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Resumen

Entre las aplicaciones del modelamiento por homologia estan la prediccion de ligandos, el analisis
de mutaciones, y las actividades cataliticas. Normalmente, el uso de varios moldes produce modelos
mas precisos en la medida en que capturan mejor las variantes estructurales entre todas las posibles
conformaciones de las proteinas de una familia. E1 modelamiento comparativo es una estrategia
util cuando no se tiene informacion en las bases de datos y se quiere hacer un ensayo experimental
relacionado con la estructura y el funcionamiento de una proteina. En el presente trabajo se analiz6
estructural y funcionalmente la quinoproteina glucosa deshidrogenasa unida a la membrana
(membrane-bound PQQ-dependent glucose dehydrogenase, mGDH, PQQ mGDH) en Pseudomonas
fluorescens, reconocida como un microorganismo promotor del crecimiento vegetal y una de cuyas
funciones es la solubilizacion de fosfatos inorganicos catalizados mediante PQQ mGDH. Esta es
la primera enzima que participa en la oxidacion directa de la glucosa transformando la D-glucosa
a D-gluconato, proceso que es el inicio en la produccion de acidos organicos implicados en la
solubilizacion de fosfatos inorganicos. A pesar de la gran cantidad de estudios con esta enzima, no
se ha reportado la determinacion de su estructura tridimensional de la enzima quinoproteina glucosa
deshidrogenasa (PQQ-GDH) en la bacteria P. fluorescens. En este estudio se comparé la secuencia
de la proteina con las reportadas en las bases de datos para otras especies del género Pseudomonas
y se propuso un modelo tridimensional de la enzima PQQ mGDH en P. fluorescens mediante el
modelamiento por homologia para caracterizar su estructura secundaria, el dominio catalitico, y
el sitio de union al cofactor pirroloquinolina quinona (PQQ), asi como los dominios funcionales
presentes en la proteina.

Palabras clave: Bioinformatica; Modelamiento por homologia; Quinoproteina.

Abstract

Homology modeling is used for ligand prediction, mutation analysis, and catalytic activities. The
use of several templates produces more precise models to better capture the structural variants
among all the possible conformations of the proteins in a family. Comparative modeling is a useful
strategy when there is no information reported in databases and there is a need for an experimental
trial related to the structure and functioning of a protein. In the present study, we analyzed the
structure and function of the membrane-bound quinoprotein glucose dehydrogenase (PQQ mGDH)
in Pseudomonas fluorescens, known to be a plant-growth-promoting microorganism, one of whose
functions is the solubilization of inorganic phosphates catalyzed by the PQQ mGDH, which is
the first enzyme that participates in the direct oxidation of glucose by transforming D-glucose
to D-gluconate. This process is the beginning of the production of organic acids involved in the
solubilization of inorganic phosphates. Despite the large number of studies on this enzyme, none
determines the three-dimensional structure of the PQQ-GDH enzyme in P. fluorescens. In our
study, we compared the protein sequence with those reported in the databases for other species of
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Pseudomonas using a three-dimensional model of PQQ mGDH in P, fluorescens based on homology
modeling to characterize the secondary structure of the protein, the catalytic domain, the binding
site for the cofactor pyrroloquinoline quinone (PQQ), as well as the functional domains present in
this protein.

Keywords: Bioinformatics; Homology modelling; Quinoprotein.

Introduccion

El fésforo (P) es uno de los elementos esenciales en el desarrollo y crecimiento de las plan-
tas y representa aproximadamente el 0,2 % del peso seco de una planta. Se ha establecido
que, después del nitrogeno, es el segundo entre los nutrientes minerales que comunmente
limitan el crecimiento de los cultivos (Alori, ef al., 2017). Las plantas adquieren el fosforo
del suelo como ortofosfato inorgénico (Pi), cuya concentracion es controlada por procesos
quimicos y bioldgicos que lo fijan y liberan a través de complejas interacciones entre el
suelo, los microorganismos que en ¢l viven y las raices de las plantas (Lidbury, ef al.,
2016). La solubilizacion de fosfato mineral es una actividad esencial de muchas rizobac-
terias con la cual promueven el crecimiento vegetal; entre los géneros mejor estudiados
estan Pseudomonas, Bacillus, Rhizobium, Micrococcus, Acinetobacter, Flavobacterium,
Achromobacter, Erwinia y Agrobacterium. El mecanismo de su funcionamiento mejor
caracterizado es la liberacion de acidos organicos en el espacio extracelular para retener
los cationes divalentes (por ejemplo, Ca*") a partir de las formas de fosfato mineral poco
solubles, como la hidroxiapatita o el fosfato tricalcico, y, asi, liberar el fosforo en una
forma adecuada para la absorcion por parte de la planta (An & Moe, 2016).

