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INTRODUCCION 

La biosfcra con1prende una gran cantidad de organisn1os vivos. los cuales están 

constituidos por células. un sólo organismo se encuentra estructurado por varios tipos de células 

y dentro de todas ellas se llevan a cabo múltiples reacciones bioquímicas. Cada reacción 

hioquimica que se produce es controlada por medio de una macron1olécula llamada enzima. la 

cual cumple con una función: acruar como catalizador muy especifico aumentando la velocidad 

de reacción. sin alterar las propiedades termodinámicas del sistcn1a y de esta manera. el proceso 

se logra aproximar al equilibrio. 

La enzinm está formada por cadenas de aminoácidos estableciendo una estructura protéica 

que puede ser de tres formas: ya sea b-hoja. a-hélice o en forma de cordón (aleatoria). Además. 

puede llegar a contener una especie de molécula que ayude a la enzima en su papel y es llamado 

cofactor. 

Durante mucho tiempo se manejó que las enzimas contenían algún metal; Lenhinger. en 

1950. estimó que aproxin1adamcntc un tercio de las enzim¡1s requieren la presencia de un n1etal 

como cofactor o grupo prostético y de esta manera. obtener así. la máxima actividad en el 

proceso catalítico. 

Cuando están unidos el cofactor y Ja cnzin1a se manifiesta la máxima actividad catalítica 

y se le nombra entonces holocnzima. cuando el componente protéico y el cofactor están libres. la 

actividad disnlinuye o es nula y entonces se le llama apoenzi1na a la parte proteica. 

l lacc mil1oncs de años. la Tierra contenía una atmósfera compuesta de metano e 

hidrógeno molecular por lo que sus organismo vivos tenían un metabolismo basado en éstas 

moléculas y auxiliados principalmente por metales de transición. por esta razón. hay un número 

muy grande de enzimas conteniendo algún metal aunque ahora la atmósfera es rica en oxígeno 

molecular. 

Los mecates de transición muestran propiedades diferentes a los demás elementos debido 

a que en su última capa pueden presentar diferentes configuraciones. de tal forma que se 

identifican por tener varios estados de oxidación. están unidos a varias especies a su alrededor y 

sobretodo. promover la catálisis de muchas reacciones. 



Al observarse diferentes estados de oxidación se realizan entonces pérdida o ganancia de 

electrones por Jo que pueden favorecer reacciones de transferencia electrónica y en los sistemas 

biológicos son muchos los procesos donde existe una captación de energía a través de la 

transferencia electrónica. 

Cuando el metal está unido con la enzima lo hace de dos formas distintas: ya sea con 

formación de enlaces de coordinación a ligandos o por fuerzas electrostáticas ya sea puentes de 

hidrógeno o fuerzas de Van der Wals. 

Las propiedades oxidoreductoras de los metales de transición son limitadas dentro de los 

sistemas biológicos debido a que las células se encuentran en medio acuoso. De esta forma. no 

puede llevarse una transferencia electrónica con cualquier metal y con cualquier estado de 

oxidación sino únicamente con los que tienen un potencial dentro del rango de oxidación y 

reducción del agua. y entonces aparecen en mayor proporción los metales con estados de 

oxidación más estables. 

Por otra parle. se puede seilalar que las propiedades rcdox no solo dependen del medio 

sino también de los tipos de ligando. la disposición espacial y el eft!cto cstCrico. por ejemplo. los 

álamos donadores suaves o con sislcmas dcslocalizados pi. son más n:ípidos de oxidarse. 

Estas propiedades (oxidoreductoras) hacen al metal actuar como un interruptor teniendo 

éste un cambio de oxidación causando una modificación en las longitudes de enlace y afectando 

por to tanto Jos ligandos. por Jo que hay un cambio simbiótico entre el potencial redox y la 

estructura coníonnacional de la enzima. 

El metal de transición presenta como una ventaja en el sitio activo. la fuerza de unión que 

en algunos casos es muy fuerte y en otros débil. Por otro lado. se manifiesta una velocidad de 

intercambio de ligandos que produce selectividad hacia los sustratos. observándose también su 

alta afinidad por los electrones como una guia de la fuerza ácida que se conoce comúnmente 

como potencial de ionización. 

El metal de transición dentro del sitio activo está colocado en un espacio cubriendo 

ciertos aspectos muy importantes. Apan:cicndo frecuentemente que el sitio activo no representa 



una estructura al azar sino que está bien definida y únicamente ciertos aminoácidos como son 

histidinas. metioninas. ácido aspártico y glutamina (donde su unión es con oxigeno. nitrógeno o 

azufre). esto hace pensar que el número de coordinación del metal depende también del balance 

entre las energías de enlace y de repulsión con los ligandos por lo que el metal llega a demostrar 

gran facilidad en la interconversión del número de coordinación para llevar la catálisis del 

sustrato. 

De esta manera. el sitio activo está diseñado para favorecer una catálisis bioquímica por 

medio de las propiedades tanto del metal como de los ligandos._ así como de la geometría del 

espacio provocando al mismo tiempo estabilidad a la estructura completa de la enzima~ 

En el momento en que se produce una reacción dentro de las enzimas. cada metal llega a 

desempeñar diferentes funciones. como la simple activación del sustrato en forma rápida y 

adecuada para reacciones posteriores o también puede introducirse completamente en el 

n1ecanismo ayudando a la transformación del sustrato a producto. en este caso. es muy común 

que et n1etal ejerza una capacidad hacia reacciones con transferencia electrónica. y de este modo. 

favorecer la captación de energía dentro de los sistemas biológicos. Por otra parte. existen 

algunos n1etales que proporcionan electrones no apareados (paramagnc!ticos) y que se identifican 

fácilmente por tener un especial potencial de rcactividad asociado con la ocupación de orbitales 

sigma al igual que la capacidad de donador pi y baja simetría para originar reacciones por vía 

radicales libres o también n1ctalcs considerados ácidos de Lewis. los cuales sustentan Ja 

formación de carbocationcs o carhaniones. 

Es intercsant~ notar que mucha de Ja información acerca de las mctaloenzimas se 

encuentra publicada en diversas revistas y libros y que al mismo tiempo cada articulo o 

publicación presenta sólo algunos detalles sobre la interacción entre el metal y la proteína. En 

este sentido. el trabajo trata de reunir y conjugar todos estos datos. 

Se observará que el contenido de la tesis comprende la unión de dos áreas distintas pero 

que se conjugan para dar lo que se llama estudios de frontera. Estos estudios abarcan a ta 

bioquímica y la química inorgánica formando lo que se llama quín1ica bioinorgánica. La química 

bioinorgánica estudia las funciones que logran tener los elementos químicos aparte del carbono. 

nitrógeno. hidrógeno y oxígeno. Un punto esencial dentro de esta área es la hiocatálisis químic;.1. 



En el presente trabajo. se realiza una investigación sobre las funciones más importames 

que tienen los metales de transición con las enzimas. Se observará que la identificación y 

caracterización de estas enzimas es amplia y cubre varios aspectos que van desde fisicoquímicos 

como son: formación de carbocaliones. de carbaniones o radicales libres. así como de análisis 

confonnacional. cstercoquímica. aspectos analíticos como son las técnicas de espectroscopia 

electrón paramagnética. espectroscopia Mosbaüer. rayos X. cron1atografía. utilizándose para la 

comprobación de fornl~lción de intertncdiarios y/o productos; finalmente. el aspecto inorgánico 

como son número de coordinación. propiedades magnéticas. tipos de ligando. ángulos y 

longitudes de enl~1ce. clc. 

Los capítulos son presenmdos de acuerdo a la importancia de las reacciones y como se 

cncuencran en los sistemas biológicos. 

Se espera que este crabajo contribuya para el conocimiento tanto de la función que tienen 

los metales de transición y saber sobre sus propiedades en sistemas biológicos como para 

comprender por que las enzimas tienen cierta estructura. estabilidad y actividad. 

iv 



l. GENERALIDADES 



GENERALIDADES 

A. Enzimas. 

Las enzimas son principalmente proteínas que se encuentran en las células de los 

organismo:s vivo_s y tienen la función de catalizar específicamente una reacción bioqu.h:nica~ 

La molécula sobre la cual actúa la enzima paro fonnar el producto se llama_. Sustrato. La 

enzima puede estar temporalmente unida con el sustrato en el estado inicial y en el estado 

intermedio .. postcriom1entc hay la liberación del producto y la regeneración de la estructura 

Proteica. 

Las enzimas como catalizadores tienen dos características importantes: primero ... no se 

transfonnan cuando transcurre la reacción y la segunda. no modifican el valor de la constante de 

equilibrio de la reacción. 

La actividad de algunas en7.imas depende de su estructura como proteína. mientras que 

otras necesitan uno o mas componentes llamados cofactorcs. el cofactor puede ser un ion 

metálico o bic:i una rnoli!cu1a orgánica llan1ada cocnzima. 

Los cofactores y los grupos prostéticos son pequeñas moléculas orgánicas o inorg.llnicas y 

la diferencia entre estos dos es el tipo de unión que mantienen con la enzima. el grupo prostético 

esta muy fucrtl.!mcntc unido a la enzima.. por ejemplo el grupo hcmo es un grupo prostético que 

puede disociarse solamente con ácidos fuertes. El complejo cnzima·cofactor que es 

cntaliticnmcntc activo recibe el nombre de holoenzima. cuando el cofactor se separa de la enzima 

y ésta queda inactiva catalíticnmcntc se le designa apocnzima. 

Una característica más es que tienen un nito grado de especificidad que consiste en el sitio 

de unión del sustrato y tienen un acomodo de grupos químicos sobre la superficie. esta unión 

puede ser integrada dentro del sitio activo. sin embargo. en algunos casos pueden ser sitios 

adyacentes formados por medio de plegados de la estructura. Los grupos químicos involucrados 

en la unión del sustrato y en la catálisis frecuentemente son ta cadena lateral de los aminoñcidos. 

Existe una región dentro de la enzima llamada sitio alostérico. en esta panc se unen 

pcquei\as moléculas que realizan un cambio conformacional y provocan mayor o menor 

actividad de la enzima ( DEVLIN. 1992). 



J. Clasi ticación. 

Ln Unión Internacional de Bioquímica clasifica a las enzimas en seis clases principales 

de acuerdo con el tipo de reacción cat.ali?.ada. después cada clase es subdividida en varias 

subclases y posteriormente se subdividen. A cada clase y subclases se le asignan un número hasta 

obtener cuatro dígitos,. además. el nombre se Iorma mencionando primero ni sustrato y luego por 

el tipo de reacción y con Ja terminación asa. 

Clase 1 Oxidoreductasas. 

Estas enzimas c:::ualizan reacciones de oxidoreducción y se clasifican en las siguientes 

subclases 

OXidasas: Transfieren dos electrones del oxigeno molecular resultando frecuentemente en la 

fonnación de 1 b02. 

Oxigcnasas: Catalizan la incorporación de oxígeno dentro del sustrato; en el caso de 

dioxigcnasas_ ambos átomos de oxigeno (02) se incorporan mientras en las monoxigenasa solo 

un átomo de oxigeno se integra como grupo hidroxil y el ouo oxigeno se reduce a H 20. 

Pcroxidasa: Utilizan H202 como ugcnte oxidante. 

Catalasas: Son las únicas dentro de Ja célula en las que Hi02 funciona como donador y receptor. 

H202 + H202 -J> 02 + 21-bO 

Clase 2 Transfcrasas. 

Estas enzimas se encuentran involucradas en la transferencia de un ion de algún grupo 

funcional. los grupos amino. ncil. fosfalo y carbono y glucosil son los mejores radicales 

transforidos. 

Aminotransferasas: Transfieren al grupo amino de un aminoácido a un receptor cetoácido 

resultando la formación de un nuevo aminoácido y un c..:toácido. 

Kinasas: Son las que catalizan la transferencia de un grupo fosforil de ATP u olro nucleótido 

lrifosfato hacia algún alcohol o grupo receptor amino. 

Clase 3 Hidrolasns. 

A esta clase de enzimas se puede considerar una clase especial de transferasas ya que el 

grupo donador se transfiere al agua o la reacción generalizada es la descomposición hidrolítica 

de enlaces C-0. C-N. 0-P y C-S. 



Clase 4 Liasas. 

Estas clases de enzimas adicionan o transfieren agua. amonio y/o bióxido de carbono. 

Clase 5 lsomerasas. 

En esta clase rcali?..a la isomeriza.ción tanto de tipo cis-trans como aidosa-cetosa asi como 

de tipo R-S. 

Clase 6 Ligasas. 

Estas enzimas están envueltas en reacciones donde dos moléculas se unen a expensas de 

un '""enlace fosfato de alta cncrgian (DEVLIN. 1992). 

2. Especificidad y sitio activo. 

Como se habia mencionado antes. la especificidad reside precisamente en el sitio de 

unión del sustrato sobre la superficie de la enzima. La estructura tiene tal forma que se crea una 

región con dimensiones moleculares exactas y donde el alineamiento de grupos elcctrofilicos y 

regiones hidrofóbicas pueden acomodar al sustrato. de esta manera. la especificidad de la 

reacción depende de los aminoácidos que hay en el sitio activo y especialmente de los que 

participan en el rcacomodo durJnte la catálisis. 

Uno de los prin1eros modelos para explicar la especificidad del sustrato fue el de la 

··cerradura-llave·· donde el sustrato se ajusta al sitio de enlace exactamente como una llave en 

una cerradura o tambi~n como un guarne y una mano: sin en1bargo, plantea una estructura muy 

rígida de la enzima y por tanto no puede ser totalmente cierto. 

Los elementos más importantes que se encuentran alrededor del sitio activo hacen que el 

sustrato pueda ajustarse correctamente y que halla una interacción entre éste y la enzima 

conduciendo a un camhio confom1acional. 

A partir de observaciones experimentales surge el concepto de "ajuste inducido·· donde el 

sustrato tiende a fonnar el producto como resultado de un cambio confonnucional inducido 

dentro de la enzima. 

Son necesarios al menos tres diferentc=i sitios de unión sobre Ja superficie de la enzima 

para distinguir entre grupos idénticos de un sustrato proquiral. La inclinación presentada por las 

e;:nzimas hacia ciertos sustratos se llama especificidad c:nzimiitica. 



El fundamento de la especificidad enzimática es la existencia de un sitio activo con una 

agrupación ordenada espacialmente. es decir. que sea estructuralmente asimétrica en un número 

pequeño de aminmicidos. esta región se estabiliza por la confonnacióri completa de la molécula. 

Este concepto puede con1prcndcrse claramente a partir de la anatomía de la enzima y 

especialmente en función de cuatro tipos de residuos de aminoácidos: l) Residuos no esenciales. 

pueden ser reemplazados y en ocasiones. eliminados sin presentarse una pérdida en la función o 

confom1ación de la enzima. 2) Residuos estructurales* los cuales son esenciales en el 

mantenimiento de una conformación ordenada de la enzim~ 3) Residuos de unión. éstos son 

responsables de In asociación de la enzima con el sustrato. 4) Residuos cntaliticos participan en la 

tmnsfonnación química del sustmto y que pueden o no servir como residuos de unión. 

Obviamente. los residuos estructurales. los de unión y los catalíticos se consideran 

fundamentales y cualquic:r modificación de estos diminuye la actividad enzimática. El sitio activo 

contiene residuos de unión y catalíticos .. mientras los estructurales dirigen y estabilizan los 

pliegues de la cadena polipepti<lica. 

En este sentido. In nsimt:tria de la unión y los residuos catalíticos en el sitio activo 

dctenninan la modificación cslercoespccifica de un sustralo sin1étrico (DEVLIN .. 1992). 

3. Mecanismos de reacción. 

Es importantc sc1"\alar que las reacciones producidas se pueden clasificar principalmente 

por el lipo de proceso que se lleva a cabo. por ejemplo: a) catálisis ácida ocurre que un fuerte 

electrófilo (1-1'") ataca primero al oxigeno rico en electrones dcsenlaz.ando la carga negativa y 

dejando al carbono con mayor carga positiva siendo susceptible n ataque por agua. b) la catá.lisis 

ácida gcneraL el protón es donado por un grupo débilmente ácido. c) catálisis básica. un 

nuclcófilo fuerte (011") hace el ataque nl grupo carbonilo y d) catálisis básica general .. el 

hidróxido se fomrn en el sitio de ataque por extracción de un protón del ugua. e) catálisis de un 

ión metó.lico. un cation interactua inicialmente con el oxígeno del grupo curbonilo y promueve el 

desplaz.an1iento del clcclrón. 

Un catalizador baja la barrera de energía de una reacción .. por ejemplo. a partir de .t..\.G=.6.H 

- T .ó.S se puede observar que para una gran distribución de la energía (un valor grande y positivo 

.6.H) o una improbable configuración en el estado de transición (un valor grdnde y negativo AS) 

hacen que el valor de AG sea considerable y positivo y entonces se tiene una reacción lenta. Aqui 



6S refleja el factor de una orientación que guardan los reactivos y las colisiones que ocurren 

entre estos. Se puede pensar que el catali7.ador ayuda en la unión de dos moléculas de reactivos 

dándose una orientación propia e incrementando las oportunidades para reaccionar y conducirlos 

a un estado de transición aun cuando el valor de 6S sea muy pcquet"\o (MATliEWS .. t 990). 

4. Cinética Enzimática. 

Una forma sencilla de describir la reacción entre un sustrato. una enzima y la formación 

del producto es: 

E+S=ES--> E+P 

Entonces suponiendo que es la reacción de primer orden. la velocidad de la reacción se define 

corno: 

V= K..,[ES] 

[ )= Concentración. 

No obstante. seria mejor expresarlo en función de las concentraciones de la enzima y el 

sustrato. Para hacer este cambio. se puede realizar de dos fonnas • la primera fue efectuada por 

Leonor Michaelis y l\•1audc Menten. ellos supusieron que el valor de Kcat es muy lenta comparada 

con la velocidad de fom1ación del complejo ES. por lo tanto se puede decir que 

K,= [E) (S)/(ES] = K,IK.1 

K .. es la constante de disociación del complejo ES y [E] se refiere a la enzima libre. Esto significa 

que solo una parte de la enzima total [E)1 esta reaccionando 

[E)= (E),- (ES] 

Sustituyendo estas expresiones en la primera ecuación. se tiene: 

V~ K.,.,[EJ 1 (S] I (S] + K, 

Esta ecuación es llamada de Michaelis-Menten. La gráfica de V vs S señala que la 

concentración del sustrato limita la velocidad (Vm} y ésto es causado por que la enzima está 

saturada. 



!SI 

Posteñonnente Briggs & Haldane presentaron un modelo más representativo: este modelo 

se basa en los siguientes nrgumentos: es mayor y más rápido el (ES) formado que el disociado. 

