 A. Actualmente se esta trabajando en la obtencién de la

estructura tridimensional de la PQQ-ADH.

Hasta el momento, no existe reportada ninguna estructura de una alcohol deshidrogenasa
dependiente de PQQ de tipo lll, por lo que los avances en la cristalizacién de la PQQ-ADH
de Ga. diazotrophicus son de gran relevancia y se espera contar pronto con cristales
adecuados para su difraccion de rayos X y posterior elucidacién de la estructura

tridimensional de la metaloenzima.
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5. Resumen y conclusiones

Se desarrollé6 un método de cultivo para la bacteria Ga. diazotrophicus que permitiera la
expresion de la proteina de membrana dependiente de PQQ alcohol deshidrogenasa (PQQ-
ADH) en su forma completamente activa. Para ello se controld el pH durante el crecimiento

de la bacteria, ya que ésta libera acido acético, lo que disminuye el pH de del medio.

Se purificé la PQQ-ADH y se confirmd la presencia de los grupos prostéticos PQQ, un cimulo
[2Fe-2S] de tipo ferredoxina y cuatro hemos ¢, todos ellos en estado reducido. Por medio
de espectroscopia de UV-Vis se determind el coeficiente de absortividad molar para la
banda 3 (con maximo en 554 nm) correspondiente a los hemo tipo c. El valor determinado

es de 782 mMcm™ que corrige el valor reportado anteriormente para esta proteina.

Por medio de un analisis de secuencias de aminoacidos de la PQQ-ADH y al compararla con
otras deshidrogenasas dependientes de PQQ, fue posible establecer la existencia, en la
subunidad I (SUI), de un dominio de unién al PQQ y otro al hemo c. También se observé que
existen regiones conservadas que dan a la proteina una estructura de super barril dentro
del cual se encuentra el PQQ estabilizado por un ion de Ca?*. También se observé la
presencia del motivo CXXCH, asi como un residuo de Met conservado, que corresponden al
sitio de unidn al hemo c. Finalmente, se propuso un par de cisteinas unido al cimulo de tipo

ferredoxina [2Fe-2S].

Con ayuda de la secuencia de aminoacidos y empleando como molde una estructura de la
ADH de tipo Il de Pseudomonas putida se realizd una prediccion de la estructura que tendria
la subunidad | (SUI) de la PQQ-ADH de Ga. diazotrophicus. El modelo presenta un dominio
con una estructura de super barril (de unién al PQQ) y un dominio de unién al hemo c. De

acuerdo al modelo la probabilidad de error es menor en el domino de unién al PQQ.

En el modelo propuesto se establecié el sitio de unién al PQQ y al hemo ¢ de acuerdo a lo
observado en el andlisis de secuencias. Se propuso ademas al cimulo [2Fe-2S] unido al par
de cisteinas libres por un lado y por el otro a un residuo de Glu y a uno de Asp coordinado
de manera bidentada. Este modo de unién a un Asp y a un Glu, dando lugar a un hierro
pentacoordinado, es novedoso y no ha sido descrito en la literatura un cimulo similar. Es
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importante mencionar que la diferencia estructural encontrada puede explicar el
desplazamiento observado en el espectro de EPR para la sefial del cimulo de la PQQ-ADH
CON UNa gmax = 2.007que difiere del valor de g = 2.05 comunmente reportado para estos

cumulos.

Con el modelo realizado también se propuso al PQQ y al cimulo [2Fe-2S] dentro del sitio
activo de la proteina, y se propuso una ruta para la transferencia electrénica en la proteina
la cual comienza con una transferencia monoelectrénica del PQQ al ciumulo [2Fe-2S].
Posteriormente la transferencia electrénica se da a través de la cadena lateral de
aminodacidos hasta llegar a uno de los residuos de cisteina del hemo c. Dicha transferencia
es consistente con los potenciales redox de los cofactores encontrados previamente en esta

enzima.

Por medio de espectroscopia de EPR se realizd una serie de experimentos a temperatura
variable con los que se determind un acoplamiento de tipo antiferromagnético entre el
PQQ°* y el cumulo [2Fe-2S]*. Dicho acoplamiento es consistente con el modelo propuesto
en el cual tanto el PQQ como el cimulo [2Fe-2S] se encuentran muy cercanos en el espacio.
Por otro lado, el acoplamiento encontrado podria tener consecuencias para la estabilidad
observada de la proteina en el estado reducido explicando porqué, a pesar de los bajos
potenciales redox de los cofactores, la proteina se purifica siempre en estado reducido, aun

en presencia de oxigeno.

Por medio de espectroscopia de EPR, y empleando diversos agentes oxidantes, se
determiné el estado de espin de los hemos ¢ en la PQQ-ADH. Se encontré que el hemo ¢
con el potencial mas bajo (-64 mV) posee un atomo de hierro de alto espin mientras que los
hierros en los hemos c restantes son de bajo espin lo cual es consistente con otros ejemplos

descritos en la literatura.

Finalmente se llevaron a cabo experimentos de cristalizacién con los cuales se obtuvieron
cristales de la PQQ-ADH que difractaron a 4.3 A. Actualmente se sigue trabajando para

obtener la estructura tridimensional de la proteina. La obtencion de dicha estructura es de
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gran relevancia debido a que, a la fecha, no ha sido reportada la estructura de ninguna

alcohol deshidrogenasa dependiente de PQQ de tipo lll.
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