Hasta ahora, las bacterias que solubilizan el fosforo (PSB) de forma mas eficientes
reportadas son las Gram negativas, las cuales utilizan la oxidacion directa de la glucosa
para producir &cido glucénico (GA) (Figura 1S, https://www.raccefyn.co/index.php/
raccefyn/article/view/1154/2924).

Hasta la fecha se han identificado dos tipos de quinoproteina glucosa deshidrogenasa
(PQQ-GDH) (EC 1.1.5.2): una unida a la membrana celular interna (mGDH) y la otra pre-
sente en forma soluble (sSGDH), las cuales muestran actividad en el periplasma de bacterias
Gram negativas. La mGDH se ha encontrado en muchas bacterias Gram negativas, como las
Gluconobacter, Pseudomonas 'y Acinetobacter, en tanto que la sSGDH es menos comin y se
ha reportado solo en A. calcoaceticus (An & Moe, 2016). La conversion de glucosa en GA es
catalizada por una glucosa deshidrogenasa unida a la membrana periplasmica (mGDH) que
forma un complejo con el cofactor pirroloquinolina quinona (PQQ) (Ben Farhat, et al., 2013)
codificado, a su vez, por un operéon que en P. fluorescens consta de 11 genes (Krishnaraj &
Goldstein, 2002; Goldstein, et al., 2003). La PQQ es un compuesto que es sintetizado en fase
estacionaria y funciona como un cofactor termoestable y soluble en agua. Se detecté inicial-
mente en bacterias metilotroficas y pertenece a la familia de cofactores del tipo o-quinona;
las enzimas a las que se unen este tipo de cofactores se han designada como quinoproteinas
porque poseen un sitio de union para alguno de los miembros de la familia o-quinona. La
PQQ es el tnico cofactor de esta familia que se une de manera no covalente a las enzimas
como glucosa, metanol, sorbitol y glicerol deshidrogenasas (Vera-Cardoso, et al., 2017).

Se ha establecido que P. fluorescens tiene una gran capacidad para solubilizar el fos-
foro, lo que sucede a través de dos vias: la produccion de acidos organicos (citrico, oxa-
lico, gluconico) que modifican el pH del suelo favoreciendo la solubilizacion del fosforo
inorganico y liberando el fosfato al suelo a través de las fosfatasas, enzimas hidrolasas
(monoesterasas y diesterasas fosforicas) que actian sobre las uniones ésteres liberando los
grupos fosfatos de la materia organica. Ambas vias generan la mayor cantidad del fosfato
disponible para ser absorbido por las raices de las plantas (Pérez, et al., 2015). Otro aspecto
destacable en P, fluorescens es la produccion de sustancias estimuladoras del crecimiento,
entre ellas las hormonas (auxinas, giberelinas y citoquininas); ademas, también producen
aminoacidos especificos para el crecimiento vegetal. Su produccion es posible siempre que
se adectie a la concentracion de organismos en el sistema radicular y que en el suelo haya
suficiente cantidad de materia organica (Pérez, ef al., 2015).
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Uno de los principales objetivos de la biologia estructural y de la quimica computa-
cional es conocer con exactitud la estructura de las proteinas (Babnigg & Joachimiak,
2010; Hamilton & Huber, 2008). Para ello se recurre a métodos protedmicos que facilitan
el aislamiento, purificacion y cristalizacion de las proteinas, y al analisis mediante métodos
de difraccion de rayos X o de resonancia magnética nuclear (RMN) (Asahi, ef al., 2010;
Sanchez-Garecés, et al., 2012). Sin embargo, hay algunas dificultades para obtener pro-
teinas cristalizadas en cantidades suficientemente grandes y de buena calidad para los
posibles ensayos de difraccion de rayos X (Chapman, et al,, 2011). En consecuencia,
todavia no se ha determinado la estructura tridimensional de la mayoria de las proteinas
(Yamamoto, et al., 2010), lo que brinda la oportunidad para ensayar diferentes métodos
que permitan conocer las estructuras de las proteinas de interés biologico para aplicarlas en
procesos de agroecologia. En los tltimos afios se ha avanzado notablemente en los métodos
de calculo de la quimica computacional orientados al modelamiento y evaluacion de las
proteinas, con lo que se han podido analizar in silico sus interacciones como alternativa
viable para ahorrar tiempo en el disefio de experimentos con mejores expectativas de éxito
y disminuir costos en materiales y reactivos (Wen, et al., 2011). El término “modelamiento
por homologia”, también conocido como comparativo o basado en plantilla (template-
based modelling, TBM), consiste en modelar la estructura en 3D de una proteina utilizando
a manera de molde otra estructura ya determinada experimentalmente. La estructura de la
proteina es de gran ayuda en el estudio de su funcion, su dinamica, las interacciones con
los ligandos y con otras proteinas.