Esto significa que (ES) se fom1ará y rápidamente tendrá. un estado fijo en el cual quedará 

constante. En este estado permanecerá hasta que todo el sustrato haya sido consumido. 

V~ K,.,[E] [S] I [S] +Km 

V= Vm [S] IS +Km 

Km= K.1 + K.,;111/ K1 

Esta es llamada ecuación de Briggs-Haldane. sin embargo se llega al mismo resultado que de 

lV1ichacJis-Mentcn (f\..1ATHEWS. 1990). 

S. Inhibición enzimática. 

Muchos tipos de moléculas inhiben a la enzima uctuando de fonna variada La inhibición 

se divide en reversible e irreversible: la reversible consiste de In unión no covalcntc de una 

molécula. disminuyendo la actividad de la enzima. En la irreversible. la molécula se une 

covalcntcmcntc a la enzima y la incapacita. Definitivamente. la inhibición reversible sucede 

como una respuesta celular mientras la inhibición irreversible produce cambios lentos y 

pennancntes. Las sustancias tóxicas son en muchas ocasiones inhibidorcs irreversibles de 

enzimas. 
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Otro tipo de inhibiciones es la competitiva y la no comp.ctitiva_ la inhibición competitiva 

existe unn molécula tan parecida al sUstrnto'. que:, la .'Cn~i~~ · 1a acCPta en· su sitio de unión. Sin 

embargo. es posible unirse nl sitio activo pero no Ú~~ar ~"~b~ el .. Píoce~o c~Í:aHlico .. simplemente 

pasa el tiempo en el sitio activo. 

La inhibición no competitiva sucede _cuand~ ~na ~olécula o ion se une a un segundo sitio 

sobre la superficie de la enzima (no sobre el sitio activo). puede ser que distorsione la estructura 

y entonces el proceso catalitico no es eficiente (MATHEWS .. 1990). 

B. Meta.les de transición. 

Existe una distribución homogénea de algunos metales de transición en los sistemas 

biológicos y se debe a las propiedades tan similares que tienen dentro del metabolismo. 

Una parte considerable de enzimas contienen una unión débil o fuerte con algunos 

metales de !ransición y es indudablemente que el hierro es c1 más importante_ debido a sus 

propiedades. tanto oxidorcductoras como hidro líticas. 

Es probable que el par rcdox Fc(lll)/Fe(ll) haya surgido como una necesidad en la 

descomposición de l-1202_ así como también en la fonnación de cargadores corno el grupo 

hcmo. 

El problema de1 origen de la vida tiene una posibilidad en la química de coordinación. 

algunos resultados señalan la evolución de la vida y su relación con complejos de metales de 

transición (SIGEL. 1986). 

1. Características químicas de los diversos estados de oxidación de los metales de transición. 

Cuando se examinan los estados de oxidación de la primera serie de transición • existe 

una tendencia general a un número pequei'\o en los extrcn1os de la serie y un mayor nú.n1ero en la 

parte central. El que tenga pocos estados de oxidación en los extremos es por el hecho de poder 

perder o compartir muy pocos electrones tipo d. Un segundo factor que tienden a reducir la 

estabilidad de altos estados de oxidación hacia el final de la serie_ es et constante aumento en d 

nú.mcro atómico efectivo. Esto provoca una disminución en la energía de los orbitales d_ los 

emerge en las capas internas de los electrones y dificulta su capacidad de enlace. Así_ al inicio de 

una serie es dificil formar especies que no utilice electrones d. Como consecuencia de ésto. los 



máx.intos estados de oxidación dan una estabilidad razonable .. equivalente a \a suma de 

electrones s y d hasta manganeSo sC?guido.por Ún descenSo~en \a ~sta~i\i~,ª~- dc.l_os c:stados de 

oxidación altos . 

En ocasiones una propiedad quimicn que depende ... de.la Citrgll. c8ti6nica es.e\ número de 

coordinación y también por el tan'lai\o .. no obstante .. \os cationes· con ·cargas mayoreS tienden a 

tener número de coordinación grande. Esto es resu\\~do ·d~)U.··etCCÍ.ron6~atividad de Pau\ing. Por 

otra parte .. en los estado de oxidación extremadamente altos existe ui:ia tendencia a forrnar 

enlaces dob\e metal-oxigeno to que provoca otro tipo de enlaces del oxigeno a\ metal y se 

presentan especies tetraédricas (.HUHEEY,. \98\). 

a) Teoria de Orbitales Moleculares. 

Esta teoría define las distribuciones espaciales de tos electrones en un átomo aislado. las 

configuraciones electrónicas dentro de tos orbitales y deduce las configuraciones electrónicas 

moleculares acontodando a los electrones disponibles en estos orbitales. 

La combinación de los orbitales atómicos producen orbitales moleculares. de los cuales la 

mitad son de menor energía que los orbitales atómicos originales (Orbitales moleculares de 

enlace) y la otra mitad de muy alta cncrgia (orbirnles moleculares de antienlacc). La situación es 

complicada en los n"lctalcs de transición ya que poseen varios tipos de orbitales atón'licos. 

Cuando los orbita1cs se superponen sobre e\ eje entre dos átomos enlazados se fonna un 

enlace sigma~ ésto puede ocurrir no solo en el caso de los orbitales p sino tambi.én para orbitales 

s+s. s+p. s+d >· p+c.l. Para que ocurra una interacción significativa entre dos orbitales atómicos. 

sus energías deben ser idCnticas. La combinación de orbitales de un metal y un ligando de energía 

excesivamente diferentes puede despreciarse. 

En un complejo <.'Ctaédrico de tipo ML6 • los únicos orbitales metálicos que por lo común 

pucdc:n superponerse con orbitales sigma de tos ligandos son el par e 8 del nivc1 3d. Esto produce 

el diagrama de niveles energéticos de orbitales moleculares. el cual puede entenderse si se 

advierten los siguientes puntos. 

l. Los orbitales mctá.licos t2i; debido a su forma no se superponen con los orbitales sigma del 

ligando. Estos son orbitales de ··no enlace· .. y permanecerán asociados al metal. 

11. Las formas y posiciones de los orbitales moleculares no se muestran directamente. sin 

embargo. un orbital n'lolccular se asemeja mas al orbital atómico de energía parecida. 
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111. Un enlace es puramente covalente si los orbitales moleculares. y los electrones que los 

ocupan. están compartidos igualmente por los átomos enlazados {COTTON. 1978). 

b) pH y potencial rcdox. 

Los sistemas biológicos mantienen una dependencia del pH y potencial rcdox. por lo que 

se encuentran limitados a ciertas condiciones. En este sentido. se conoce que a pH 7 el potencial 

redox del ngua está restringido a un rango entre -0.4 a +O.SV con respecto al electrodo de 

hidrógeno y corresponde al sistema H ... /H 2 y 0 2/0H-. es decir. en los ténninos donde el agua '-'S 

reducida y oxidada respectivamente. Así también. se espera que los iones metálicos en medio 

acuoso queden dentro de este rango. 

El único elemento de interés biológico que no cumple con estas generalizaciones es el 

molibdeno; este elemento del segundo periodo de los metales de transición se comporta como un 

no metal. tiene una amplia variedad de estados de oxidación en agua (FRAUSTO .. 1991 ). 

e) Control Selectivo de Estados de Oxidación en Metales. 

Como se indicó antt!'rion11ente. los estados de oxidación se limitan al rango de oxidación 

y reducción dd agua. Csto causa un control selectivo de los estados de oxidación. Hay otras 

especies que ayudan al control. tal como la fuerte unión que tienen a un estado de oxidación y la 

geometría que posee el metal. Otro punto importante es el tipo de quelante y el tipo de reacción 

que lleva a cabo el metal. así como también la velocidad de intercantbio de ligados (FRAUSTO. 

1991). 

2. Propiedades de los metales de transición en los sistemas biológicos. 

Varios n1ctalcs de transición presentan algunas propiedades que favorecen los procesos de 

que se llevan en los sistemas biológicos. El zinc se canicteriza por tener una carga altamente 

concentrada. ya que es un ion pequeño ( 1.65 A. de radio). Una carga electrostática de dos y un 

pequci\o tamai\o da una moderada unión a aniones tales como carboxitato y l'Osíato. El potencial 

de iuni7.ación es una guia de la fuerza ácida de Lewis y debido a que el zinc tiene una alta 

afinidad electrónica. esto lo hace un ácido fuerte de Lewis .. 

., 



A continunción se describen algunas propiedades del zinc en sistemas biológicos: 

• El zinc es el metal catalítico mns comUn en el citoplasma celular. 

• Las enzimas digestivas que continen zinc son activas tanto dentro como fuera de Ja 

célula. 

• El zinc tiene un papel estructural. que se extiende desde filamentos hasta en tu 

organización de cromosomas. 

• Con un papel regulador el zinc se encuentra en el DNA de células procariontes 

(FRAUSTO. 1991). 

El hierro no sólo esta en la catálisis de oxidoreducción y bioenergética. sino también. en 

sistemas de control y en varias reacciones de tipo ácido-base. Las principales funciones del hierro 

son 1) síntesis de dcsoxiribosa 2) transpone de oxigeno 3) activación de oxigeno 4) hidrólisis de 

fosfoester y 5) depósito y transporte de fósforo. 

Se consideran tres grupos de proteínas que contienen hierro )' que están basados en el 

grupo funcional presente en cada proteína: proteínas sin hemo. hemo proteínas y proteínas Fe/S 

(KENDRICK. 199:?). 

El manganeso presenta gran interés debido a que se encuentra relacionado en la 

liberación de oxigeno molecular por el sistema de la fotosintcsis 11. La forma más estable del 

manganeso en solución acuosa es Mn(ll) mientras que en solución básica y en presencia de 

oxigeno se encuentra como Mn02 • Los complejos de Mn(ll) son hcxa coordinados y octahédricos 

pero hay algunos ejemplos de complejos irregulares de número de coordinación siete 

(KENDRICK. 1992). 

Las propiedades redox del cobre dependen ampliamente de los tipos de ligandos. de la 

disposición espacial y el solvente. El cobre dentro de las proteínas no tiene una alta simetría mas 

bien es totalmente variable. 

El Cu(l) es un ácido extremadamente suave debido a que sus complejos son más fuertes 

con halógenos y la coordinación tetrnédrica domina (SIGEL. 1986). 

El Ni(IJ) es el estado de oxidación mas estable en solución acuosa. Este ion fonna 

complejos simples con nUmcro de coordinación 4. 5 y 6 (SIGEL. 1986). 
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El cobalto no sólo es rico en electrones sino también posee bajos estados de oxidación. 

Sus electrones 3d pueden formar orbitales sigma o pi en estados de bajo espín. El ion d 8 bajo 

espín es expuesto a un doble orbital ocupado d1-2 lo cual lo hace una busc muy fuene de Lewis. El 

ion tetragonal bajo espín d 7 es un radial libre. El cobalto usado en biología se encuentra en un 

estado estable (bajo espín) (FRAUSTO._ 1991 ). 

El molibdeno generalmente forma complejos uniéndose a O ó N y teniendo una geometría 

octaédrica. la coordinación que tienen el molibdeno en algunas enzimas es de cinco debido a que 

se une al azufre formando especies M=S o teniendo ligandos tiolatos. Aunque también hay 

muchas estructuras no conocidas ya que el molibdeno demuestra gmn posibilidad en la química 

estructural (FRAUSTO. 1991). 

El vanadio tiene asociado una actividad catalítica. este elemento tiene una química muy 

rica con el oxigeno llegando a formar oxianioncs y oxicationes VO.i2 ... V02 ... y VOi"". También 

se presenta una química con el azufre así por ejemplo hay vs4
3

• y centros catiónicos con10 vs2
-

y VSSl-l+ y agrupaciones de Fe/S lo cual esta asociado con la fijación de nitrógeno. A pH neutro 

el estado predominante es la especie vanadato. sin embargo. hay complejos con estado de 

oxidación mas bajos que también se encucmran comúnmente. El número de coordinación de 

vanadio (ll) y (lll) es octaédrico (CHASTEEN. 1990). 

El tungsteno forma oxianiones tctraédricos (W04
2 • ) cuyas sales alcalinas son solubles en 

agua. Estos aniones se polimeri7..an por acidificación dando lugar n la fonnación di! una especie 

de isopolianioncs muy complejos. 

La reducción de compuestos de tungsteno conduce a la fom1ación de oxo especies de 

tungsteno. con enlaces \V=O y/o W-0-\V lo que constituye una propiedad característica de este 

elemento (FRAUSTO. 1991 ). 

11 



11. HIERRO EN ENZIMAS 



HIERRO EN ENZIMAS 

Una catálisis en medio ácido reduce la estabilidad de la unión del ión divalente a la 

proteina9 por ésto se utilizan metales dentro de la enzima para lograr gran estabilidad en un 

ambiente ácido y quizá también para que la conformación M-0-M (M=Fe) ayude a mantener el 

estado de oxidación. 

El hierro es un metal con ciertas características que permite la facilidad de algunos 

procesos bioquímicos; como se mencionó. el hierro actúa en reacciones tanto acido-basc como de 

oxidorcducción. sus estados de oxidación y configuración electrónica lo hace ser un metal 

necesario en el transporte de oxigeno. así como también en la fonnación de complejos de Fe/S. 

A. Enzimas con Fc/S 

Estas enzimas se caracterizan por tener hierro unido a una especie de azufre. El azufre 

actúa como un ligando en forma de tiolato o simplemente un átomo de azufre. 

En las estructuras de la mayoría de las enzimas el hierro fonna un tetraedro con RS

(Rubredoxinas) o con 5 2
- (ferrodoxinas}. El doblez que tienen estas proteínas es sobre la 

estructura tipo Jl-hoja. el hierro se encuentra coordinado y saturado debido a este doblez. Estas 

enzimas tienen una función sencilla y la estructura favorece la trasferencia de electrones. El 

cambio de Fc(Il)/Fc{lll) alto espín modifica la longitud de enlace del complejo de azufre y en 

consecuencia produce una tensión conformacional inducida de la proteína doblada. 

Muchas proteínas Fc/5 tienen potenciales rcdox muy negativos siendo el rango de 0.00 a 

-0.5 V. 

Las proteínas con propiedades de oxidorcducción de bajo peso molecular tienen alguno 

de los tres tipos de sitios activos. los cuales son [Fe(S-Cis).i) [Fe.is• .i(S-Cis).i] y [Fc2 S 2 (S-Cis).i] 

donde s• es 5 2
" de cistcinato. los .:itomos de Fe están coordinados en un acomodo aparentemente 

tetraédrico. 

La enzima de Clostridium pash•rianum cataliz.a la oxidación de fcrrodoxinas reducidas 

por protones y contiene complejos tipo 4Fc/4S. ésta ha sido aislada y caracterizada conteniendo 

de 1 a 3 cúmulos por molécula (BEINERT. 1989). 
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l. Centros activos Fc/S en enzimas. 

Recientemente se ha visto que los complejos Fe/S no sólo llevan a cabo la trasferencia 

electrónica sino también unen al sustrato. estos complejos se caracterizan por su unión protéica. 

por Ja geometría del sitio y en la exposición de al menos un hierro para intercambiar con el 

medio; La coordinación incluye un enlace histidina y un carboxilato de la proteína; el complejo 

reactivo Fe4 S 4 es capaz de perder un átomo de hierro y formar entonces Fe3S4 • 

2. Ferrodoxinas. 

Las ferrodoxinas son pcquei\as proteínas que tienen entre 35 a 120 aminoácidos y 

catnlizan reacciones de oxidoreducción con potenciales entre +350 a -600 mV. (HIRAZAWA. 

1993). Los sitios activos de estas enzimas pueden ser cxtraidos intactos de la proteína en 

presencia de ligandos y solventes apropiados (~10UL1S. 1995). 

En la secuencia de arninoácidos. las posiciones que tienen las cisteínas son muy 

diferentes sin embargo. el medio ambiente del complejo no varia en diversas clases de 

ferrodoxinas. las posiciones de los aminoácidos han sido útiles en el estudio de la evolución 

química de ferrodoxinas. (Y AKUNIN. 1993). 

Las reacciones rápidas de sustitución de tiolato debido a centros Fe tetraédricos no 

permite la reconstitución proteica de la apocnzima y entonces se forman complejos de Fe/S 

(MOURA. 1990). 

a) 2Fe/2S 

H.olocnzima + RSH -+ (Fe2S2(SR)4)2- + Apoproteina 

--> (Fe4S4(SR¡,¡2· 

Esta enzimas transfieren soto un electrón en un rango de potencial entre +250 y -400 mV 

dependiendo de las especies. Las soluciones de ferrodoxinas tipo 2Fc/2S tienen un color rojo en 

el estado oxidado y rosa en el estado reducido. 

El complejo (Fe2S 2 (SR)..)2 - es una especie isoclectrónica e isoestructural que panicipa 

como un grupo prostético en la enzima (Fig 2.1) 
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b) 4Fe/4S. 

Ha.y mayor variedad en este grupo que en el anterior y una razón es que los complejos 

2Fe/2S tienen una carga neta de 2- y 3- mientras que los complejos 4Fc/4S aparecen nl menos 

con tres(\-, 2-, 3-)(WERST, 1990). 

El potencial rcdox de estos complejos tiene un rango +350 a -400 mV cuando tiene un 

carga neta de 1- y 2- mientras que en el caso de 2- y 3- el rango va de -350 a -500 mV. Las 

soluciones de estas ferrodoxinns tienen una coloración amarillo-verde (MORENO. 1994). 

La geometría esencialmente es un tetnUnero de cuatro átomos de hierro penetrando un 

segundo más grande y con cuatro átomos de azufre provocando algunas distorsiones. Estas 

distorsiones toman la fonna de una reducción de longitud de enlace entre átomos de dos faces 

opuestas de un cubo. ('NArf. 1994). 

e) Fe/4S. 

Estos complejos demuestran grandes desviaciones del tetraedro en ángulos de enlace y 

distancia. provocadas por tensiones ejercidas por la proteína. Las dimensiones del complejo 

Fe/4S por medio de rayos x indican un incremento de alrededor de 0.5 A en la longitud del enlace 

Fe-S. 

El complejo oxidado consiste de un Fe(lll) alto cspin. mientras que el reducido. de un 

hierro (11) alto espín. El potencial redox para este sistema se encuentra entre -400 a -600 mV. 

J. Rubredoxinas. 

Estas enzimas (frecuentemente abreviadas Rd) tienen un color rojo en estado oxidado. 

contienen al menos cuatro residuos de cisteina por molécula y su función en la célula no se 

conoce. aunque se encuentra en cClulas anaeróbicas. Las rubredoxinas dan un espectro Mosbauer 

característico del hierro alto espín y complejos ferrosos en el estado oxidado y reducido de la 

proteina. 