En el presente estudio se propuso una estrategia para modelar y analizar mediante
métodos bioinformaticos la estructura tridimensional de la enzima PQQ- mGDH en
P fluorescens caracterizando su estructura secundaria e identificando sus dominios
funcionales y estructurales, asi como su interaccion con el cofactor PQQ.

Metodologia
Busqueda de la secuencia de la proteina PQQ- mGDH en Pseudomonas fluorescens

Se uso la plataforma del NCBI (Protein) (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/?term=) para
buscar la proteina de interés, obtener su secuencia y, posteriormente, hacer el modelamiento
por homologia. Para ello, se tom6 como referencia el genoma de la bacteria P. fluorescens
F113, y se determino en esta la secuencia correspondiente a la enzima PQQ- mGDH.

Alineamiento por pares y multiple

Con la secuencia ya identificada, se hizo un alineamiento apareado con la herramienta
BLAST (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) para detectar secuencias homdlogas. Se
extrajeron las secuencias correspondientes a otras especies del género y con estos datos
se hizo un alineamiento multiple con la aplicacion del programa Clustal Omega (https://
www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/) (Madeira, et al., 2019), con el fin de establecer el
grado de diversidad e inferir si la estructura que se pretendia modelar podria aplicarse a
las otras especies.

Modelamiento de la estructura tridimensional de la POQQ- mGDH de Pseudomonas
fluorescens

A partir de la secuencia proteica de la PQQ- mGDH de P. fluorescens se hizo el modela-
miento por homologia con la aplicacion de acceso libre Geno3D (https://geno3dprabi.
ibep.fr/cgibin/geno3d_automat.pl?page=/GENO3D/geno3d _home.html) (Combet, et al.,
2002). Para la visualizacion de todas las estructuras tridimensionales se utilizo el programa
RasMol (Sayle, 1995).

Evaluacion y validacion de la estructura tridimensional de la PQQ- mGDH de
Pseudomonas fluorescens

La validacion de los modelos se evaludé con los programas BIOVIA™ (https://www.
3dsbiovia.com/) (Dassault Systémes BIOVIA™, 2019), ProSA-Web (https://prosa.
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services.came.sbg.ac.at/prosa.php) y Verify 3D (http://nihserver.mbi.ucla.edu/Verify 3D/)
(Liithy, et al., 992). Todos los modelos generados por GENO3D se organizaron en el ser-
vidor Q-Mean (http://swissmodel.expasy.org/qmean/cgi/index.cgi) (Benkert, et al., 2009).

Anadlisis de los dominios de la estructura secundaria de la PQQ- mGDH de Pseudomonas
fluorescens

La estructura secundaria de la PQQ- mGDH se predijo mediante la aplicacion PSIPRED
(http://bioinf.cs.ucl.ac.uk/psipred/) (McGuffin, et al., 2000), la cual utiliza un método muy
preciso para la prediccion de la estructura secundaria a partir de secuencias de aminoacidos.

Determinacion de los dominios proteicos

Los dominios proteicos de la secuencia PQQ- mGDH en P. fluorescens se determinaron
mediante la herramienta de busqueda MOTIFsearch (https://www.genome.jp/tools/motif/).

Resultados y discusion

Caracterizacion fisicoquimica de la enzima

A partir de la secuencia proteica identificada para PQQ- mGDH de P. fluorescens (802aa)
en la plataforma Expasy (https://web.expasy.org/compute pi/), se determind su peso
molecular (86.107,29 Da) y su punto isoeléctrico (5,74), los cuales se acercan a los repor-
tados por Cozier, et al. (1999), con pesos moleculares para esta molécula cercanos a los
8,7kDa y un punto isoeléctrico de 6,0.