B. Enzimas con grupo hemo. 

El grupo hemo es una porfirina que contiene ligandos macrociclicos que coordinan al 

hierro (Fig. 2.2). la porfirina no protonada sirve como un donador de dos electrones al hierro. 
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Los tipos de ligandos en la posición axial del grupo hemo pueden ser variados y 

frecuentemente un enlace largo del hierro-ligando resulta en un alto espín. mientras los 

nitrógenos de la porfirina ocupen 4 posiciones ecuatoriales. 

Figura 2.2 Estructura del grupo Hemo (KENDRICK. 1992). 
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Fe2+ 

02 I 2+ 
HEMOGLOBINA ~ Fe 

Fe 
2+ .....:.:- Fe •+ 

CITOCROMOS 

~ H202 H 2 0 
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~J;:r RH ROH .. \. <.: HO:zC C02H 
CITOCROMO P450 Fe r+ 

º• 2e-,2H H
2
0 

>+ Fe 
CITOCROMO cu2 

.. ?"+"'"'\ 
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OXIDASA 

0 2 ;4e·.4H 2H20 

Figura 2.J Principales proteinas que contienen el grupo hemo (KENDRICK. 1992) 
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Lns enzimas con grupo hemo presentnn las siguientes funciones 1} transferencia 

electrónica (citocromos); 2) unión y transpone de oxígeno; 3) insenar átomos de oxígeno en 

sustancias orgánicas (Fig. 2.3 }. 

1. Hemo con función de transferencia de electrones. 

La principal función del grupo hemo es la transferencia electrónica .. frecuentemente a 

potenciales redox mayores de 0.00 V. Un aspecto interesante es la relación entre las reacciones 

redox y la acción energética de los protones. Por lo tanto la imponancia de la unidad hemo y la 

asociación con estructuras de hélice tienen un gran significado 9 estas estructuras tienen la fuerza 

para actuar como bon1bas o puenas para el flujo de electrones. 

a). Citocrorno a.. 

Este citocromo presenta dos histidinas coordinadas con el grupo hemo. Además de este 

citocromo, el tipo b y e tienen al fierro en un estado de bajo espín. en estos. el grupo hcmo 

además se encuentra en un ambiente hidrofóbico constituido por cadenas de aminoácidos 

comúnmente en forma de hélice. El potencial que cubre Fe(lll)/Fe(II) tiene un rango de -300 a 

+400mV por to que es mas alto que en los complejos Fe/S. 

En n1uchas ocasiones el quinto ligando del fierro alto espin es una histidina, un tiolato o 

un carboxilato. Casi siempre las proteínas no se unen covalentemente al grupo hemo. sin 

embargo parece estar en una cavidad hidrofóbica. El citocromo tipo a3 esta en la membrana y 

probablemente utiliza un mecanismo de acción de hélices para funcionar como una bomba de 

protones. 

b) Citocromo b. 

En este citocromo, el grupo hemo se une a la proteína por medio de dos histidinas, y su 

función es también la transferencia electrónica; está situado en la membrana plasmática. 

(HUANG, 1995). Un punto de interés en bioenergética es la unión del tlujo electrónico y el 

protónico en Ja mcrnbrana mitocondrial. aquí se observa (Fig 2.4) como el citocromo b se 

relaciona con movimientos de protones por reajustes que existen dentro de su conformación de 

hélice. 
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Figura 2.4 Descripción de la transferencia electrónica del citocromo b dentro de la 

membrana (FRAUSTO. 1991). 

e) Citocromo c. 

Se distingue de los demás citocromos por el hecho de que el grupo hemo se une a través 

de tioéteres en fonna covalente a la proteína. en la Fig 2.5 se muestra el punto de ataque del 

grupo hemo a ta base proteica. 

Figura 2.5 Ataque del grupo Hemo a Ja proteína en el citocromo e (JY/LL/AMS. 199/) 
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La función de los citocromos tipo e es la de proporcionar electrones a través de In 

siguiente reacción: Fe2
+ == Fe3 + + e- posteriormente. el citocromo es reducido por 

transportadores de electrones (WILLIAMS, 1991 ). Haciendo una carncteñzación de la estructura 

del citocromo. se observan alrededor de 103 aminoácidos con una secuencia ya determinad~ 

mientras el potencial redox a pH neutro es de alrededor 260 mV. 

Algunas de las condiciones que controlan la reacción de transferencia electrónica son la 

fuerza ionica. el pH y la temperatura. Se descubrió que en la reducción del citocromo c hay un 

anillo aromático que funciona como un canal y se encuentra en la parte inferior del grupo hemo 

(Fig 2.6) mientras en la oxidación. el grupo hemo esta expuesto en la superficie de la proteína 

(ASCENZI. 1994). La proteína misma no se dobla si no tiene al grupo hemo. 

73 

Figura 2.6 Estructura del citocromo e y la unión con el grupo hemo (JVILLIAMS, 1991) 

19 



Algunus bacterius contienen varios gnipos hemos (citocromo c3, c7) frecuentemente entre 

3 a 8 unidades. aunque no se sabe perfectamente su función .. una hipótesis es que se crean 

depósitos electrónicos como condensadores en los circuitos eléctricos. 

A continuación se describe la estructura del citocromo e: 

1. Un hierro esta unido a un azufre de Met-80 y a nitrógeno de His-18. (SHAO. 1995). 

2. Existen dos largas hélices conformadas por los residuos 1-12 y 87-102 .. la primera hélice esta 

rigidarnentc fijada por los residuos cisteina t 4 y 17 los cuales a la vez forman puentes covalentes 

con el grupo vinil del anillo porfirina. 

3. A partir del residuo 18 hay varios grupos que se asocian al grupo heme. precisamente .el 

residuo 38 es una arginina que se une al ácido propiónico. 

4. Después del residuos 38 parecen conformarse varias hélices. sobre todo de SO a SS. de 60 a 69 

y de 70 a 76 .. posteriormente .. otra vez se vuelve a unir a el grupo heme a través de la Met-80 y 

después otra hélice que consiste en los residuos 87-102. 

5. El grupo hemo presenta varios puentes de hidrógeno a su alrededor y en ocasiones incluye 

moléculas de agua. 

Es importante observar las hélices y los puentes hidrógeno que hay entre los residuos 38 

y 86. Durante la transferencia electrónica en e\ proceso de Fe(ll)/Fc(lll) no solo se altera el 

ligando a Met-80 y ta estructura primaria que hay entre los residuos 79 a 85 sino también hay un 

rcacomodo de los puentes hidrógeno {BRAUN. \ 995) (Fig 2.7) 
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Figura 2. 7 Principales cambios en la estructura del citocromo e (FRAUSTO, 1991). 

Al mismo tiempo se produce un cambio en la flexibilidad de la estructura para la entrada 

de protones del solvente (BARR.. 1995). 
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2. Hemo en oxigenasas 

Las oxigcnasas se dividen en mono y dioxigenasas dependiendo del número de oxigenos 

incorporados en la molécul~ estas enzimas tienen la función de oxidar moléculas orgánicas; 

iniciándose en la sustracción de hidrógeno y hasta la reacción con oxígeno molecular controlando 

la cadena respiratoria. 

a) Monoxidasas. 

En las monoxidasas, el oxigeno molecular reacciona directamente con el sustrato 

orgánico; las monoxigenasas, realizan la reducción del oxigeno molecular perdiendo dos 

electrones y adicionando un átomo de oxigeno del átomo de carbón del sustrato, la reacción 

general es: 

Rl-1+02 +2e +2H ...... ROH + HzO 

i) Citocromo oxidasa 

Parte del oxigeno molecular absorbido por organismo aeróbicos es consumido en la 

reacción cataliz:ida por la citocromo oxidasa: 

4c2 
... + 02 + 8Hm• 

Donde c 2 • y c 3 • representa a la forma reducida y oxidada del citocromo e respectivamente 

y los subindiccs significan matriz y citosol., la importancia de este proceso de captación de 

oxigeno molecular es que constituye la reacción tenninal de la cadena respiratoria. 

Se ha establecido que hay dos citocromos separados en la oxidasa. as{ también dos 

átomos de cobre con propiedades diferentes cada uno. CuA y Cua. 

Las diferentes propiedades de los citocromos tipo a y a 3 dependen de la unión con la parte 

protéica de la enzima. El citocromo a tiene un Utomo de hierro en un estado de bajo espín y 

probablemente dos \igandos proteicos axiales. El citocromo a 3 interactua con oxígeno molecular 

y el átomo de hierro presenta un estado de alto espín. 

La estructura del citocromo tiene una larga cadena lateral la cual une al grupo prostético a 

la proteína por medio de interacción hidrofóbica; es posible que los dobles enlaces participen en 

la trasferencia elcct.rónica. 
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Se ha propuesto un 1necanismo para Ja reducción del citocromo en donde los electrones 

pasan de un residuo aromático a otro. siendo posible por cambios confonnncionales. 

La enzima consiste de siete subunidades en una proporción 1 :1 y tiene un peso molecular 

de alrededor de 140,000 Daltons. 

Las subunidndcs l. lll. V. VI se dice que contiene a los citocromos y las subunidadcs ll. 

V, Vil contienen a los átomos de cobre. en fonna mas precisa. la unida VI y 11 contienen a los 

citocromos y la subunidad 111 al cobre (SOULIMANE. 1995). 

El mecanismo comprende un centro bimetálico de Fe y Cu, apareciendo en la reducción 

algunos intennediarios como supcróxido (02·] peróxido (H202) y el ion hidroxilo (OH·). por otra 

parte. todos los intermediarios han sido identificados y esto lleva a un mecanismo propuesto 

donde existen dos fases. La fase de potencia y la fase de entrada electrónica; en el primer paso. 

el oxigeno forma un oxicomplejo con Fe(II) y Cu(I). en el segundo paso el cobre se oxida y 

fonna un peroxicomplejo. luego entran dos protones y un electrón y el hierro se oxida (FclV) 

(complejo fcrril. después entra otro electrón y aparece la especie ferrihidroxido. el hierro se 

reduce y posteriormente libero agua (Fig 2.8) 

La fose de entrada de protones y electrones se llama fase de potencia y la fase de 

recuperación de los sitios metálicos fase de entrada electrónica (WIKSTRÓM. 1990). 

H• 

® ® 

® 

FASE DE POTENCIA 

ELECTRONICA 

Figura 2.H E!t·truc:tura y mecanismo de citocromo e oxidasa (JVIKSTROM. J 990). 
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ii) Citocromo P450 

En las oxidasas tipo citocromo P450 las reacciones son 1) unión del sustrato orgánico9 2) 

reducción del Fe(lll) a Fe(Il) alto espín. 3) Unión del oxigeno molecular a Fe(ll) bajo esp[n 4) 

fonnación de supcroxido con Fe(lll) bajo espín 5) Oxidación de (Fe02)+ a (Fe0)3+ Y 6) ataque de 

oxigeno sobre RH par dar ROH probablemente mediante intermediarios radicales (Fig 2.9)9 la 

adición de electrones es en el paso 2 y 4. 

Figura 2.9 Ciclo catalítico del citocromo P450 (FRAUSTO. 199/). 

Los sustratos del citocromo P450 son moléculas hidrofóbicas no polnres9 como el 

ciclohexano; mientras sustancias polares tales como el alcohol tienen menos afinidad por el 

mismo sitio activo (KASTNER9 1994)9 a continuación se indica con detalle cada paso: 

Primera Reducción: Este es el segundo paso descrito anteriormente y se presenta la 

entrada de un electrón que tiene como origen NADH. el potencial para el par Fe(lll)/Fc(ll) es -

326 rnV pero se incrementa a -150 mV en presencia de CO (ATKINS. 1990). 

Unión de oxígeno molecular: Este es parte del tercer paso y se ha comprobado por la 

formación de un complejo ferroso de oxigeno molecular. este complejo es diamagnético. 
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Segunda reducción: En este paso entra un segundo electrón derivado de NADH y uno de 

los á.toni.os de oxigeno (el que no esta unido al hierro) que tiene una carga negativa. 

Roni.pimiento del enlace oxigeno-oxigeno: El oxigeno con carga negativa forma agua 

(.hidrólisis) y se produce un complejo de Fev mejor expresado en la forma (Fe0)3 
... pareciendo 

que e\ oxigeno tiene un rompimiento heterolitico y después se produce la protonación (.IMAl. 

1994). 

Sustracción de hidrógeno: Se espera una especie de Fe-oxcnoide con propiedades 

elcctrofilicas y muy reactivas hacia moléculas orgánicas oxidables.. sin embargo. no está 

completamente bien establecido este último paso .. tal vez el enlace carbono-hidrógeno reacciona 

en cualquiera de las siguientes formas a) como un paso radical (homoliticamente). b) como 

carbanion y protón (heterolíticarncnte). c) como carbocatión y ion hidroro (heterolíticamente) o .. 

d) con adición directa de oxigeno (concertadamente); cabe señalar que la hidroxilación es mas 

favorable en posiciones terciaria que secundaria. 

El último paso es la liberación del alcohol. en este proceso .. el grupo hidroxilo esta 

coordinado al hierro inmediatmnente después de su formación y podría ser para no permitir una 

segunda hidroxilación. 

iii) Pcroxidasa y catalasa. 

Las peroxidasas cstan relacionadas con el metabolismo honnonal de las plantas. también 

proporcionan algunas fonnas para la polimerización por radicales libres; sus reacciones 

demuestran muy baja selectividad y los fcnoles e índoles pueden ser atacados (KANG 9 1993). a 

continuación se observan varias reacciones donde participa la peroxidasa (Fig 2.1 O) 

PEROXlDASA 

Fellll ~Feo, IVll -- ALGUNAS REACCIONES DE LA OXIDASA 
•i o;- ! 
'L•'"''~'t°'IV>l :-; TRIPTOFANOPIROLASA 

Feo,H-IV1 -'-
1 ~ + H~O (CATA.LASA) 

. i 
FiO IVl -- RADICAL LtBRE 

FeO llV1 -- SUSTRATOS RADICALES 

Figura 2. JO Jn1ern1cdiario.~ en las reacciones tle peroxidusa (FRA USTO, J 99 J) 
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Lns catalasas al igual que las peroxidasas tienen el papel de neutralizar al H202 fonnando 

0 2 y H 20. la estructura de la catalasa demuestra un grupo hemo muy escondido. 

presumiblemente para prevenir el escape 

(MARCINKEVICIENE. 1995). 

de algún intermediario como OH- y 02·· 

Su peso molecular varia entre 2.4-2.S x 105 Da y contiene varios grupos prostéticos hemo 

por molécula.. la catalnsn consta de cuatro subunidades equivalentes por molécula y cada 

subunidad tiene un grupo hcmo; se ha encontrado que tiene 50% de la estructura en fonna de 

hélice y no se señala algún puente disulfuro. 

El hierro del grupo hemo en catalasa muestra un estado Fe(lll) alto espín y puede ser que 

el ligando en posición axial sea una histidina mientras la sexta posición se presume es una 

molécula de agua (YOUN. 1995). 

Algunos factores que influyen en la descomposición de H202 son: 

1) La alta especificidad de la enzima. 

2) Desnaturalización de la enzima por falta de un sustrato. 

La formación de un intermediario (compuesto 1) no esta muy bien establecido por que 

aparece muy rápido en el proceso catalítico. 

b) Dioxigenasas 

Catalasa + l-1202 -to Compuesto 1 + H20 

Compuesto 1 + H202 -to Catalasa + 02 + H20 

Las enzimas que catalizan la adición de oxigeno molecular dentro de sustratos orgánicos 

se llaman dioxigenasas. 

La pirocatccasa produce la descomposición de catecol con la incorporación directa de 

oxígeno molecular para dar ácido cis,cis mucónico. 

El sitio activo en esta enzimas conduce a reacciones vía radicales libres obteniendo solo 

uno y no una mezcla de productos. (NANJO. 1995). 
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i) lntrndiol dioxigenasa. 

La catccol 1,2 Dioxigennsa (CTD) y protocntecato 3.4 dioxigenasa (PCD) son las mejores 

caracteñzadas, la CTD tiene una composición alfa beta mientras las PCD consisten de 4,5 y hasta 

12 unidades ap. 
El sitio activo de intradiol dioxigennsa consiste de un centro coordinado férrico Fc(lll) 

alto espín con dos tirosinas, dos histidinas y una molécula de agua produciendo un complejo 

pcntacoordinado (Fig 2.1 t ). 

Figura 2.11 Sitio activo de la PCD (LOHER. 1989). 

La hotoenzima de la PCD tiene una estequiometria (a.(\Fe)12 y el sitio de unión del hieno 

son Tir-108. Tir-147, His-160 y His-162 dentro de una subunidad p; la coordinación geométrica 

del centro férrico se ha descrito como trigonal bipiramidal con una histidina y tirosina axiales. 

Et hieno mantiene su estado de oxidación fénico y alto espín durante la formación del 

complejo dioxigenasa-sustrato y estudios cinéticos indican un mecanismo bimolecular con la 

unión inicial del sustrato 

E + S --+ ES + 0 2 -. ES02 -+ E + P 
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ii) Extradiol dioxigenasa 

Estas son menos especificas. siendo generalmente dos sustratos aromáticos y se 

ejemplifican con catecol 2.3 dioxigenasas y protocatecuato 4.5 dioxigenasa. Estas enzimas 

forman parte del metabolismo del triptofano, de la tirosina y en la sfntcsis de piridin nucleotidos. 

sin embargo. debido a la gran inestabilidad de la enzima.. no se conoce perfectamente la 

estructura y el papel del metal. 

~NH2+ 
o o 
1 1 

Fe(lll)-0 

1 

o_ -oH~ 
N COOH HOOC NH2 

Figura 2. J 2 Un ejemplo donde actua Ja extradiol dioxigenasa (LO HER. J 989) 

Parece ser que algunas tienen una estructura con subunidadcs tipo {a.Fe)-1 mientras que 

otras se distinguen por una composición (a.2 (hFe). ambas contienen centros ferrosos alto espín 

as[ como un medio ambiente con coordinación de oxigeno y nitrógeno. 

La coordinación del sustrato al centro ferrico ocurre por medio de oxigeno y tal vez este 

(oxígeno) es el que ataca al carbono formando un intermediario peroxido • mientras en el 

reacomodo del peróxido se rompe la unión del C-C (Fig 2.12) 

Hay una debilidad por conservar el centro fcrrico y los ligandos endógenos del hierro son 

principalmente nitrógeno; en el mecanismo .. el sustrato desplaza al agua y quelatos para llegar al 

hierro .. la formación de tales complejos de hierro disn'linuye el potencial Fe{lll)/Fe(Jl) y entonces 

se produce una modificación al 0 2._ el oxigeno molecular puede por lo tanto unirse al complejo 

ES resultando un complejo tipo terciario ES02 
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C. Enzimas sin hemo y sin Fe/S 

Aunque estas proteínas no contienen el ligando porfirina., el hierro presenta sitios 

coordinados con aminoácidos; dentro de este tipo de enzimas se incluyen algunas que actúan 

fuera de la célula y en ocasiones sin tener un cambio de estado de oxidación. 

La función principal del hierro es activar al sustrato S para un sencillo ataque del oxigeno 

molecular: 

Fe(lll)S - {Fe(II)S·] + 02 - S-02 + Fc(lll) 

El complejo Fe(ll)S muestra una trasferencia de carga parcial., el hierro estando libremente 

disociado en el citoplasma asi como otros iones metálicos actiVan el oxigeno molecular de la 

siguiente forma: 

Los tres componentes centrales son potentes agentes oxidantes y existe el riesgo de 

reacciones no muy comunes al estar contenidas. De esta fonna., los pasos intermediarios son 

manejados con mucha precaución en células procariontes. 

Ya sea en complejos tipo Fe-O-Fe o en simples moléculas de hierro., el sitio de unión esta 

coordinado con varias histidinas y carboxilatos y la s«?ometria tiende a ser ocwédrica.. esta 

disposición de los ligandos así como también la longitud de unión hacen que el sitio no 

favorezca ni al zinc ni al cobre dentro de la proteína. tos centros metálicos con un estado de 

oxidación bajo o en estado reducido provoca una unión mas fuerte con el sitio y entonces el 

equilibrio es: 

Fe(ll)E - Fc(IIJ + E 

Permitiendo un control de la reacción que depende de la concentración de Fe{ll) libre .. la 

estructura secundaria de estas enzimas no solo incluye a-hélices sino también P-hojtlS como parte 

característica de tales enzimas. 

l. Complejos Fe-O-Fe 

Se había pensado que los complejos Fe20 servian como transportadores de oxigeno 

molecular fonnando un anión peróxido ol-· : el Fe{ll) fonna un puente oxo con el oxigeno y 

cambia a Fe(lll) durante ta captación de oxfgeno molecular. 
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Estas enzimas tienen un pliegue que une a cuatro a. hélices y se cree que ayudan para el 

cambio de estado de oxidación de Fc(ll) alto espín a Fe(lll) alto espín. 

a) Ribonuclcotido rcductasa. 

La ribonucleotido reductasa es una proteína con un peso molecular de aproximadamente 

115.000 Da.. está relacionada con el .transporte electrónico análogamente con las enzima$ con 

grupo hemo como citocromo oxidasa: el catión Mg2 \ Mn2
+ o Ca2

+ es necesario para la reacción 

donde se lleva el cwnbio de ribonucleotido a 2-desoxiribonucleotido (CHAUDHURJ. 1992). 

tmnbién requiere una cocnzima como cobarnida 

Figura 2. J 3 Mecanismo propuesto para la enzima ribonucleotido reductasa 

(KENDRJCK. 1991). 

En el mecanismo. se necesita primero un átomo de hidrógeno para la separación y la 

formación de un intermediario como radical libre (Fig 2. 13) (NORDLUND. 1990). 
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Figura 2.1./ Estructura del sitio activo de la Ribonuc/eotido reductasa (NORLUND. 

1990). 

Una característica de esta enzima es que una tirosina radical libre mantiene Ju estabilidad 

dentro de la proteína (Fig 2.14) y podría suponerse que el papel del y hierro es contribuir en la 

formación de este radical. 

b} Metano monoxigenasa. 

La metano monoxigcnasa (MMO) es una proteína no hemo la cual cataliza la reacción: 

CH. +02 + NADH --. Cll,OH + H20 

La enzima esta compuesta de tres proteínas: proteína A. proteína B y proteína C. Ja 

proteína A tiene un peso molecular de alrededor de 250.000. la proteína B tiene 15. 700 y C tiene 

un complejo Fe-S y tienen 42,000 Daltons (JIANG. 1993)~ la proteína A produce una mezcla de 

estados de oxidación Fe(llI) y Fc(ll). Se ha demostrado que Ja distancia Fe-Fe en esta parte de la 

proteína es de 3.5 A. 
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Además de reducir el oxigeno molecular~ es capaz de oxidar sustratos similares a los del 

citocromo P450. 

El sitio dinuclen.r de hierro tiene ligandos de nitrógeno y de oxigeno. los cuales ayudan n 

la estabilidad del puente oxo {FRONLAND; 1994 ). 

PRINCIPALES REACCIONES DE ENZIMAS CON HIERRO 

.. crredoxinas 

Citocromoa 

Citocromoa3 
Citocromob 

Citocromoc 

Citocromo P450 
Peroxidnsa y 
Cata lasa 
Dioxiucnasas 
Ribonuclcotido 
oxidasa 
Metano 
monooxiRenasa 

Catalizan reacciones de oxido-reducción con potenciales entre -
600 mV y +350 mV. 
Catalizan reacciones de oxido-reducción con potenciales entre -
300 mV V +400 mV. 
Promueven la transferencia electrónica. 
Regulan el flujo protónico y electrónico en la membrana 
mitocondrial. 
Catalizan reacciones de oxido-reducción con potencial de +260 
mV. 
RH + 02 + 2e· + 2H+ :;;¡¡;-"'- ROH + H:zO 

Adición de los dos átomos de oxil!eno molecular al sustrato. 
Eliminación de un hidroxilo de un Ribonucleotido para dar un 
2-Dcsoxiribonuclcotido. 
H. + CH. + 02 + NADH -> CH30H + H 20 +NAO-
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COBRE EN ENZIMAS 

Quizá el papel mas notable de las enzimas conteniendo cobre sea la transferencia 

electrónica y especialmente relacionado a procesos oxidativos y de captación de energía. Estos 

sistemas de transferencia electrónica consiste de pequei\as proteínas ... azules'"'" situadas no en el 

citoplasma sino en la superficie externa de mcmbnmas citoplasmáticas. el cobre en estas enzimas 

se encuentra con una geometría tctraédrica distorsionada y dentro de un pliegue o doblez de una 

estructura P-hoja. 

Algunas de las reacciones que participan dentro de estas enzimas tienen potenciales redox 

altos.por lo que el sitio está disci\ado para llevar reacciones rápidas. 

La distorsión de la geometría tctraédrica tiene como efecto cstabi liznr al paso de cobre (1) 

a cobre (11). de hecho .. la función y estructura del cobre en proteínas azules están fom1adas con 

parte de Cu(!) y parte de Cu(ll). 

La mayoría de las oxidasas consisten de una mezcla de un cobre (Tipo 1) .. un par de cobres 

(Tipo lll) y otro cobre (Tipo 11). este último se encuentra asociado con los de tipo 111. el sustrato 

esta unido a 10 A. del tipo l y es aquí donde se lleva la transferencia electrónica 

Sustrato ---+ Tipo 1 -+ [Tipo 11+(Tipo111)2 ]---+ 02 

El sustrato se libero como radical libre., el oxigeno molecular se mantiene unido y es 

reducido en varios pasos hasta 2H20; las oxidasas también están disci'i.adas para retener 02. 02·-. 

o,'·yo· _ 

Por otra pane las enzimas conteniendo cobre de tipo ºno azules .. tienen un sitio activo 

coordinado con histidinas y se observa una conformación tipo B-hoja no llegan a tener cambios 

conforrnacionalcs; algunas enzimas con cobre requieren de una qui nona tricarboxilada. coenzima 

PQQ o un compuesto similar dihidroxiaromático. 

A partir de estudios espectroscopicos y electroquímicos. el sitio del cobre Tipo 1 fue 

dctenninado inicialmente como un tetraedro. siendo característico del estado Cu+ más que de 

Cu2 +· Se ha postulado que la geometría de cu· y Cu2 + han sido for¿adas a ser similares en orden a 

transferir electrones. Uno de los tigandos del cobre está a gran distancia del metal. la distancia 

de Mct-Cu2+ es muy larga comparado a las otras distancias de Cu2 ... -ligando. esto provoca que tal 

unión sea muy débil y permite grandes cambios estéricos y de tamaño cuando se produce el 

cambio a cu·. 
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A. Oxidasas. 

La reacción cata\izada es la reducción de oxigeno molecular a H 2 0 2 y a l-1;?0 sin 

incorporación de oxigeno dentro del sustrato orgánico. 

02 + 2H ... + 2e· :.e= 1-h02 

02 + 4H• + 4e-~ 2H20 

Donde el hidrógeno proviene del grnpo hidroxil. amino o sulfuidril y parece ser esencial 

en este tipo de reacción. El primer paso es la dcsprotonación del sustrato y los catalizadores 

utilizados no solo tienen potenciales redox altos. sino también son fuenemente básicos. 

Además de la dcsprotonación del sustrato. el metal de transición como catalizador tiene 

varias funciones 1) unión y activación del sustrato orgánico 2) activación de oxigeno molecular 

3) formación de complejos terciarios sustrato-oxígeno molecular-metal 4) panicipación directa 

en tos procesos rcdox. 

El paso mas importante es la oxidación del sustrato por un complejo cúprico el cual es 

entonces reducido a cu·. el oxigeno molecular es necesario para rcoxidar al ion metálico. 

1. Oxidnsas azules. 

El ciclo catalítico de estas oxidasas comprende la captación de electrones de sus 

sustratos. asi como \a reducción de oxigeno molecular para la formación de agua. en este ciclo 

las oxidasas azules emplean tres diferentes tipos de sitios con cobre. 

Las tres enzimas que forman el grupo de oxidasas azules son: Lacasa. Ascorbato oxidasa 

y Ceruloplasmina. 

Las oxidasas azules demuestran gran especificidad hacia sus oxidantes y esto lleva a la 

cuestión de cual de tos tres sitios tienen la captación de electrones. mientras el tipo 11 y 111 pueden 

interactuar con ligandos de bajo peso molecular. el tipo 1 carece de este hecho. sin embargo la 

transferencia electrónica del sustrnto al Cu(ll) tipo l esta amplia.mente soportado por estudios 

cinéticos logrando una velocidad de reducción proporciona\ al tipo y concentración del sustrato. 

Aunque recientemente se ha probado que el Cu(\1) tipo 11 puede servir como entrada 

paralela para la captación de electrones ésta posibilidad también ocurre para e\ tipo 111. 

Se piensa que e\ Cu(ll) tipo 1 y el tipo ll tienen un receptor de electrones cada uno. 

mientras que el Cu(ll) tipo 111 actúa como receptor de dos electrones {MESSERSCHMIDT. 

1990). 
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a) Lacasa. 

La lacasa tiene baja especificidad al sustrato y en consecuencia un gran número de 

diferentes sustancias pueden ser oxidadas., los mejores sustratos son diferentes fenoles tanto 

mono como di y polifcnoles; dentro de los difenoles la fonna upara ... es la mas rápidamente 

oxidada mientras que el catccol y rcsorcinol son oxidadas con menor velocidad. 

La lacasa esta presente en plantas superiores y los estudios experimentales se enfocan en 

arboles japoneses (especie Rhus). Hay una gran variedad de lacasas. sin embargo. el peso 

molecular oscila entre 65.000 a 140.000 y es probable que la diferencia se debe al contenido de 

carbohidratos; la composición consiste de una cadena polipeptidica sencilla de alrededor de 500 

atninoácidos siendo una parte con carbohidratos los cuales constituyen cerca del 45% del peso 

molecular .. sin embargo. no se ha señalado su posible función. 

Esta enzima contiene seis iones cobre. cuatro de ellos son Cu(ll) y los otros dos Cu{l)., a 

través de estudios de EPR la enzima indica cantidades equimolares de dos cobres paramagnéticos 

en diferentes medios ambientes y entonces el concepto de tres diferentes tipos de cobre en lacasa 

se observa a través de uno tipo l. uno tipo 11 y dos tipo 111. 

Cuatro iones en la lacasa Rhus se encuentran en fonna oxidada como Cu(ll) y el SOo/a del 

total del cobre no fue detectado por EPR y entonces se consideró como Cu(I). detrás de los iones 

Cu{tl) tipo 1 y 11. hay dos aceptares adicionales de electrones los cuales están reducidos y de una 

manera ayudando al Cu(ll) tipo l. 

Como la estructura de la enzima no se conoce. se representará. como una caja.. los iones 

cobre tipo 1 y 11 se fijan arriba y abajo del lado izquierdo respectivamente. y el tipo JU del lado 

derecho indicando un par el cual puede aceptar dos electrones. 

Durnnte la rcoxidación el sitio tipo 111 tiene cinco diferentes estados: el totalmente 

reducido (Cu2 )
2 

... y oxidado (Cu2 )
4 

... y algunos intermediarios como (Cu20)3+ .. un peroxocomplcjo 

(Cu20 2 ) 2 ... y un par medio reducido (Cu20)3 + (Fig 3.1) 

En la reoxidación el oxigeno molecular oxida al cobre tipo 1 y tipo 111 y libera dos 

moléculas de l··hO (Fig 3.1) 
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Figura 3.1 ~lecanismo para los tres sitios de cobre en la reoxidación de la Lacasa 

(LONTIE. 1984). 

Existen dos fonnas cataliticwncnte distintas,. una activa y otra inactiv~ la enzima se 

convierte en activa a pH alto. 

La forma inactiva tiene un 01-1· unido al Cu(ll) tipo ll y la forma activa esta unido a H10 

en lugar de OH. 

En la reducción,. los Cu(ll) tipo l y 11 son reducidos casi simultáneamente debido a una 

interacción confonnacional entre estos sitios metálicos. el primer electrón del sustrato reduce 

Cu{ll) tipo 11 el cual parece ser reducido por un segundo sustrato y no por transferencia 

electrónica del Cu(ll) tipo 1,. el cobre tipo 11 esta coordinando a dos residuos histidina mientras el 

tipo 1 tiene un ligando cisteína; si esto es así. la reducción del Cu(ll) tipo 1 causa una alteración 

confonnacional sobre el Cu(11) tipo 11 afectando la reducción de este metal. una vez reducidos 

los tipos 1 y n .. estos donan simultáneamente un electrón a cada cobre tipo lll. 

De esta manera el cobre tipo 11 interviene en el rompimiento del enlace 0-0 del peróxido 

el cual es un intem\cdiario. este peróxido podría estar unido entre los sitios cobre tipo 11 y 111. se 

sugiere que una unión del peróxido al tipo 111 oxidado y a~ tipo 11 reducido conduce a un descenso 

en la energía de activación para el rompimitmto del enlace 0-0 (Fig 3.2). 
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Figura 3.2 Mecanismo para los tres sitios del cobre en la reducción de la Lacasa 

(LONTIE, 198.f). 

Como dato importante podemos mencionar que el máximo de velocidad de transferencia 

electrónica es de 560 electrones por segundo (LUNDELL. 1994). 

b) Ascorbato oxidasa. 

Esta enzima demuestra propiedades espectrales muy similares a la anterior . Esto es. 

presenta al menos cuatro átomos de cobre por molécula de proteína (SAKURAI. 1993). 

Como su nombre lo dice. cataliza eficientemente la oxidación de L-ascorbato (vitamina 

C) de acuerdo a la siguiente reacción (Fig 33) 

Figura 3 . .J Reacción curulizudu por Ascorhuto OxidCLtu (WIMALASENA. 1994). 
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Esta enzima se encuentra principalmente en plantas. sin embargo. su localización y 

función biológica no es muy conocida. se sugiere que está asociada con Ja pared celular y ayuda 

al crecimiento de las plantas. 

Tienen un peso molecular de aproximadamente 140.000 Da y seis átomos de cobre. la 

reducción completa de la enzima se logró con cuatro equivalentes de L-ascorbato. el proceso 

envuelve una transferencia electrónica intramolecular entre Cu(Il) tipo 1 y Cu(II) tipo 11, además 

el Cu(Il) tipo l esta muy cercano al sustrato y el cobre tipo 111 al oxigeno (HAZZARD. 1994). 

La ascorbato oxidasa es muy activa ya que tiene un número de transferencia de 500,000 

electrones por minuto a 25'" C. 

El mecanismo de reacción de esta enzima indica que el cobre tipo I es el sitio primario 

para la captación electrónica. el tipo 11 esta implicado en la unión de ascorbato y el tipo III en la 

unión de oxigeno (FARVAR; 1994). 

Un mecanismo que se puede proponer es el siguiente: 

Iniciación: 

Propagación: 

Tcnninación: 

Cu++ 02 -+ Cuo2• 

cuo2• + Asclr -+ DhA + H02-

Cuo2• +cu• -+ 2Cu2• + H202 

Cu2
• + Ascl-r -+ Cu+ +Ase + H .. 

Otro mecanismo propone el paso de un electrón. y propagadores de cadena 

Cu++ ·0H2 -+ Cu2+ + H202 

Sin embargo. algunos investigadores asumen la formación de un complejo 

Cu:z(AsH):z2+ + 02 -+ Cu2(AscH)2022
+ 

Donde los pasos del mecanismo son: 

Iniciación; 
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Propagación: 

Tenninación: 

·Ase·+ Cu:(AscH)i0,2+ --. Cu(Asc)(HO,) + Cu(AscH)+ + DhA 

Cu(Asc)(HO,) --. 'Ase·+ H02 + cu>+ 

2Cu(Asc)(H01 ) --. Productos 

e) Ceruloplasmina. 

Esta enzima reacciona con dos sustratos: oxígeno y el sustrato reductor. y es una de las 

únicas que reduce el oxigeno molecular a agua a través de transferencia electrónica. teniendo 

cuatro o más receptores de electrones; el sustrato reductor pierde un electrón a la vez que la 

enzima viene a dar un radical libre, la reacción neta es (R es el sustrato reductor) 

Entre la gran variedad de sustr.itos tanto orgánicos como inorgánicos están el catecol. 

nminofcnoles. dopa adrenalina y scrotonina. También derivados del indol y 64 compuestos de 

tipo biológico como anfetamin~ adrenalina. dopamin~ fenilalquila.minas y aminas; todos estos 

sustratos se caracterizan por una alta energía de sus orbitales moleculares. 

La fuerza catalítica de la enzima podria ser causada principalmente por el alto potencial 

redox del cobre tipo 1 (receptor de electrones) y a la fuerte y especifica interacción con oxigeno 

molecular mas que al sitio de unión del sustrato. 

El mecanismo es sencillo y de dos pasos: 

Cp ox + R --+. Cp red+ R+. 

Cp red+ 02 + 4H• _,. Cp º"' + 2H20 

Los electrones entran en la Cp al cobre tipo 1 a través de un residuo histidina. sin 

embargo. otro método sugiere el par cobre tipo 111 recibiendo dos electrones y vienen a ser 

reducidos; finalmente los cobres tipo 1 y 11 aceptan dos electrones más del sustrato para fonnar la 

completa reducción de la enzima. 
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La unión del oxigeno n la enzima reducida podría dar la unión con peróxido como un 

intcm1ediario. sin embargo. los tres electrones son transf"cridos casi simultáneamente para 

formar un radical o·· .. el tercer electrón podría venir del cobre Tipo l. el último cobre puede ser 

reoxidado y ser entonces el tipo 11 y la reacción podría completar el ciclo como se muestra en la 

Fig 3.4. 