Alineamiento por pares y multiple

La secuencia de la proteina correspondi6 a la referencia WP_014339995.1 del NCBI
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/), es decir, la de la quinoproteina unida a membrana de
la familia glucosa/quinato/shikimato deshidrogenasa [Pseudomonas fluorescens]. El
alineamiento en BLAST permitié la identificacion de multiples especies de Pseudo-
monas, de las cuales se seleccionaron ocho que presentaban un valor de E de 0, una
identidad de >88 % y una cobertura de secuencia del 100 %. Las secuencias iden-
tificadas fueron: P. putida (WP_033044460.1), P. siryngae (WP_052966207.1), P.
chlororaphis (WP_047737089.1), P. corrugata (WP_024780902.1), P. mediterranea
(WP_047701274.1), P. frederiksbergensis (WP_039591463.1), P. brassicacearum
(WP _153388849.1), P. kilonensis (WP_0460648 50.1), P. thivervalensis (AXA56945.1),
y P. fluorescens (WP_150701985.1); con estas secuencias se hizo el alineamiento multi-
ple. El arbol filogenético (Figura 1) fue util para asociar la relacion de dichas especies
mediante una representacion grafica en la cual se observa especialmente la agrupacion
entre P. putida y P. fluorescens. Con este porcentaje de identidad (>88 %), el resultado del
modelamiento podria extrapolarse a estas otras especies.

Modelamiento de la estructura tridimensional de la PQQ- mGDH de Pseudomonas
fluorescens

Con base en los resultados del programa GENO3D para la secuencia de P. fluorescens,
se establecio que la mejor secuencia para el modelamiento por homologia correspondia a
la quinohemoproteina alcohol deshidrogenasa (1kv9) en P. putida HKS (Figura 2). Esta
molécula present6 la mayor similitud con la secuencia PQQ-mGDH de P. fluorescens, con
un valor de E de 1 x 10'* y una desviacion media de 5,393140 angstroms.

A partir de este analisis se generaron 10 modelos (Tabla 1) que se muestran super-
puestos en la figura 3a, en la que se observa que la desviacion entre los modelos es baja.
En la figura 3b se observa el modelo mas ajustado (modelo 10); ademas, se resaltan los
ocho dominios del propulsor beta (tridngulos punteados). En la figura 3¢ se muestra la
molécula completa y se resaltan las estructuras secundarias de la arquitectura del dominio
del propulsor beta, tipico de este tipo de enzimas.

Los valores de correlacion entre los diez modelos evaluados se determinaron mediante
la desviacion de la raiz cuadrada media (DRCM) con valores en angstroms (Tabla 2).
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Figura 1. Arbol filogenético producto del alineamiento en Clustal omega de las secuencias de
Pseudomonas reportadas para PQQ- mGDH utilizando los criterios descritos y a partir de los datos
del alineamiento de Clustal Omega en la aplicacion MABL (https://www.phylogeny.ft/)

Figura 2. Motivo de union al cofactor PQQ (propulsor beta). Se muestran los aminoéacidos con los
que interactiian: en verde se ve la molécula de PQQ en la quinohemoproteina alcohol deshidrogenasa
en P, putida y en purpura el HKS unido a un dtomo de calcio.

Evaluacion y validacion de la estructura tridimensional de la PQQ- mGDH de
Pseudomonas fluorescens

Los resultados correspondientes al grafico de Ramachandran, en el que se observan los
aminoacidos presentes en la region de valores permitidos y no permitidos para las diferen-
tes estructuras secundarias y la distribucion de los valores Psi/Phi para el modelo de
homologia de la PQQ- mGDH de P. fluorescens obtenidos con el programa BIOVIA™
(Dassault Systémes BIOVIA™, 2019) (Figura 4).
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Tabla 1. Comparacién de la calidad de los modelos producidos por el servidor Geno3D. Todos los modelos utilizaron la misma plantilla
(1kv9). Las columnas representan los valores de energia en Kcal/mol, el porcentaje de residuos que se encuentra en la region nuclear y el
de los residuos no permitidos en el diagrama de Ramachandran. Los valores de energia indican la fiabilidad y la precision de la estructura.