Figura 3 . ./ Ciclo catalítico del sitio acti\'o da Cer11loplasmi11a (LONTIE. J 98-1). 

Por lo tanto la ceruloplasmina contienen dos cobre tipo 1 un cobre tipo 11 y cuatro cobres 

tipo 111. 

En resumen._ el Cu(ll} tipo l es el responsable del intenso color azul. los grupos SH de 

cisteina y los nitrógenos de histidina son los grupos estratégicos de la proteína. cuatro de los seis 

iones son necesarios en el sitio activo. 

::?. Amino oxidasa.. 

La amino oxidasa catuliza la dcsaminación oxidativa de mono. di y poliaminas con la 

fonnación cstequiornctrica de aldchido. peróxido de hidrógeno y amoniaco. (CAi. 1994). de 

acuerdo a la siguiente ecuación: 

R-CH2-NH2 +02 + HiO -to RCHO + H202 + NHJ 
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Esta enzima se ha encontrado en un amplio tipo de células eucariontcs, plantas y tejido 

animal; el papel fisiológico de las amino oxidasas se divide en dos partes .. una como catalizador 

para el rompimiento de un número de aminas biológicamente activas y otra como catalizador de 

reacciones en el tejido conectivo (AGOSTINELLI. 1994). 

Su peso molecular es de alrededor de 170,000 D~ y presenta una unión N-acetil 

glucosrunina. conteniendo un 1 Oo/o de carbohidratos. no obstante.. su función y estructura no ha 

sido investigado. 

La función del cobre es ayudar a mantener una estructura terciaria de la proteína y tal vez 

tenga también un descmpei\o catalítico, esto parte de una intuición .. donde se sugiere que el 

cobre juega un papel redox. es decir. el sustrato amina podría llegar a reducir Cu(Il) a Cu(I) 

mientas que el oxigeno permitiría restaurar el cobre al estado oxidativo; no obstante. estudios de 

EPR scilalan que el cobre mantiene su divalencia a través de la reacción con el sustrato amina 

(WARNCKE, 1994). 

La enzima tiene dos subunidades. y cada subunidad contienen un cobre. estos dos cobres 

tienen sitios idénticos con una geometria tetragonal y dos posiciones de coordinación que 

corresponden a histidinas. 

La enzima realiza un mecanismo de doble desplazamiento (Fig 3.5). 

Figura 3.5 Mecanismo propuesto para Amino oxidasa (LONT/E, 1984). 

Los principales aspectos de este mecanismo son: l) tanto un nmoninco como el aldehído 

pueden ser liberados anacrobicamentc y en el mismo paso catalítico 2) la enzima reducida podría 

contener un grupo Sl-1 librc y un grupo no identificado X (SILVERMAN. 1994). 
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Además. los sitios con cobre son ncccsiblcs ni solvente (Agua) y están localizados en la 

superficie de la proteína. posiblemente en la interfase de las subunidades; las estructuras de los 

sitios no se conocen exactamente. sin embargo. estudios indican que hay 2 ó 3 ligandos de 

nitrógeno (de la cadena polipcptídica. histidinas) y dos ligandos de oxigeno (del agua). 

3. Citocromo oxidasa. 

La citocromo oxidasa tiene dos átomos de cobre que están ampliamente separados._ se 

observa que uno es cobre (CuA) y puede servir para transferencia electrónica mientras que el otro 

átomo (Cu0 ) esta direcUllllcnte asociado con el citocromo tipo n3 que es el sitio de captación de 

oxigeno molecular. 

Teniendo un peso aproximado de 140,000 Da. el complejo tiene la forma de Y 

desequilibrada de l nm de longitud con tres partes principales. dos del lado de la membrana con 

longitud de 4 y 5 nm y otra parte larga y sencilla de alrededor de 5.5 del lado 

citoplasmático(SHINZAWA-ITOH. 1992). (Fig 3.6). 

1990). 

LADOC 

! : 

l MEt..mtt.ANA¡ 
irNTERNA LADOM 

Figura 3.6 Posición del citocromo e oxidasa en la membrana mltocondrial (CHAN. 
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La subunidad Il se ha sido identificado como un sitio de unión y es propone para la 

reducción de oxigeno molecular y por lo tanto un sitio de transferencia electrónica. 

Para la reducción de oxigeno molecular se acepta el centro binuclear Cuo/Fe(citocromo 

a 3) con un puente imidazol axial dcsprotonado. 

El mecanismo se inicia con la unión de oxigeno molecular al Fe(ll) citocromo a3 y con un 

imidnzol cercano. el siguiente paso es la formación de un enlace µ-pcroxo a el Cu(l)o con 

cambio de valencia a Fc(lll) y Cu(U) y sin coordinación del imidazol. consumiéndose 2e- y 2H+ 

después liberando el primero una molécula de l-120. el estado µ-pcroxo entonces cwnbia a un 

complejo µ-oxo Fe(Ul)-0-Cu(II) con unión anti ferromagnética de los dos centros. 

Posterionnentc. suceden reducciones y adición de 21-r formándose los intenncdiarios 

Fe(ll) alto esp(n (citocromo a3) y Cu(l)o con alta afinidad por oxígeno (CHAN. 1990). 

I eu111 

][ 

Figura 3. 7 Mecanismo de activación de O.:! en la Citocromo oxidasa (KENDR/CK. 

1991). 

4. Galactosa oxidasa. 

La galactosa oxidasa es una proteína mononuclcar con Cu(ll) de tipo no azul. esta clase 

incluye glucosa oxidasa. una flavoproteina. y otra aun no caracterizada; todas (PALESTINl. 

1994) catalizan la reacción: 
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R 

" /CHOH + O., 

R' 

Estas enzimas tienen una amplia especificidad con los sustratos. ya sean alcoholes 

primarios. secundarios .. alquílicos aromáticos o insaturndos; la galactosa oxidasa es la mejor 

conocida de este grupo. 

El peso molecular relativo está en un rango de 38.000 a 75,000 siendo mas exacto de 

68 .. 000 Da y conteniendo un átomo de Cu(II) por molécula de enzima; la apo y holoenzima son 

conformacionalmcnte similares y se distinguen por cantidades pequeñas de a-hélice y P-hoja. 

Contiene 5 residuos de cisteina. cuatro de los cuales están en los puentes disulfuros de la 

proteína. El único grupo sulfhidril puede estar en el sitio activo de la enzima pero no es 

propia.mente parte del quclato de Cu(ll). 

Se puede señalar que el Cu(II) tiene una geometría pseudotctraplanar uniéndose a 

nitrógeno. oxigeno y tiolato. sin embargo. en ausencia de citos puede aparecer el agua. 

El mecanismo es secuencial y comprende la unión del alcohol nntes del oxigeno 

molecular. La reacción química se lleva dentro dd complejo E-Alcohol-O~. El producto aldehído 

se une a la enzima después de ser el segundo producto liberado (ITO. 1991 ). 

Un modelo sugiere. primero. la relajación del sitio axial provocado por la galactosa., los 

procesos de transícrencia electrónica requieren una interacción de la ••csícra interna•• del 

complejo Cu(Il)-02 y que es necesaria para la trasferencia directa entre el alcohol y el oxígeno 

molecular (!TO, 1994). 

Aunque no son ligandos. hay dos aminoácidos que tienen un papel importante en el 

mantenimiento y íunción del sitio activo. estos son un triptofano y una histidina. la entrada al 

sitio de coordinación de tipo a.xial se pierde y entonces el alcohol se une axial mente. apareciendo 

también una tirosina corno cuarto ligando ecuatorial (Fig 3. 8) 
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Figura 3.8 Sitio activo de la Galactosa Oxidasa (/TO, 1994). 

La reacción de galactosa oxidasa puede describirse como ordenada y de tipo secuencial: 

Gal º· Ald 

E E-Gal E-Ald E 

Los elementos básicos en este mecanismo son 1) la coordinación de los sustratos a el 

Cu(ll). 2) transferencia de H+ y e· en fonna independiente y. 3) el papel redox del Cu(ll) 

(BARON. 1994). 

Las dos reacciones mas importantes son: 

Cu(II) + 02·· -> Cu(I) + 02 

Cu(I) + 02·· + 211" -> Cu(II) + H202 

y el mecanismo es el siguiente (Fig 3.9): 

4S 



r-< 
H-N~N-H 

...... • H 
H.;c.........._o/ 

o• -......J.1!.--"' 
'o·~ .........._ 

(6) 

Figura 3. 9 Mecanismo propuesto para galactosa oxidasa (LONTIE. J 984). 

5. Tirosinasa. 

La tirosinasa reacciona con los fenoles y produce la conversión metabólica a quinonas; en 

esta reacción se distinguen dos pasos: primero la hidroxilación y oxidación a quinona. y como 

segundo paso. la enzima actúa como una oxida~ reduciendo oxigeno molecular a agua por 

medio del grupo prostético cobre. 

OH o 
R 

~ 
(1) 

OH O 

HOol~O~ 
.,,._ (2) '-<' 

R R 
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La tirosinasa es más especifica con .. orto•• fenoles que con .. paraº fcnoles o monofcnoles; 

ndemás puede oxidar tirosina y dopa para producir melanina (JlMENEZ-CERVANTES. 1994). 

Un modelo para el sitio activo. indica un átomo de cobre (1) y donde (E.Cu) 

posiblemente actúa como un donador de dos electrones para formar Cu(IU). un segundo modelo 

sei\ala un sitio binuclenr de Cu(ll), tal como (E(Cu2 ... ) 2). 

Las evidencias para el modelo mononuclcar (E.Cu) son: 

1) En muchas tirosinasas el peso molecular mínimo calculado es de 30,000 Da. 

2) Determinación de cobre unido a monóxido de carbono y bcnzoato. 

Mientras las evidencias para el modelo binuclear son: 

1) La posibilidad de reducir tirosina.. af\adiendo un electrón por cada cobre presente 

2) La distancia entre átomos fue calculada en 0.6 nm 

3) La reconstrucción de la holoenzima demuestra una cinética compleja con la formación de un 

par cobre. 

4) El oxigeno está presente como un peroxicomplejo. 

5) Las razones entre CO:Cu benzoato:Cu y H 20 2:Cu son 1 :2. 

Varios estudios coinciden con la actuación de histidina como un ligando al cobre, 

mientras por espectroscopia Laser-Raman se ha comprobado un puente peróxido y otro ligando 

R. 

Un análisis de las reacciones de la tirosina es dificil por las actividades que tienen la 

hidroxi1asa y oxidasa. Sin embargo la reacción de la oxidasa tiene un mecanismo Ping-Pong: 

Difenol Oulnona Difenol Qulnona 
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En contraste._ el mecanismo de la hidroxilasa es de tipo Secuencial: 

0 2 Monofenol 

l l 
D.lfenol 

t 
Dlfenol 

l 
Qui nona 

T 

Se ha propuesto un mecanismo con la característica de tener dos ligandos .... Xº a los dos 

cobres ..... X". podría ser una molécula de agua o un ligando de la proteína tal como un carboxilo. 

fenolato o posiblemente un histidil (Fig 3.1 O) 

© 
X-Cu(I) 

QWnona~X-Culll ~ 

© ~~-Cu(ll) HiOi 2~ __,. X-Cu(11>-y2_ © 
~O-Cu(l1) -"?..l_-?' X-Cu(ll)-0 

Difc~- ~- - XH Difcno~ l o:O-Cu(ll)-0 ~ ® X-Cu(ll) < ;¿:""' J2-

X-Cu(IU Quinona XOH-C©uc(U)-O Monofcnol 
1'\_ +2 OH-

Difcnol ~ XH Hp 2H+ XH 

~~o-cu1111 E: "'- ¿ Q-o-cu1111-o 
'\=;L4::i - x-c u(ll) 'Qz-

H X-Cu(tl) 

© © 

Figura J. JO Ciclo catalítico propuesto para tiro.'linasa (LDNTIE. J 984). 
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El ciclo inicia con l dcsoxitirosinasa (A) la cual se acompleja fácilmente con oxigeno 

molecular para dar un complejo enzima-sustrato (no demostrado) y dar por transferencia interna 

electrónica oxitirosinasa (B). La oxitirosinasa entonces reacciona con un difenol para dar un 

intermediario el cual se descompone a quinona. 20lr y metirosinasa (D). La metirosinasa podría 

llevar una reducción con una segunda molécula de difcnol (E) con liberación de 2H+ para 

completar el ciclo y regenerar el ligando desoxitirosinasa. al entrar un monofcnol al ciclo. este se 

hidroxila de una manera similar a la del citocromo P450 y surgiendo como un intennediario un 

epóxido (G). 

Los cobres están unidos a 4 histidinas que son His-188. His-289. His-193 y His-306. 

La estructura del sitio activo de la metirosinasa se propone a continuación. donde N= 

ligando proteico L= ligando oxigeno R= puente proteico (Fig 3.11) 

Figura 3. J J estructura del sitio activo de la metirosinasu (S/GEL. 1987). 

El siguiente es un modelo estructural del sitio activo de la oxitirosinasa (Fig 3.12) 

N 0-0 N 
--........... / '-.._ / 

Cu(ll) Cu(ll) 

N/ ---.. A _- ---- N 

Figura 3. J 2 E.\·tructura del sitio activo de oxitirusinasu (S/GEL; 1987). 
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B. Monooxigcnasa. 

Generalmente se ha reconocido que mucho del oxigeno consumido por organismo 

aeróbicos se reduce a agua por la oxidasa terminal de la cadena respiratoria. sin embargo. una 

cantidad es utilizada en una clase de enzimas llamadas monoxigcnasas. la reacción de una 

monoxigenasa esta descrita como 

RH + 02 + 2H ... + 2cº -.. ROH + Hi.O 

Recientes investigaciones maní fiestnn a cuatro grupos asoCiados con las monoxigenasa: 

Cobre. hierro hemo. hierro no hemo y flavin. el grupo conteniendo cobre es muy pequeilo en 

comparación con los otros tres. 

J. Dopamina J3-monoxigenasa. 

La dopamina P-monoxigenasa (3.4. dihidroxifeniletilaminn. ascorbato: oxígeno 

oxidoreductasa. Jl-hidroxilación) es una enzima que contiene cobre y cataliza el último paso en la 

biosintesis de neurotrasmisores (norepinefrina). 

Esta enzima es una glicoproteína (So/a de carbohidratos) con un peso molecular de 

290,000 Da que consiste de cuatro subunidades de igual tamaf\o unidas por puentes disul furos. 

El contenido de cobre es de uno por tetramcro y solo es Culll). (WJMALASENA; 1994). 

El sitio activo no ha sido establecido. no obstante. diferentes mecanismos de reacción 

coinciden en un sitio mononuclear o binuclear del cobre. Un análisis cinético de la J3-
hidroxilación parece conducir con un mecanismo de tipo ping pong. donde la reducción del cobre 

por ascorbato lleva a la reacción de dopamina y oxigeno molecular. varios datos indican además 

la fonnación de un complejo temario de cobre reducido. oxigeno y dopamin~ antes que el 

producto sea liberado. 
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Un mecanismo da lugar a un sitio activo con dos iones cobre: 

E(Cu2
J2 + ascorbato E(CuJ2 dehidroascorbato 

E(Cu+h + 02 + Dopamina -ti- E(Cu2 +)2 + norepinefrina + H 20 

El cobre unido a la enzima es esencial para la actividad catalítica de dopamina.. y este 

metal participa en la transferencia electrónica y en la unión del oxígeno. la rápida reducción del 

cobre en la dopamina es un paso significativo catalfticamente. 

A partir de estos dos. se propone un mecanismo alternativo donde cada sitio activo 

contiene un cobre. el cual acepta un electrón antes de la unión con oxigeno molecular; el 

complejo consiste de la enzima reducid~ oxígeno molecular y el sustrato wnin~ el cual puede 

entonces aceptar un segundo electrón. seguido de la hidroxilación y liberación del producto mas 

agua (Fig 3.13) 

AH A 

l l 
E-cu 11 

E-Cu
1 

AH A 

l. t 
E-Cu

1
-02 

AH 
l 

E-Cu1lo2• 
AH 

ROH(+ H¡:>J 

t 
r¡::-cu!..o2 
RH 

Figura 3.13 Mecanismo alternativo de la Dopamina P.monoxlgenasa (LONTlE: 1984). 

C) Superoxido dismutasa. 

La SOD comprende una clase diferente debido a su catálisis en la reacción: 
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Tiene un peso molecular de 31.500 Da. consiste de dos subunidades iguales y no 

covalentemente nsociadas. 

La estructura de la molécula se aproxima a un cilindro con 5.3 nm de altura y 2.7 nm de 

diámetro. los sitios de enlace del metal se encuentran casi al final del ºcilindro•\ donde 

particularmente son acomodados Cu y Zn (Fig 3.14) 

H69 

Figura 3.1-1 Estructllra de la SOD (ROE. 1988). 

El Cu(ll) está coordinado a la cadena lateral de cuatro histidinas a través de los nitrógenos 

(His-44. His-46, His-1 IR. y His-61) y éste último actúa también como ligando del Zn(ll). 

El zinc entonces está coordinado a His-61 y a His-69. His-78 y Asp-81 con una simetría 

aproximadamente tetraédrica (ROE. 1988)(Fig 3.15). 
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Figura 3.15 Silfo activo de SOD (CASANOVA, 1994). 

El ciclo se caracteriza por las propiedades redox de cobre: 

E-Cu(ll) +o,-- -> E-Cu(I) + 02 

E-Cu(I) + 02·· + 2H' -> E-Cu(ll) + H,O, 

El valor de la razón (E-Cu(ll))/(E-Cu(l}) podría ser igual a 1 en vista de la misma 

velocidad de reducción de E-Cu(II) por 0 2 ·• y de oxidación de E-Cu(I) por otro 02·· . La 

naturaleza del si~io con cobre favorece un mecanismo tipo Ping-pong para el proceso de 

transferencia de electrones entre 02·· y la SOD (LIAO .. 1994). 

Durante la catálisis .. el puente imidazolato libera y une al cobre al mino tiempo que realiza 

su reducción y reoxidación por 02·· .. de igual forma .. el zinc unido a imidazolato se protona y 

desprotona. A continuación de observa este mecanismo (Fig 3.16) (CASANOVA. 1994). 

Figura 3.16 Mecanismo propuesto para SOD (LONTIE. 198.J). 
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Hay dos puntos importantes en el mecanismo anterior: t) el origen de los protones es del 

dianión peróxido (022] saliente. producido en el segundo paso de la catálisis 2) el cambio de 

número de coordinación del cobre durante la catálisis. 

El cobre cambia de número de coordinación cinco en el estado oxidado a cuatro en la 

forma reducida. Los cuatro ligandos del cobre reducido podría ser aproximadamente de 

geometría tetraédrica. 

PRINCIPALES REACCIONES DE ENZIMAS CON COBRE 

Oxidasa 02 + 2H ... + 2c· ....- Hi02 
o, + 4H• + 4e· - 2H,o 

Lacasa Oxidación de Fcnolcs 
Ascorbato oxidasa Oxidación de L-ascorbato <Vitamina C) 
Ceruloplasmina 0 2 + 4R + 4H1" -to 2H20 + 4R .... 

R= catecol. aminofenoles. donaadrenalina. serotonina etc. 

Galactosa oxidasa Oxidación de alcoholes primarios y secundarios para producir 
cctonas utilizando oxioeno molecular. 

Tirosinasa Oxidación de fenoles para producir quinonas utilizando oxígeno 
molecular. 

Dopamina Hidroxilación de 3.4-Dihidroxifeniletilamina para dar 
R-monooxioenasa noreoincfrina. 
Superoxido 20?· + 2H ... -to 02 + Hi02 
Oismutasa 
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IV.NIQUELEN ENZIMAS 



NIQUELEN ENZIMAS. 

Este meta\ de transición es rclativanicntc abundante, y se encuentra en aproximadamente 

So/o del centro de la tierra y 0.01 o/o de la corteza terrestre. Parece ser que el níquel fue muy 

utilizado cuando e\ metabolismo estaba basado sobre químicos como Cl-t4 y H 2 • sin embargo su 

valor disminuyó cuando apareció el oxigeno molecular. 

Se han estudiado los \igandos del níquel (11) presentes en varias proteinas sustituidas. 

Estos ligandos comprenden aminoácidos como histidina. ácido aspártico. glutamina. cistcin~ 

metionin~ así como tirosina. 

Se han caracterizado derivados del níquel con estado de oxidución fonnal de -1 a +4. el 

Ni(ll) es el estado de oxidación n1ás estable en solución ncuosa y además el mas in1portantc en 

enzimologia. El Ni(ll) es un ion con configuración electrónica d 8 y sus complejos forman número 

de coordinación 4. 5 y 6. La geometría de \os complejos es básicamente planar cuadrada. 

piranlida\ cuadrada. tetraCdrica. trigonal bipiramida\ u octaédrica. Las distancias del .::nlace 

Ni(Il)-0 son 2.05 y 2.09 A. con dos molécula axiales de agua y 2.2:::!: y 2.48 A. para el enlace del 

Ni(ll) con oxígeno del grupo carbonilo. La distancia del enlace Ni(\l)-N es 2.06 A. 

Los complejos dd Ni(ll) pueden tener dos electrones no apareados o ninguno y sus 

propiedades magnéticas son útiles en ocas.iones. Con momento n1agnético de 3-4 BM a 25°C se 

han generalmente observados fum1as paramagnéticas ( .. alto cspin"). Las propiedades magnéticas 

de Ni(ll) son: 

ParamagnCtico: tctrnédrica.. pentacoordinado (algunas veces octaédrico) 

Diamagnético: p\anar cuadrado. 

Las enzimas que contienen Níquel S'?n: 1) Urcasa. 2) Hidrogcnasa. 3) Mctil coenzima M

rcductasa y. 4) Cnrboni\ dcshidrogcnasa (\VALSH. 1987). 

A. Urcasa: 

La urca puede ser degradada por dos enzimas diferentes. La clásica urcasa (urea 

runinohidro\asa). ampliamente distribuida en bacterias. plantas y algunos invertebrados. cataliza 

la hidrólisis de urca de acuerdo a la siguiente reacción: 

H2N-CO-NH2 + H20 - H2N-coo· + NH .. 

La segunda cnzim~ una ATP-hidro\asa de urcasa ( urcasa carboxi\asa): 
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ATP + Urca + C02 - ADP + P¡ + 2NH3 + 2C02 

La enzima más investigada es la ureasa de Jackbean (Canava/ia ensiformis) donde el 

carba.mato se estableció como el primer producto de reacción. Estudios cinéticos comprueban la 

rápida formación del carbrunato y posteriormente una descomposición lenta y espontánea para 

producir bióxido de carbono. finalmente aumenta el pl-l y se hidrata el bióxido de carbono 

originándose el bicarbonato. este hecho puntualiza el papel de ácido de Lewis del Ni(ll) 

(LYANKINA, 1991). 

El Niquel se encuentra ajustadamente dentro de la estructura protéica y el contenido de 

este metal corresponde a 2±0.12 g por cada 96.000 g de enzima. 

Se ha reportado un peso molecular de alrededor de 483.000 Da. En la secuencia de 

aminoácidos se presenta un residuo esencial dentro del sitio activo. este residuo es cisteina (CÍS· 

592). Por otro lado. se demuestra que 13 de los 25 residuos de histidina están entre los residuos 

479 y 607. se ~ugicre que esta región podría contener el sitio de unión del metal. 

La urcasa de Jackbean comprende un hexámero con un peso molecular de 545.445 

Oaltons donde cada subunidad tiene un peso molecular de 93500 Da. por medio de microscopia 

el complejo parece ser nias bien dos trimeros formando una estructura corno de un prisma 

trigonal (TOOD. 1989). 

Hay 15 grupos tiol en cada subunidad los cuales producen un .. sitio activo tior\ estos 

grupos corresponden a los residuos histidina 592. 585. 593 y 607 entre otros más. 

Aunque el mecanismo no esta bien establecido. se Señala que el estado de oxidación del 

metal no cambia. por lo que la enzima no lleva a cabo una reacción de oxidoreducción sino 

únicamente hidroliza y sustituye al sustrato. 

La catálisis del ion metálico podría ser descrita como un tipo de catálisis supcrácida en un 

medio ambiente neutro (la solución es neutra) ésto marca la capacidad del metal de proporcionar 

carga positiva al transcurrir la reacción. 

Algunas evidencias demuestran la presencia de un tiol y una carga negativa en el sitio 

activo. Basándose en este análisis y en experimentos. se desarrolló un mecanismo para la ureas.a. 

no obstante. no hay pruebas de la disposición que tienen los dos átomos de Níquel. ya sea que se 

encuentren juntos o separados. 
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El mecanismo se presenta a eontinuaci6n (Fig 4.1 ). 

e: H-0 
,, ... ~¡ SH 

Figura 4.1 Afecanismo propuesto para la ureasa (LANCASTER. J 988). 

Hay otro mecanismo propuesto en el cual el níquel parece tener nitrógeno u oxigeno 

como ligando y se piensa que cada níquel tiene un papel diferente: un átomo de níquel 

incrementa la nucleofilicidad de una molécula de agua coordinada (fig 4.2). 
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Figura 4.2 Mecanismo alternativo para la ureasa (LANCASTER. 1988). 

B. Hidrogenasa. 

Esta enzima se caracteriza por tener tres si ti :>s activos. De una forma práctica se puede 

representar a la protcina como se muestra en la Figura 4.3. 

El sitio H constituye el punto inicial para la conversión de H• n H 2 y de otras reacciones 

involucrando al hidrógeno. este sitio está presente en cualquier hidrogenasn. siempre y cuando 

contenga el complejo Fc-S. por lo que este complejo. se activa en el proceso al igual que el 

Níquel. 
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Activado por 0 2 

Activado por 
reductores 

u oxidantes ~ R 

H~) 
2H 

silio de regulación 

sitio rco:pcor 
- A 

sitio de activación de 1-lidrógcno 
H 

receptor oxidado 

e receptor reducido 

Figura 4.3 Un modelo general de la hidrogenasa (LANCASTER. 1988). 

El sitio A es un punto de transferencia electrónica con el exterior y el sitio Ro regulador,. 

llamado ast por que muchas hidrogenasas que contienen níquel son inactivas en captación de 

hidrógeno y tiene Ja función especifica de proteger al oxigeno. 

La hidrogenasa cataliza la reducción de sulfato y la oxidación de hidrógeno. la 

composición mínima consiste de subunidades conteniendo un complejo (4FcAS) y un átomo de 

níquel. Una de las hidrogcnasas mas investigadas es la enzima de la Nocardia opaca. en la cual. 

la estructura de ta subunidad se mantiene por la unión del átomo de níquel y al separarse este 

metal se observa la disociación de los dos <limeros. 

En este sentido. un dímero consiste de dos subunidadcs de 56 y 27 kDa y contiene 

aproximadamente 4Fc-4S-2Ni. Por otra parte. el segundo dímero esta compuesto de dos 

subunidades de 64 y 31 kDa teniendo un NAD con actividnd de receptor y con una composición 

de 9Fe-IOS-IFMN. 

De esta fonna. los sitios 11 y A son fácilmente disociados y la más grande de las dos 

subunidades de la hidrogcnasa contiene al sitio H. 

Existen tres estados considerados para describir la activación de la hidrogenasa. la forma 

predominante (el 90°/o) es la enzima oxidada (y se nombra estado inicial). en este estado es 

completamente inactiva con el hidrógeno. Se puede decir que la enzima inactiva se distingue por 

un estado de oxidación alto y una conformación incorrecta. El resto de la proteína (lOo/o) se 

encuentro en estado hno inicial ... En esta forma sigue siendo inactiva. manteniendo el estado de 
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oxidación alto pero en una confonnación correcta. El estado activo representa a la enzima en su 

fonna reducida y con la confonnación correcta. 

El proceso de reducción del estado uinicialº es muy rápido mientras que en el estado uno 

inicial'' es lento. Al estado hno iniciar• se le llama scftal Ni-A y al uinicialº sei'\al Ni-B, ambos 

contienen al Níquel con estado de oxidación tres. Una tercera señal. llamada Ni-C aparece 

durante la activación lenta del estado .. 6 no iniciar• pero sin ningún cambio del complejo Fe/S. Por 

otro lado, los espectros EPR no detectan una interacción entre las scftales Ni-A, Ni-B y Ni-C con 

nitrógeno sino mas bien con un núcleo de azufre, esto significa que un átomo de azufre esta 

coordinado con el Nfqucl y una unión Ni-C en el estado activo de la hidrogenasa (Fig 4.4). 

Estado no inicial Estado inicial 

º· 
Ciclo de Aclhtación 

~ ~ 
Lento Rápido 

H, 

Estado activo 

Figura ./.-1 Estados de oxidación del Niquel durante la activación y reacción de Ja 

hidrogenasa (LANCASTER. 1988). 
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En e\ mecanismo de catálisis se ha generalmente aceptado e\ rompimiento heterolitico del 

hidrógeno molecular para dar un protón .. el cual se combina con una bO:Se de la enzima. y e\ otro 

hidrógeno se une al centro metálico. 

El níquel en la hidrogcnasa. de C. vinosum se reduce de Ni(lll) a Ni(ll) y posteriormente 

de Ni(ll) a Ni(l). Aunque los estados de Ni(Ul) y Ni(ll) deben ser estabilizados por ligandos 

electronegativos como amidas. oximas. oxidos o halogenuros. 

La eliminación de hidrógeno molecular a partir de un complejo ditioleno diprotonado 

asegura que los protones ataquen a los átomos de azufre .. con posterior formación de H-H. 

mientras la unión SH es rota en un paso concertado. 

11 ll 
1 1 
s s ( ><) 
s s 

Figura 4.5 Reacciones de flidrógeno con el complejo M-S-1 (LANCASTER, 1988). 

Esta rc:acción clc\ica comprende la fonnación de un hidruro seguida por eliminación 

hetcrolitica de hidrógeno molecular. el cual puede ser un ligando auxiliar (por un protón 

localizado en el átomo de nzufrc) (A) o por un ataque clectrotllico de otro protón a el ligando 

hidruro(B). 

El paso intermediario B tiene preferencia porque el enlace H-H debilita al enlace M-H. El 

mecanismo A requiere una sustancial energia de activación para romper \os enlaces S-H y H-H 

(ALBRACHT. 1994). 
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Figura -1.6 Reacciones del Hidrógeno con el complejo A-f-S, (L.ANCASTER. 1988). 

e_ M-S-Coenzima-M-Reductnsa. 

La bacteria que produce el metano utiliza una enzima que contiene níquel. (metil 

coenzima M-rcductasa). Las reacciones cata\iz.adas por esta enzima envuelven la descomposición 

de\ tiocter dimcti\ 2.2-ditiobis(etano sulfato)-(metil-CoM) a CH4 y coenzima M-SH. 

Figura -l. 7 E.~tructura del tetrahldrocorfinoide de Nique/ (cofactor F-130) (KENDRICK. 

1992). 
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La metil-Co-M-rcductasa es una proteína celular soluble con un peso molecular de 

300,000 Daltons y de color amarillo. este color amarillo es causado por la unión de dos 

moléculas del complejo tctrahidrocorfinoide (con níquel como metal central). El complejo se 

llama cofactor F430 debido n su absorción máxima a 430 nm (Fig 4.7); además. es un compuesto 

muy polar, soluble en agua y solventes orgánicos altamente polares como rnetanol. 

El enlace de Ni-N en el cofactor tiene una distancia de 2.08 A mientras que en otras 

enzimas conteniendo Nlquel es de 1.91 A. 

El cofactor F430 tiene un papel importante dentro del sitio activo ocasionando un sitio de 

reducción. la coordinación del níquel al cofactor y en la unión del cofactor en la proteína. 

Aunque el Níquel contenido en el complejo tetrafenilporfirina tiene una geometría cuadrado 

planar y axialmentc no reactiva, demuestra actividad frecuentemente con agua en la posición 

axial. también es posible sustituir esta molécula de agua por algún oxigeno o nitrógeno de 

aminoácido. 

El complejo F430 actúa probablemente como nucleófilo y podría romper el enlace CH3-

S-CoM para dar Cl-l3-Ni(ll)-F430 y un producto tiolato, la descomposición del CH3-Ni-F430 

sucede a través de una protonolisis para producir CI-14 y Ni{Il)-F430 (Fig 4.8) 

Figura ./.8 Posible mecanismo puru Afetil-CoA M Reductasa (KENDR!K. 1992). 
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Entre sus sustratos más comunes están los sulfonatos sustituidos, heteroátomos Y 

alquenilderivados. 

Desde un punto de vista general la S-metil-Coenzima reductasa cataliza la reducción de 

S-metilcoenzima por transferencia de dos electrones: 

H1C-S-CH,CH2-so,- + 2H+ + 2e-~ Cl-l4 + HS-CH2CH2-SO,-

D. CO Deshidrogenasa.. 

Las enzimas que convienen monóxido de carbono en bióxido de carbono y contienen 

níquel se llaman carbonil(CO) deshidrogenasas, una de las más caracterizadas es la aislada de 

C/ostridiwn thermoacetious (KUMAR, 1994); esta proteína tiene un peso molecular de 400,000 

Daltons y presenta tres iones níquel, 32-40 moléculas del complejo Fe/S y tres iones zinc. El 

mecanismo propuesto para la descarboxilación reversible de acetilCoA por la enzima CO 

deshidrogenasa se da a continuación (Fig 4.9). 

O SCoA • SCoA CO • SCoA 

H,cAscoA =E•• ? = Enr~ _l_ En/ 
+ 'N~Cll, Ni-CH, 'Ni-CH1 

En•-Ni ~o 
11 

111 

••• SCoA ~ 
En• ~, 

'N· CH 1'- J co 
co 

Figura .J. 9 Afecanismo propuesto para descarbonilación de aceti/CoA por CO 

deshidrogena!J·a (QIU, 199.J). 

Las CO deshidrogcnasas tienen no solo la función de oxidar CO sino también reducir C02 

para f"onnar el grupo carboxilo del acetato. 
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Estudios de EPR sci'talan que el CO esta unido a níquel y probablemente ndemás al fierro. 

Por otro lado, se presenta una reducción del Ni(ll) a Ni(I). Algunos resultados experimentales 

indican que el Níquel podria estar unido dentro de un complejo de Fe/S sustituyendo a un átomo 

de Fierro. 

La enzima esta compuesta por dos subunidadcs (80,000 y 68.000 Daltons) en una 

estequiometria t: 1 y por lo tanto un peso molecular de aproximadamente 290.000 con una 

conformación n2P2 (ANDERSON. 1994). 

La bacteria acctogénica produce la síntesis total de acetato a panir de dos moléculas de 

C02 en su captación de energía metabólica. esta sintesis está acoplada con la de A TP: 

2co, + S(H) - CH3COOH + 2H,o 

Ln enzima presenta tres sitios de unión: uno para el metil,. otro para la CoA y otro para el 

grupo C-1 de acetil CoA .. por Jo tanto. se requiere de una reducción por medio de la transferencia 

de ocho electrones para el C02 y un H2 como donador electrónico. La síntesis consiste de tres 

pasos 1) formación del precursor del carboxilo de acetilcoenzima 2) formación del precursor 

metil y 3) condensación de estos grupos con CoA para producir acetil-CoA. 

En el primer paso. el hidrógeno molecular proporciona electrones para la reducción de 

COi y obtener C-1 del carbonil de acetilCoA (Y-CO). Estudios de EPR sei\alan que Y-CO 

consiste de un centro Níquel. fierro y un carbono derivado de CO. El segundo paso es Ja 

formación de un metilo unido en el sitio X (X-CH;i). este metilo es precursor del C-2 de 

acetilCoA. el C02 primero es reducido a fonnalo por la formato deshidrogenasa. 

El fonnalo se transfonna a 10-formil tetrahidrofolato (JQ.fonnil-H4 -folalo) y reducido a 

5-metil-H4 -folato. una mctiltransfcrasa entonces calaliza Ja transferencia del metil de metil·l-1 4 -

folato a unu enzima corrinoide formando Ja enzima el complejo (CH;i-(CO)-ENZ) .. parece que un 

intermediario acctil es transferido a CO deshidrogenasn de una metilación de Y-CO o por una 

carbonilación del X-CH3. En el tercer paso. La CoA es añadida en una reacción catalizada por 

CQ.deshidrogenasa disulfuro reductasa. Entonces se cataliza el paso final de Ja síntesis de 

condensación del mctil. CoA y C-1. 
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Figura 4. JO Síntesis de Acetil-CoA a partir de CO o H 2CO,z (LANCASTER. 1988) 

De esta mane~ la función de Ja CO dcshidrogcnasa no es solo la conversión de CO a 

C02 sino además unir y condensar el mctil. C-1 y CoA para la formación de Acetil-CoA. 

Se ha comprobado la unión al sitio Z de la coenzima A. Sin embargo. en presencia de 

acctilCoA., la geometría del sitio Y se altera y podría indicar que los sitios Y y Z están muy 

cercanos. Este sitio de interacción tiene el papel de condensar CoA y el grupo mctil y es posible 

que el centro metálico además de unir al CO este asociado en la condensación (Fig 4.1 O) 

Se han observado algunos centros Fc/S en la CO dcshidrogenasa apareciendo en fonna de 

(4Fe-4S)1
+

12
+. La geometría del Níquel en el sitio activo puede ser piramidal cuadrada o 

tetraédrica distorsionada. La distancia entre el Níquel y el Fierro en un modelo del complejo 

Fc3NiS,. parece ser de 2. 7 A. 