Nombre del  Molde Energia del Porcentaje de residuos en la regién del Porcentaje de residuos no permitidos
modelo modelo Kcal/mol  nicleo del diagrama de Ramachandran en el diagrama de Ramachandran
Modelo 1 1KV9 -24225,00 54,4 5,6

Modelo 2 - -24397,60 53,8 6,3

Modelo 3 - -24164,20 49,6 4,6

Modelo 4 - -24275,50 53,8 5,6

Modelo 5 - -24100,20 54,8 6,2

Modelo 6 - -244717,20 46,3 4,8

Modelo 7 - -23913,40 50,8 4,0

Modelo 8 - -14910,00 30,8 8,1

Modelo 9 - -24241,30 51,5 5,6

Modelo 10 - -24492,60 55,6 5,0

Figura 3. Modelos computacionales generados a partir del modelamiento por homologia de la PQQ- mGDH en P. fluorescens. Se muestra
en a) la superposicion de los 10 modelos generados, en b) el modelo con los mejores valores (modelo 10) y en ¢) el detalle de las estructuras
secundarias identificadas (color rosa: hélices alfa; color amarillo: hojas beta y en azul claro se muestran los plegamientos aleatorios
(random coils)).

Tabla 2. Ajuste estructural entre los modelos (DRCM en angstroms); desviacion media: 5,393140A

Modelo1 Modelo2 Modelo3 Modelo4 Modelo5 Modelo 6 Modelo 7 Modelo 8 Modelo9 Modelo 10

Modelo 1 0 1,36 1,39 1,38 1,52 1,41 1,61 20,88 1,39 1,48
Modelo 2 1,36 0 1,53 1,53 1,53 1,47 1,60 20,84 1,44 1,49
Modelo 3 1,39 1,53 0 1,50 1,45 1,38 1,56 20,88 1,44 1,53
Modelo 4 1,38 1,53 1,50 0 1,63 1,43 1,73 20,94 1,53 1,63
Modelo 5 1,52 1,53 1,45 1,63 0 1,44 1,56 21,08 1,47 1,60
Modelo 6 1,41 1,47 1,38 1,43 1,44 0 1,55 21,04 1,40 1,54
Modelo 7 1,61 1,60 1,56 1,73 1,56 1,55 0 21,02 1,54 1,49
Modelo 8 20,88 20,84 20,88 20,94 21,08 21,04 21,02 0 21,03 21,00
Modelo 9 1,39 1,44 1,44 1,53 1,47 1,40 1,54 21,03 0 1,47
Modelo 10 1,48 1,49 1,53 1,63 1,60 1,54 1,49 21,00 1,47 0
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El diagrama de Ramachandran (Ramachandran, ef al., 1963) del modelo 10 de la
PQQ- mGDH de P. fluorescens reveld que la mayor cantidad de residuos, 88,5 %, se loca-
liz6 en el cuadrante superior izquierdo (region mas favorable), que corresponde a las estruc-
turas de hojas beta paralelas, hojas beta antiparalelas y giros; las estructuras secundarias
sumaron un 55,6 % de los residuos totales (Figura 4). Ademas, se observa un cumulo de
residuos hacia el cuadrante inferior izquierdo que representa la region adicional permi-
tida y en el que se encontraron los residuos principales que tienden a formar hélices alfa,
los cuales sumaron un 30 % del total (Figura 4). Este tipo de distribucion de estructuras
secundarias es tipico del dominio propulsor beta, el cual es preponderante en este tipo
de enzimas. El 5 % de los aminoacidos totales se ubico en las regiones no permitidas v,
ademas, se observo que 520 residuos eran diferentes a la glicina-prolina; el nimero de
glicinas, representado en los triangulos, fue de 67, y el nimero de prolinas fue de 53, para
un total de 642 aminoécidos.

Con el fin de predecir la estructura secundaria propuesta para la secuencia de la
PQQ- mGDH en P, fluorescens y confirmar los resultados observados en el diagrama de
Ramachandran se utiliz6 la aplicacion PSIPRED (UCL Department of Computer Science:
Bioinformatics Group), analisis que evidencio que la enzima PQQ mGDH de P, fluorescens
contiene 14 tramos de aminodcidos con tendencia a formar hélices alfa y 38 tramos de
aminoacidos con tendencia a formar hojas beta. (Figura 28, https://www.raccefyn.co/
index.php/raccefyn/article/view/1154/2924).