Probablemente la función del níquel es ayudar a la unión de CO en la enzima y formar un 

centro Ni-Fe-Carbono. Esto se debe a la afinidad del Níquel y el Fierro por tener grupos 

carbonilos no obstante el estado de oxidación del Ni no se conoce (KUMAR .. 1994). 
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PRINCIPALES REACCIONES DE ENZIJ.,AS CON NIQUEL 

Ureasa H2CONH2 + 1-120 _... H2Ncoo· + NH4 + _. 2Nl-IJ + C02 
M-S-Coenzima-M- H3CSCH2CH2So,- + 2u· + 2e" - CH.+ HSCH2CH2so,-
Reductasa 
CO Deshidrop;enasa 2C02+ 8íHl--. CH,COOH + 2H20 
Hidroj;!enasa 2e-+2H ... ~H2 
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V. ZINC EN ENZIMAS 



ZINC EN ENZIMAS. 

A pJ-1 neutro. toda la catálisis de tipo ácido base en sistemas biológicos. promovida por 

iones metálicos .. se lleva a cabo por el Zn(Il); éste es un ion de configuración d 10 en la última 

cap~ por lo que es un buen ácido de Lcwis y y no es posible que maneje reacciones de tipo 

redox. 

Una ca.ractcrfstica importante de este elemento es su carga altamente concentrada. es un 

ion pequeño (0.65A de radio). Esta propiedad causa una afinidad considerable por electrones y 

entonces se comporta como un ácido fuerte de Lcwis. 

El zinc (11) como catalizador en metalobiomoléculas se encuentra en sitios de baja 

simetría uniéndose a la cadena lateral de aminoácidos a través de nitrógeno. azufre u oxígeno. 

Aunque uno de los mejores ligandos es H 2oro1-1. La geometría que tiene el Zinc(ll) en este 

ambiente es tctraédrico. Los ligandos de nitrógeno son proporcionados del residuo histidina 

mientras los oxígenos vienen a ser de agua o del sustrato. Algunas funciones que el zinc 

desempeña dentro de la enzima son: l) para atacar pequeños sustratos los cuales no pueden ser 

manejados como grupos orgánicos de adherencia multipuntual y. 2) realizar un ataque rápido 

aunque éste no sea especifico produciendo una débil unión del sustrato (KIMURA. 1988). 

En forma generalizad~ los papeles que desempeña el zinc son: como catalizador ácido • 

en control de iones y como un ion de apoyo en la estructura peptidica (proteína). Este metal 

depende de varios factores en el sitio: a) tipo de ligandos. b) distribución de los ligandos, e) 

distancias de enlace. d) tipo de grupo saliente y. el ambiente que rodea ni metal. 

A. Anhidrasa Carbónica. 

El máximo número de transferencia del bióxido de carbono ( número de moléculas de 

sustrato transformadas por unidad de tiempo) es de l O 6 s.-1
• El ataque catalizado por agua sobre 

el bióxido de carbono puede ser favorecido por lo::. 1.1u:. hidrógenos del agu~ uno de los cuales 

activa al carbono a través de puentes de hidrógeno sobre un oxígeno terminal del bióxido de 

carbono (KIMURA; 1990). 

Esta enzima tiene un peso molecular de 30 kDa y un ion Zinc por molécula; tiene una 

forma de huevo con una hendidura de 16 A en la parte baja .. al final de esta abertura está fijado el 
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ion zinc unido a tres nitrógenos de histidina (l-llS-94. 96 y 119) y expuesto al solvente 

(BERTINI, 1992). 

Se han identificado tres sitios de enlace, el sitio A. proporciona una geometría tetraédrica 

alrededor del ion metálico por medio de una molécula de ·oH. 
La histidina 119 mantiene una unión con un hidrógeno de un residuo glutamato. el cual 

parece controlar la basicidad del metal y los ligandos. Una molécula de solvente unida al zinc 

fonna un enlace entre el metal y Thr-199, al mismo tiempo que un hidrógeno de Thr-199 se une a 

Glu-106. 

Los residuos Thr-199 y Thr-200 junto con sus vecinos identifican a una región 

hidrofilica. Hay otra parte de la enzima que contiene Val-143. Leu-198 y Trp-209 los cuales 

fonnan una región hidrofóbica llamada B. aunque estudios de rayos x sei\alan una molécula de 

agua coordinada. Esta molécula de agua podría cambiar su posición y alterar entonces los grupos 

coordinados. esta nueva posición se llama región C (Fig 5.1) (FIERKE. 1991). 

Figura 5. J Silio activo de Anhidrasa Carbónica (BERTJNI. 1992). 

El ciclo catalítico propuesto para la anhidrasa carbónica depende del pH . Es decir. a pH 

fisiológico. el metal se encuentra como Zn-OH (paso A. Fig. 5.2). Una parte del Zn-OH es 

relativamente buen nuclefilico y por lo tanto se produce un ataque al sustrato bióxido de 
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carbono. En éste instante. la concentración de bióxido de carbono es mayor en el sitio activo que 

en la solución (paso B). 

N H ' / N-Zn-0 
N/ 

1[ :: .. 

][ 

N H ' / N-z,,-o 
N/ 

..._ /OH,, 
N-z,, 
N/ 'o 

1 
/c..:::. 

HO F 0 

1[ 

Figura 5. 2 Ciclo catalítico propuesto para anhidrasa carbónica (BERTINI. J 99./). 

Tal vez la carga positiva alrededor del zinc y del NH de Thr-199 representan dos puntos 

de atracción elcctrostá.tica para activar al bióxido de carbono. Al formarse el bicarbonato (Paso 

C) el protón se tiene que transferir a un átomo de oxigeno tcnninal. ya sea a través de un 

intennediario donde el bicarbonato es bidentado (0) o por medio de puentes. de hidrógeno (E). el 

bicarbonato está en equilibrio con el zinc tetra y pentacoordinado (F). este equilibrio proporciona 
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una barrera baja. resultando en la liberación del bicarbonato (G). este paso. se distingue por tener 

el sitio B. a la molécula de bicarbonato y el sitio C. a una molécula de agua. después de esta 

etapa. un protón es liberado (H) y captado comúnmente por la histidin~ luego por el solvente 

(ALEXANDER. 1991). 

El zinc tiene varias funciones l) influye en la unión de los dos reactivos (H20 y C02). 2) 

se compona como un ácido de Lewis produciendo un nucleófilo (OH'") y activa al electrófilo 

(C02) (BERTINI. 1987). 

La estructura de la enzima contiene ampliamente distribuida una J!-hoja (Fig 5.3). la 

ranura que tiene desde la superficie hasta el sitio activo posee varios imidazoles y es disei'iado 

como conductor protéico para la incorporación de los sustratos. 

Figura 5.3 E..<itructura de la anhidrasa carbónica (FRA. USTO. J 99 /). 

B. Alcohol Oeshidrogenasa. 

La transferencia de hidruro es un proceso elemental encontrado en muchas reacciones 

enzimáticas; aunque la transferencia de hidruro implica una reacción redox. se manifiesta además 

un ataque nuclcofilico sobre el sustrato. 
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La alcohol deshidrogenasn es una enzima diméricn de 80 kDa. utiliza NADH/NAD+ como 

coenzima (o mas bien como cosustrato) .. su función es catalizar la deshidrogcnación reversible de 

alcoholes primarios. secundarios para obtener aldehídos o cctonas respectivamente. 

Cada subunidad de la alcohol dcshidrogenasa contiene dos iones zinc; uno de ellos está 

coordinado a cuatro átomos de azufre de cistefnas y el otro metal esta coordinado a dos azufre 

de cistefnas. un nitrógeno de histidina y a una molécula de agua. Mientras el primero no tiene 

aparentemente un papel en la catálisis. el segundo es esencial para la actividad de la reacción. 

(Fig 5.4) 

C•S·•~" C•S·•03 
s s 

Zn 

0 s 
Cl$·07 

Figura 5 . ./ Ligandos del sito activo catalítico (f=q) y no catalítico (Der) de alcohol 

deshidrogenasa (ANANDA. 1993). 

La enzima tiene la propiedad de girar libremente sus dos subunidades. y describirlas por 

una conformación abierta y cerrada. Er ''1 3hir.-r~. la unión de la coenzima NADH provoca la 

rotación, resultando la confonnación cerrauh 

El ion mctñlico actúa principalmcm. ', el sustrato en fonna geométrica y 

polarizando el enlace carbono-oxigeno (POUPLANA. 1994). 

El zinc permite el acceso al solvente en confonnación abierta .. mientras no tanto en la 

confonnación cerrada cuando la enzima reducida está unida y totalmente inaccesible cuando el 

sustrato está coordinado al metal en el complejo. liberando todas las moléculas de: agua del sitio 

activo. 
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De esta fonna, las especies reactivas son atrapadas en un medio ambiente absolutamente 

anhidro. Se han observado muchos valores de pKa bajo diferentes condiciones. La enzima con 

zinc coordinado y agua indica un pKa=9.2 en la fonna abierta mientras la unión de NAOH 

incrementa el pK a 11.2. El anillo no polar de nicotinamida de NADH disminuye las 

interacciones electrostáticas totales del agua, mientras la carga positiva de NAO+ la incrementa 

drásticamente (SARTORJUS. 1987). En este sentido, NADH proporciona una autoregulación 

mnbiental que esta disei\ada para disminuir el pK de un alcohol coordinado. 

Figura 5.5 Posible ciclo catalltlco de la Alcohol Deshidrogenasa (BERTINI. 1994). 

El ciclo catalítico total para la reacción de dcshidrogenación a pH=7 puede ser resumido a 

continuación Fig 5.5 

1) El NAO+ se une a la fonna abiena de la enzima conteniendo agua. el pK. del agua disminuye a 

7 .6 y no está ionizada. 
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2) Una molécula neutra del alcohol entra al sitio sustituyendo a una molécula de agua coordinada 

al zinc. la proteína está en fonna abiena todavía. 

3) La subunidad gira llevando a la proteína a la confonnación cerrada y liberando todas las 

moléculas de agua del sitio activo. La carga positiva tanto del metal como del anillo nicotinamida 

disminuye el pKa por debajo de 7. Se libera un protón de la cavidad por medio de los residuos de 

la proteína. 

4) La transferencia directa de hidruro del alcohol a la posición cuatro del anillo de nicotinwnida 

resulta en un complejo temario de NADH-Aldehido-Metal. La polaridad del sitio activo cae 

drásticamente. 

5) El producto aldehído se libera y es reemplazado por una molécula de agua (su pK es ahora 

11.2). Pueden entrar moléculas de agua en la hendidura favoreciendo la abertura parcial de la 

estructura. 

6). La pérdida de contacto entre las dos mitades favorece la confonnación abierta y entonces la 

liberación de NADH. Esta etapa demuestra la velocidad de disociación máxima y depende del 

pH. 

C. Carboxipeptidasa. 

La hidrólisis no cataliz.ada de péptidos es un proceso lento con una constante de velocidad 

tan baja (1 O -l I s"1
). La misma reacción cataliz.ada por Ja carboxipeptidasa. tiene una constante de 

velocidad de 104 s- 1 (AULD, 1992). 

El zinc presente en la enzima está coordinado a dos residuos histidina (His-69. His-196) y 

a un residuo glutamato que actúa como un ligando bidentado (Glu-72) y a una molécula de agua. 

El metal permite la entrada fácil del solvente y de esta forma .. provocar la desprotonación de una 

molécula de agua para producir un ion hidróxido o polarizar el oxigeno carbonilico del sustrato 

por coordinación .. o mnbas, si existe alguna flexibilidad de la esfera de coordinación (KIM .. 

1990). 

El ácido glutámico (Glu-270) esta cerca del metal y si el papel del zinc es polarizar al 

carbono carbonilico. este residuo en su fonna desprotonada podría realizar un ataque nucleofilico 

sobre el carbono obteniéndose un intermediario anhídrido. Alternativamente .. el metal podría 

proporcionar un ion hidróxido coordinado que a su vez atacaría al carbono carbonUico. de esta 
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manera. el Glu-270 ayuda a formar al Zn-OH. transfiriendo el protón a el grupo carboxilato 

(CHRISTIANSON. 1989) (Fig 5.6). 

Figura .S. 6 Posible ciclo catalítico de Carboxipeptidasa (BERTINJ, 199-1). 

Del lado opuesto a la cavidad se encuentra un residuo tirosina que es bastante móvil. el 

cual. se aprovecha en el proceso catalítico; la cavidad presenta un ambiente hidrofóbico 

favoreciendo el acomodo de la cadena lateral de los aminoácidos no polares que van a tener la 

hidrólisis. Finalmente una Asp-144 y Arg-145 interactuan a través de puentes de hidrógeno con 

el grupo tcnninal carboxílico (MOCK. 1988). 
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Con base en estos datos y en muchos experimentos se ha propuesto un mecanismo. El 

peptido ingresado intcractua con residuos arginina por medio de su grupo carboxilato terminal; la 

interacción podría inicialmente envolver a Arg-71 y entonces el péptido se acomoda hasta su 

punto final Arg-145. 

El oxígeno carbonilico forma un fuerte enlace con un hidrógeno de Arg-127. Una mayor 

estabilización la da una unión de Tir-248 al NH del penúltimo aminoácido. 

Figura 5. 7 Estructura de la carboxipetidasa (FRAUSTO, 1991). 

Durante esta etapa • el metal se encuentra unido con un hidróxido. la unión es auxiliada 

por Glu-270. el cual además efectúa un ataque nucleofilico sobre el carbón carbonilico activado 

por Arg-127.El grupo carbonilo del aminoácido se une en forma bidentada al metal al mismo 
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tiempo que el Glu-270 funciona como un regulador para mantener el número de coordinación 

cinco en el metal. 

Se produce el rompimiento del enlace C-N causado por la adición de un protón al 

nitrógeno del grupo amino. Este protón podria venir de Glu-270 el cual regresa al estado 

ionizado. El segundo protón necesario para transformar el nitrógeno del grupo amino en NHJ ... 

podria surgir del exceso de protones del grupo carboxllico coordinado con el sustrato. 

Finalmente el metal retrocede para recuperar al ligando bidentado dt: Glu-72 y la 

descomposición de péptidos lo libera mientras mas moléculas de agua se unen al metal y se 

separa del gn.ipo carboxilato libre de Glu-270. 

Una vez que la hidrólisis se ha desarrollado. la descomposición del aminoácido sigue 

interactuando con Arg-145 y con la cavidad hidrofóbica., y otra vez el grupo carboxilato de un 

nuevo aminoácido tenninal reacciona con zinc (SCHEPARTZ. 1987). 

D. Fosfatasa Alcalina. 

La hidrólisis de ésteres fosfóricos catalizada por metalocnzimas se ejemplifica con ta 

fosfatasa alcalina. La proteina es un dimero de 94 kDa conteniendo dos átomos de Zn(ll) y uno 

de Mg(ll) por cada monómero. La fosfatasa alcalina cataliza la hidrólisis no específicamente de 

una variedad de monoésteres de fosfato al igual que reacciones de transfosforilación. Por medio 

de rayos x se ha indicado la estructura con resolución de 2.4 A demostrando tres metales en cada 

subunidad (Fig 5.8) 

Los sitios M 1 y M2 son ocupados por zinc y M3 por magnesio. M 1 está coordinado a dos 

residuos histidina (His-331 y His-412) y a una Asp-327. Los ligandos proteicos al sitio M2 son 

Asp-369. His-370 y Asp-51~ este último posiblemente uniendo a M2 y M3 con el oxigeno de 

carboxilo. El sitio M3 esta coordinado a Asp-51 ~ Asp-153. Thr-155 y Glu-322. 
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Figura S.8 Sitio activo defo.sfatasa alcalina (BERT/iVJ. 199-1). 

Investigaciones espectroscopicas indican una coordinación de cinco para el sitio M 1 

mientras que para M2 y M3 una coordinación de seis completada por moléculas de agua. El sitio 

Ml es esencial para la actividad sin embargo. toda la eficiencia catalítica es encontrada cuando 

los tres iones metálicos están presentes (BANCI. 1987). 

Algunos aspectos claves del sitio activo son: In presencia de un residuo serina (Ser-102). 

un átomo de oxigeno cercano al par Ml-M2 y el incremento de actividad cataHtica con el pH. 

El posible mecanismo para la hidrólisis de éster fosfórico catalizado por la fosfatasa 

alcalina podría incluir los siguientes pasos: 

l) Unión del sitio M 1 de los oxígenos no protonados y la activación del átomo de fósforo pam un 

ataque nucleofilico. La unión del sustrato parece está favorecida por la interacción del residuo 

Arg-166 positivamente cargado. 

El cambio estérico en el sitio activo causa movimiento del Ser- t 02 hacia el sitio M2. 
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2) El ataque nuclcofilico sobre fósforo por una molécula de alcóxido coordinada a serina realiza 

e& rompimiento del enlace éster y libera el alcohol. 

3) La formación del intermediario fosfoscril con rompimiento del enlace M 1 fosfato9 disminuye 

el pK. debido a una segunda molécula de agua y el protón se libera por el alcohol saliente. 

4) El hidróxido coordinado al metal realiza un ataque sobre el derivado fosforil posiblemente con 

M2 otra vez polarizando el oxigeno scril9 produciendo un ion fosfato libre coordinado a M l. Una 

molécula de agua ayudarla en la liberación del fosfato vía un mecanismo asociado (Fig 5.9) • 

....._! .,....N 

'o-H fn....._ 
....._ j .,....N 

Zn 
I' 

Figura 5.9 Posible ciclo catalitico de Fosfalasa Alcalina (BERTN/, 199-1). 

El ion magnesio tal vez actúa en la enzima sólo para orientar al sustrato. por lo tanto el 

zinc es el grupo atacante. La constante de hidrólisis de zinc en la enzima es 101 mas grande que 

el zinc libre9 sin embargo. el sitio activo contiene varias propiedades cataliticas extras (BERTINI. 

1989). 



Figura 5.1 O Estructura de fosfatasa alcalina (FRA USTO. 1991 ). 

E. DNA polimerasa. 

Esta enzima cataliza la adición de un mononucleotido a un extremo libre de la cadena de 

ácido desoxiribonucleico(DNA). La DNA polimernsa obtenida de E. coli es un polipéptido 

sencillo con un ion zinc (11) unido por cada mol de enzima y con un peso molecular de 190,000 

Da. Además de necesitar al zinc requiere de otros metales divalcntcs como Mg2 + o Mn2 + para la 

catálisis (ABBOTTS. 1988). 

El mecanismo comprende una nucleotidil transferencia catalizada por Zn2 + (Fig 5.11 ). El 

zinc se coordina con el primer término 3-0H facilitando su desprotonación y preparándolo para 

un ataque nucleofilico sobre el átomo de fósforo del nucleotido atrapado (PANDEY. 1994 ). 