180

135

90

45

-90

-135

-180
-180 -135 -90 -45 0 45 90 135 180
Phi

Figura 4. Diagrama de Ramachandran arrojado por el programa BIOVIA™ en el que se observa la
presencia de cada uno de los aminoacidos de la secuencia en las regiones permitidas y no permitidas
para las diferentes estructuras secundarias en la PQQ- mGDH de Pseudomonas fluorescens.
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Como parte del dominio preponderante de las PQQ- DH se conocen cinco clases de
propulsores beta con ejes de pseudo-simetria de cuatro, cinco, seis, siete u ocho hojas beta
(Pons, ef al., 2012). En cuanto al propulsor beta de la PQQ mGDH en P. fluorescens, se
han identificado ocho dominios de propulsores beta con cuatro hojas beta antiparalelas en
cada uno de ellos (Pons, ez al., 2012), y se ha establecido que las hojas primera y cuarta son
casi perpendiculares entre si (Kuriyan, et al., 2013) (Figura 3b). Debido a su estructura 'y
plasticidad, las interacciones entre proteina y proteina que se forman son aquellas entre las
caras superior, inferior, central y lateral del propulsor beta (Chen, et al., 2011). La funcioén
de la hélice puede variar segun el nimero de hojas (Pons, et al., 2012), caso en ¢l que los
propulsores beta de cuatro hojas funcionan principalmente como proteinas de transporte
y, debido a su estructura, tienen una conformacion favorable para la union del sustrato
(Chen, et al., 2011). A diferencia de los propulsores beta mas grandes, el propulsor beta de
cuatro hojas generalmente no puede hacer la catalisis por si mismo, y requiere un cofactor
para llevar a cabo dichas funciones. En el caso de la GDH, tanto la soluble como la que se
une a la membrana, el cofactor utilizado es la pirroloquinolina quinona (PQQ).

En este modelamiento se establecié que la PQQ- mGDH de P. fluorescens presentaba
cuatro hojas para cada uno de los dominios del propulsor beta, cuya estructura se estabiliza
principalmente a través de interacciones hidrofobas de las laminas beta, en tanto que la
estabilidad adicional puede provenir de enlaces de hidrogeno formados entre las laminas
beta de los extremos C y N-terminales; ademas, se ha reportado la presencia de un enlace
disulfuro (Pons, et al., 2012). Sin embargo, en este caso (modelo 10), la PQQ- mGDH
de P. fluorescens no establecio, al parecer, un puente disulfuro, ya que las cisteinas mas
cercanas se encontraron a mas de 6 angstroms entre si.

Con el fin de validar el modelo 10, se hizo un analisis de validacién estructural
utilizando la aplicacion Prosa-Web (Wiederstein & Sippl, 2007; Sippl, M.J., 1993). El
puntaje Z para la calidad del modelo total fue de -5,46, el cual se encontr6 en el rango de
las conformaciones nativas (Figura 5a). Ademas, para el analisis de la calidad local del
modelo se midio la energia basada en conocimiento (Figura 5b) determinando la presencia
de los picos correspondientes a las regiones de paso a través de la membrana de la proteina.
Asimismo, se hizo un analisis con la herramienta Verify 3D, el cual confirmo los resultados

Figura 5. Analisis de validacion de la estructura tridimensional del modelo propuesto (modelo 10) llevado a cabo en la aplicacion Prosa-Web.
a) Calidad total del modelo segun el puntaje Z. b) Calidad local del modelo a través de la medicion de la energia basada en conocimiento.
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obtenidos con la aplicacion Prosa-web determinandose que el 85,36 % de los aminoacidos
tenia un valor mayor a 0,2, con lo cual se verifico que la estructura era de alta calidad y
habia coherencia entre la secuencia y la estructura modelada (datos no mostrados), con lo
cual quedo validado el modelo para la enzima PQQ- mGDH de P. fluorescens (Figura 6).

Dependiendo de su estabilidad, las PQQ mGDH pueden clasificarse como tipo I y
tipo II. Las de tipo I se consideran de menor estabilidad que las de tipo II y han sido iden-
tificadas en E. coli y Pseudomonas sp, en tanto que las de tipo II se han encontrado en los
géneros Acinetobacter y Gluconobacter (Anthony, 2001). En la medida en que el enlace
disulfuro es una interaccion que estabiliza estructuralmente las proteinas, la imposibilidad
de que se forme este en la molécula modelada se podria asociar con el hecho de que las
PQQ mGDH de P, fluorescens pertenecen al tipo I, de baja estabilidad.

PQQO e interacciones moleculares con POQ- mGDH

La pirroloquinolina quinona (PQQ) es el grupo prostético de las quinoproteinas deshidro-
genasas que catalizan la oxidacion de alcoholes y aztcares aldosas en el periplasma de
las bacterias Gram negativas, y se aisl6 primero de GDH y MDH (Anthony & Zatman,
1967b; Hauge, 1964). Esta molécula es facilmente liberada de las enzimas por desnatura-
lizacion; después de su purificacion se demostrd que era un compuesto acido, altamente
polar, con una fluorescencia verde muy caracteristica (Anthony & Zatman, 1967a). Pos-
teriormente, su estructura fue dilucidada por cristalografia de rayos X y se la denomind
metoxatina (Salisbury, et al., 1979). Su nombre completo es 2,7,9-tri-carboxi-1H-pirrol
[2,3-f] quinolina-4,5-dione, y su nombre corto es pirroloquinolina quinona (PQQ) (Figura
38, https://www.raccefyn.co/index.php/raccefyn/article/view/1154/2924).

Su quimica y su funcion en las deshidrogenasas fue demostrada por Duine (1991)
y Duine & Jongejan (1989), quienes la describieron en detalle y demostraron que una
caracteristica clave de su estructura es la orto-quinona en las posiciones C4 y C5 del anillo
de quinolina, que se reduce a quinol durante la catalisis. La PQQ forma muy facilmente
aductos en la posicion C5, que pueden ser mecanismos importantes en la medicion e iden-

Figura 6. Modelo final propuesto para la enzima PQQ- mGDH de P. fluorescens. En rojo se muestran
las hojas beta y en amarillo, las hélices que constituyen el dominio propulsor beta.

1107


https://www.raccefyn.co/index.php/raccefyn/article/view/1154/2924

Chalarca-Vélez JR, Gaviria D

Rev. Acad. Colomb. Cienc. Ex. Fis. Nat. 44(173):1099-1112, octubre-diciembre de 2020
doi: https://doi.org/10.18257/raccefyn.1154

tificacion. El potencial redox de punto medio a un pH de 7 de la PQQ aislada es de aproxi-
madamente 190 mV, pero es probable que esto se vea influenciado por su entorno en las
deshidrogenasas. Una caracteristica importante de la PQQ es su capacidad de acomplejar
cationes divalentes en solucion (Good, et al., 2016; Itoh, et al., 1998). Los compuestos
modelo que los contienen pueden catalizar reacciones de oxidacion (Itoh, et al, 1998;
Itoh, et al., 2000), y hoy esta claro que es probable que todas las enzimas que contienen
PQQ tengan una acomplejada con un ion metélico divalente en su sitio activo.

En la aplicacion del PDBsum (http://www.ebi.ac.uk/thornton-srv/databases/cgi-bin/
pdbsum/GetPage.pl?pdbcode=index.html) se identificaron los residuos que interaccionan
con el cofactor PQQ para la molécula quinohemoproteina alcohol deshidrogenasa de P
putida utilizando con cédigo de acceso 1kv9, entre los que se encuentran Glu (59), Arg
(111), Thr (155), Gly (171), Ala (172), Thr (230), Lys (322), Asn (382), Trp (383), Val
(525) y un atomo de Ca (802) (Figura 7).

Con el fin de determinar los aminoacidos que interaccionan con la PQQ en la molécula
PQQ mGDH de P, fluorescens, se hizo un alineamiento en BLAST identificando las posi-
ciones de los aminoacidos mostrados en la figura 7 y la figura 4S, https://www.raccefyn.co/
index.php/raccefyn/article/view/1154/2924. Al analizar las posiciones de los aminoacidos
de uniodn a la PQQ para las dos secuencias de P. fluorescens y P. putida, se verifico que el 50
% de los aminoacidos (en verde en la Figura) fue idéntico en las dos secuencias (modelo/
molde; T-155 R-111, E-59 W-383, K-322), que un 20 % (en azul) estaban conservados
(modelo/molde: S/A-172, D/N-382), un 20 % (en rojo) cambid totalmente (modelo/
molde: V/G-171, N/T-230) y un 10 % no pudo ser identificado (Figura 58S, https:/www.
raccefyn.co/index.php/raccefyn/article/view/1154/2924). Estos resultados corroboraron
cuales eran los aminoacidos involucrados en la interaccion con la molécula de PQQ y
cuales los cambios que se presentaban en P. fluorescens con referencia a P. putida.

Figura 7. Interacciones de los aminoacidos con la PQQ.
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Evaluacion de los dominios presentes en la secuencia de la PQQ mGDH en P. fluorescens

La busqueda de los dominios se hizo en la plataforma MOTIF Search (https://www.genome.
jp/tools/motit/) utilizando 0,85 como limite para el valor de E. Los resultados se muestran
en la tabla 1S, https://www.raccefyn.co/index.php/raccefyn/article/view/1154/2924.

Es importante resaltar que se tomaron en cuenta los dominios de interés para el
modelamiento de la enzima, pero que también se identificados algunos significativos de
caracteristicas generales de la proteina. Por ejemplo, la repeticion del propulsor beta de
la PQQ, que es uno de los mas importantes y un tipo de arquitectura de proteinas con
conformacion beta caracterizada por cuatro a ocho laminas beta antiparalelas dobladas y
dispuestas alrededor de un eje central. El sitio activo de la enzima se encuentra a menudo
en la hendidura formada en el centro del propulsor por bucles que conectan los sucesivos
dominios de cuatro laminas. En este caso, la repeticion fue de una lamina beta (Pons, ef
al., 2012). Se identificaron también dominios directamente relacionados, como el PQQ,
asi como dominios de unién y de transporte a diversos monosacaridos, y dominios trans-
membrana. Asimismo, se determinaron algunas otras caracteristicas en la molécula, como
los dominios de holinas y el de transporte de aminoacidos, y resultd interesante encontrar
dominios en proteinas que se activan en respuesta a las bajas temperaturas en las bacterias
(Tabla 18, https://www.raccefyn.co/index.php/raccefyn/article/view/1154/2924).

La caracterizacion estructural de esta molécula es importante porque su actividad es
primordial en los procesos de solubilizacion del fosforo que hacen que P. fluorescens sea
una importante promotora del crecimiento vegetal. Ademas de esta actividad promotora, las
PQQ GDH se han aplicado en diversos campos, por ejemplo, para protocolos de analisis
(Kim, et al., 2016), la produccion de biocombustibles (Sakamoto, et al, 2015), y las
aplicaciones biotecnologicas (Laurinavicius, ef al, 2008) y de diagnostico. También se
ha estudiado la participacion del grupo PQQ en el metabolismo del cristalino ocular y su
relacion con la formacion de las cataratas inducidas con hidrocortisona en embriones de
pollo y se ha establecido que este reprime su formacion al inhibir las enzimas tirosinasa y
aldosa reductasa implicadas en este padecimiento (Ameyama, ef al., 1991; Hiraoka, et al.,
1996; Mclntire, 1998; Nishigori, et al., 1989).

Conclusiones

El modelamiento por homologia es una herramienta in silico valiosa para la determinacion
de la estructura 3D de una proteina cuya estructura real no se ha obtenido, hasta donde
se sabe, mediante difraccion de rayos X ni resonancia magnética nuclear (RMN), por lo
que constituye un primer paso hacia la investigacion con métodos experimentales. Se
sientan, ademas, las bases para el disefio de una metodologia menos especulativa y util
para obtener datos sobre el funcionamiento de la proteina con fines biotecnoldgicos. Los
resultados del analisis bioinformatico de modelamiento por homologia indicaron que la
enzima PQQ- mGDH de P, fluorescens presenta homologia con la enzima de P. putida,
lo que sugiere que es un microorganismo promotor del crecimiento vegetal 1til en los
procesos de solubilizacion del fosforo disponible en el suelo y de aquellos minerales cuya
solubilizacion requiera el ataque de acidos organicos producidos por las bacterias, por
ejemplo, la posterior asimilacion del potasio por parte de la planta. Tales hipotesis com-
putacionales proporcionan una plataforma para posteriores estudios sobre su potencial de
promociodn del crecimiento vegetal en microorganismos y sus mecanismos de accion.

Informacion suplementaria

Ver la informacion suplementaria en https://www.raccefyn.co/index.php/raccefyn/article/
view/1154/2924
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