80 



Figura 5.1 J Afecanismo de DNA polimerasa (KENDR/CK. 1992). 

El zinc por lo tanto tiene al menos tres funciones en las polimerasas: 1) un papel catalítico 

en la unión del primer sustrato. 2) un papel estructural en el mantenimiento de la configuración 

propia de la polimcrasa. 3) Un papel regulador en la replicación genética (LIN. 1994). 

F. Acido S aminolevulinico deshidratasa. 

Muchas proteínas biológicamente importantes contiene grupos tiol y en el caso de 

enzimas con zinc. el metal evita la oxidación de estos grupos. 

La ácido ó-aminolevulinico deshidratasa (S-ALD) es un ejemplo de enzima donde el 

papel del zinc parece ser la protección de grupo tiol de estas proteínas. La S-ALD cataliza la 

condensación de dos moléculas de aminolevulinato para formar porfobilinógeno. el segundo paso 

en la síntesis del grupo hemo (Fig 5.12). 
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Figura 5. J 2 Afecanismo propuesto para la síntesis d~ P BG. 

La .S-ALD de la célula roja humana esta formada por ocho subunidades con un peso 

molecular de 3 t a 35 kDa. Cada subunidad contiene zinc y la integridad tanto de la función como 

de la estructura de In enzima depende de la protección de los grupos tiol a la oxidación. La .S

ALO de hígado de bovino consiste de ocho subunidades con un peso molecular de 35 kDa. cada 

subunidad contiene un átomo de zinc(II) y ocho grupos tiol. además de dos cisteinas. dos 

histidinas coordinadas ni zinc dentro del sitio activo. 

La apoenzima (libre de zinc) se n1anticne bajo condiciones aerobicas teniendo ocho 

grupos tiol libres por subunidnd y es totalmente activa. Esto implica que el zinc no es necesario 

para la actividad catalítica sino que es importante para mantener los tiolcs. Cuando se expone al 

aire. la apocnzima pierde dos grupos SH y su actividad catalítica total. 

El plon10 puede sustituir al zinc cstequiométricamentc y entonces causnr pérdida de 

actividad de B-ALD. 
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G. Aspartalo transcarbamilasa. 

Esta enzima esta en muchos organisn1os catalizando In condensación de carbamil fosfalo 

con L-nspanato para dar carbamil aspartD.to (Fig 5.13)9 este es el precursor clave en la biosfntesis 

de piridinas. 

Carbam11 Fosrato 

co· 
l 2 

9H2 
fH NH2 
co2 

Asparreto 

Aspar1aro Transcaroam11aaa 

"fH2 ?º; 
yo 9H2 
NH--CH 

' -co, 

Carbarn11 Ascarraio 

Figura 5. J 3 Reacción catali=ada por Aspartato transcarbami/asa (ANANDA, 1993). 

El peso molecular de Ja aspartalo transcarbamilasa de la E. coli es de 3 J 0.000 Da. su 

actividad es inhibida por piridin nucleotidos tales como citosina tri fosfato (CTP) mientra~ que su 

actividad se ve mejorada por purin nuclcotidos como por ejemplo adcnosin trifosfato (ATP). La 

enzima contiene seis átomos de zinc por mol de proteína. Uno de estos átomos se encuentra 

unido a la cadena lateral de residuos y no es necesario para la actividad calalitica. sino mó.s bien 

parece ser esencial para el mantenimiento de Ja estructura cuatcmaria de la holocnzima. El zinc 

que tiene propiedad catalítica esta unido por cuatro residuos cistcína en una geometría de 

coordinación tctraédrica (TSURUTA; 1994); sin embargo. el papel del zinc en la cnzim.u sigue 

siendo desconocida. 

H. RNA polimcrasa. 

El zinc es un ion mctiilico imprescindible en la RNA polimcrasa. de tal fonna que su 

ausencia provoca la pérdida de actividad enzimática. El zinc además juega indirectamente un 

papel estructural en el mantenimiento propio de la conformación (BONNER. l 994). 

El movimiento y renovación del ion metálico es más dificil para una polimerac;;.a con 

multisubunidadcs que una enzima de cadena sencilla sugiriendo que algunos metales en las 
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enzimas con mu\tisubunidades pueden afc..~tnr la estructura cuaternaria de la polimerasa. La 

función cstrutural del metal es muy distinta en RNA polimerasa de cucariontes • la cual contiene 

un mayor número de subunidades que la enzima de procariontes (LIU. 1994). 

J. Leucina aminopeptidasa. 

Estn enzima cataliza la hidrólisis de aminoácidos N-tenninales de de proteínas ,. péptidos 

y amidas,. generalmente requiriendo de un grupo amino libre (grupo a-amino) en configuración 

L~ por otro lado. su especificidad con el sustrato es ampli~ particularmente aquellas con 

aminoácidos hidrofóbicos~ estas enzimas contienen dos áton1os de zinc por mol de subunidad y 

su peso molecular es mayor de 200~000 Da (PLAKIDOU-DYMOCK. 1993). En amin9peptidasa 

bovina. el zinc no tiene una función estructural. los dos ó.tomos están unidos a lcucina y entonces 

trabajan en la aminopcptidasa de dos distintas formas: uno de ellos tiene una función catalítica 

mientras que el otro regula la actividad inducida por el átomo de zinc del pri1nc1 sitio (\VU. 

1995). 

J. Citocromo oxidasa. 

En recientes estudios la citocromo oxidasa del n1úsculo de corazón de bovino demostró 

tener un átomo de zinc y dos de hierro. Otras pruebas indlcan un contenido de iones Cu. Fe y 

Zinc. El promedio de los radios atómicos de Cu/Fe. Fc/Zn y Cu/Zn son 1 :3._ 2: l y l :8 

rcspectivwnentc. 

Se sugiere que el zinc tiene un papel tanto catu1itico como estructural en In reducción de 

oxigeno rnolcculnr. Las cargas positivas del :zinc se consideran importantes para estas funciones. 

También se señala que un ligando unido a Zinc(ll) (por ejemplo. imidazol o agua ) pueden 

promover la catálisis por medio de la donación de un protón a un átomo de oxigeno durante ta 

reducción. 
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K)SOD. 

Al extraer el Zn(ll) y Cu(II) de Ja superoxido dismutasa se produce una apoproteína 

estable; así mismo. varios metales pueden ser sustituidos por cobre dentro del sitio catalítico,. por 

ejemplo Cd2 + .. Co2 + y Ag2 + y también en el centro estructural, sustituyendo al Zn(II). Una mayor 

información acerca de esta enzima se comentó en el capítulo del cobre. 

PRINCIPALES REACCIONES DE ENZl~IAS CON ZINC 

Alcohol Alcoholc5 Primarios -+ Aldchidos 
Deshidrogcnasa 
Carboxinentidasa 
Fosfatasa alcalina 
DNA Polimcrasa 
A e ido 
ó-aminolevulinico 

Alcoholes Secundarios -... Cctonas 
Hidrólisis de Péntidos oor la oarte carboxflo terminal. 
RPO_..:?- + H:zO -+ ROH + HPO.a-· 
Adición de Mononucleotidos al DNA 
Promover la deshidratación y Ja condensación de dos moles de 
aminolevulinato para formar una mol de porfobilinógeno. 

deshidratasa ___ -+-~--------------------------1 
Aspartato Carbamilfosfato + Aspartato -+ Carbamilaspartato 
transcarban1ilasa 
Leucina Hidrólisis de Péptidos por la parte wnino terminal. 
aminoocotidasa 
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VI. COBALTO EN ENZIMAS 



COBALTO EN ENZIMAS. 

El cobalto utilizado en sistemas biológicos se presenta en una forma estable de bajo espín 

y su configuración electrónica. caracterizada por un electrón no apareado. lo hace adecuado para 

reacciones vía radicales libres. 

Este metal se encuentra formando un complejo cobalto-corrina dentro de la naturaleza. La 

quimica del cobalto y la del carbono. están asociadas por el fácil desarrollo de carbocationes. 

carbaniones y radicales libres. lo cual significa que la fisión del enlace cobalto-carbono puede 

tomar lugar tanto horno como hctcroliticamente. 

El cobalto logra complejos con oxigeno en estados de oxidación por debajo de tres y su 

tipo de estructura electrónica demuestra diamagnetismo del complejo; esto conduce a una alta 

estabilidad del complejo con oxigeno. incrementándose de igual manera :a interacción con el 

ligando. 

A. Cobalto y coenzima B 12• 

La vitamina de más baja concentración en el cuerpo humano es el complejo cobalto

corrina. Hay alrededor de once reacciones de los sistemas biológicos donde necesitan del 

complejo B 1 :!: estas se identifican por ser reacciones orgánicas extremadamente sensibles. El uso 

de este metal es importante para llevar una catálisis por radicales libres al mismo tiempo que 

mantiene un control. El control en este sentido significa que los radicales libres no deben ser tan 

reactivos como para hacer un daño fisiológico al tejido (MEALLl. 1987). 

La cocnzima B1 2 (S-dcsoxiadcnosil cobalamina) participa como cofactor en un número de 

reacciones enzimáticas donde hay un total re::icomodo del sustr::ito y frecuentemente un átomo de 

hidrógeno se intercambia por un grupo funcional sobre un carbono adyacente (Fig 6.1 )(GENO. 

1987). 
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e, - c 2 -

' 1 X H 

Figura 6.1 Reacción cata/izada por la coenzima B1:1 (GEN_O. 1987). 

Donde X puede ser -OH. -NH2. ~o. -SCoA. -CH2CH2COOH. 

Hay cuatro reacciones importantes de la cocnzima B 12 

1) La reducción de ribosa a desoxiribosa 

2) El reacomodo de diales y moléculas similares 

3) El reacomodo de malonil a succinil 

4) La transferencia de grupos metilo. 

Un punto significativo en todas éstas reacciones. es la necesidad de un acceso bastante 

amplio para los sustratos grandes a.e;{ como para la transferencia metálica. 

Se ha establecido un intermediario tipo Co(II) en las reacciones 1. 2 y 3 mientras en la 4 

aparece Co(l). En un análisis del mecanismo, el rompimiento del enlace Co-C en la enzima 

requiere de una pequeña cantidad de energia ( 1 O Kcal) comparada con la necesaria en solución 

(20 Kcnl), de esta fonna se describe la potencia que tiene la proteína. 
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Figllra 6.2 Estrucrura de la vitamina(i) y coen=ima B12 (il)(KENDRJCK, 1991). 

La estructura de la vitamina y coenzima se mue~tran en la Fig 6.2. el átomo de cobalto 

yace aproximadamente en un plano con cuatro nitn',~enos co .. •io ligandos del complejo corrina., 

este ligando macrociclico monoaniónico puede ser con:1¡derado un tctrapirrol reducido. 

Una diferencia sorprendente con lns porfirina!> .,. ... ¡:m . .:::.cnta en la unión directa entre los 

anillos A y D. La conjugación se extiende solo sobre los trece átomos excluyendo al Cobalto. 
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1. Metil malonil-CoA mutasa. 

La transformación de metilmalonil-CoA a succinil-CoA es un paso esencial en el 

metabolismo del tejido animal. La enzima ha sido extraída de Ja bacteria que produce ácido 

propiónico y de hígado de oveja .. sin embargo la proteína del mamífero es mas grande (peso 

molecular de I 65 .. 000 Da) que de Ja Propioni/bacterium sermcJnni (peso molecular 65 .. 000 Da) .. la 

coenzima se libera fiícilmcnte. sobre todo en la bacteriana aún cuando proporciona completa 

protección. 

Por otra parte. la cocnzima unida a Ja enzima demuestra una estabilidad a la luz y al 

c1anuro indicando que el enlace cobalto-carbono es muy fuerte; esta propiedad Ja pierde al estar 

la cocnzima en solución. 

Se ha estudiado el proceso estereoquímico de la reacción y resultó ser de tipo 

intramolccular .. de tal forma que no interviene ni el solvente ni otras especies. La reacción del 

metil-Drmalonil-CoA lleva a un producto totalmente dcuterado. La reacción de R-2-0 1-

Metilmalonil-CoA (Fig 6.3a) con la enzima conduce a ácido (+)-S-succínico (Fig 6.3b) .. la 

isomerización ocurre con retención de configuración del carbono 2; un átomo de hidrógeno es 

desplazado por el grupo -CO-S-CoA .. esta transferencia del hidrógeno se realiza po:- medio de la 

posición C-5 de la apoenzima unida. 

Q •• ~CH, 

(a) HOOC_.....-~ 'y"º 
S-CoA 

º··. _..~:. o e ~C'° 
HoocY' '-H 1 

S-CoA 

Figura 6.3 Reacción cala/izada por Meli/ maloni/-CoA mutasa. 

(b) 
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2. Glutamato mutasa. 

El estudio de la fermentación del ácido glutámico por Clostridium tctranomorphum 

condujo a la separación de la coenzirna de forma de a-(adcnil)-cobamida, esta enzima cataliza la 

converSión reversible de L-glutamato a L-treo-J3-metilaspartato con un equilibrio favorecido 

hacia glutrunato. 

La enzima se divide en dos partes. la más grande es el componente E (peso molecular 

128.000 Da) que une al glutamato y en ausencia del componente mas pequeño S, se une una 

molécula de cocnzima B 12 ~ sin embargo. en exceso del componente S se unen dos moléculas de 

coenzima.. el componente S (peso molecular 17 .000 Da) se inhibe por grupos sulfhidrilo ya que 

contiene de 6 a 7 de estos grupos, dos de los cuales están expuestos. Entre la enzima libre y la 

unida hay un pequeño cambio que consiste en la modificación del grupo 5 "-desoxiadenosil 

provocando una pérdida completa de actividad. 

La rcnt;ción comprende la transferencia de una parte de glicina y un átomo de hidrógeno, 

la glicina libre. el ion runonio, el acrilato y el cx-cctoglutarato no son intermediarios; además de 

que ningún hidrógeno del solvente es incorporado. La isomerización de R-mctilmalonilCoA a 

succinil-CoA ocurre con retención de configuración del carbono 2, la isomerización de 2S-3S-3-

metil aspartato (Fig 6.4n) a glutamato (Fig 6.4b) se distingue por inversión de configuración del 

carbono 3 de mctil aspartato. 

Figura 6.4 Reacción cata/izada por glutamato mutasa. 
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De esta manera. se puede decir que el hidrógeno migra desde el grupo metil. de metil 

aspartuto. atacando al carbono 3 en una dirección opuesta a la salida del grupo -CH(NH2)COOH. 

esta transferencia del nitrógeno se logra a través de la unión 5'-desoxiadenosilcobalamina 

actuando con10 transportador del hidrógeno (HOLLOW A Y. 1994 ). 

3. Diol deshidrasa. 

Algunas especies de Aerobacterias y Escherichias son capaces de formar grandes 

cantidades de 1,3.propanediol a partir de glicerol. Precisamente la Aerobactcrogenes ATCC8724 

crece anaeróbicnmente sobre el glicerol conviniendo ctilenglicol a acetaldehido y también t .2-

propanediol a propanaldchído en forma irreversible (Fig 6.5). 

CHl·CHO ·CHO 

Figura 6.5 Propancdiol dehidrasa cata/izando Ja reacción de J-R-li..>-2R propano

l.2diol (a) y de l-R-1-D-2-S-propano-1.2-dio/ (b). 

La enzima 1.2-propanediol dchidrasn requiere de un catión monovalente como K+. NH4 .... 

TI ... o Rb+ y también de un derivado de la coenzima B 12• Sin embargo la vitamina mism~ 

cianocobalamina y la hidroxocabalamina actúan como inhibidores. 

La coenzima es sensible a cambios en muchas partes de la molécula. por ejemplo. una 

modificación del grupo Co-C'S-desoxiadcnosil afecta a la actividad. aunque la fotólisis de la 

enzima puede incrementarla. 
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La glicerol dehidrasa puri tienda de A. acrogcnes tiene un peso molecular de 188,000 Da y 

forma un complejo inactivo estable con hidroxocobalamina. No obstante, el Na•. el pH bajo y el 

EDTA promueven la disociación de la apoenzima. En cierta fonna la hidroxocobalamina protege 

a la apoenzima contra un ataque por reactivos. por ejemplo grupos sulfhidrilos e incrementa la 

estabilidad ténnica enzimática. En presencia de Mg2 .. y S03::- la hidroxocobalwnina puede ser 

sustituida por 5'-dcsoxiadenosilcobalamina para dar la holoenzima. 

Al investigar la molécula reactiva de propano 1,2-diol se observa que ningún hidrógeno 

del solvente es incorporado ya sea al sustrato o al producto. Así también se indica que no hay 

intermediarios; mas bien hay evidencias convincentes de migración del hidrógeno entre la unión 

del sustrato y la enzima. 

Se ha concluido que la migración del hidrógeno del carbono 1 al carbono 2 se lleva con 

inversión de configuración del carbono 2. Esto sugiere que e 1 enlace Co-CH2 podría actuar como 

receptor de hidrógeno. Durante el proceso la holoenzima es reducida por glicerol aldehído dando 

s·-desoxiadenosil lo cual señala que el hidrógeno de transferencia toma lugar por medio de 5'

desoxiadenosilcobalamina. de hecho. los dos hidrógenos de c·s son equivalentes por lo tanto no 

hay prueba para manifestar la relación de hidrógenos del C'4 en la reacción. 

4. Etanolamina dea.minasa. 

Esta enzima extraída de Clostridium utiliza colina o etanolamina como sustrato y requiere 

de coenzima cobamida y un catión monovalente. tiene un peso molecular de 520.000 Da y 

presenta de 8 a 1 O subunidades. En ausencia de oxigeno. la cocnzima inactiva a la enzima. La 

proteína contiene dos moléculas de coenzima. cada una separada e independiente del sitio activo. 

Como en la diol dehidrasa. existe la transferencia de hidrógeno a la coenzima y entonces 

el átomo de carbono del grupo amino se activa perdiendo amonio para dar como producto 

acetaldehido. La enzima puede distinguir el hidrógeno del alcohol. y por otro lado. mantiene el 

oxígeno en la molécula. l-lay pruebas de una disociación homolitica reversible del enlace 

carbono-cobalto. es decir. que se han detectado especies conteniendo electrones no apareados 

durante la catálisis. 

92 



S. L-13-lisina Mutasa. 

La descomposición anaeróbica de lisina por varias Clostridium produce un ácido 

carboxilico y amonio (Fig 6.6). 

65432 1 
NH::CH::CH2CH::CH2 CH(NH2)COOH + H::O + P043- + ADP -

6543 21 
CH~CH::CH2COOH + CH 3 COOH + 2NH 3 + ATP 

Figura 6.6 Reacción catali:ada por L-P..lisina M"tasa. 

Se requiere una coenzima cobamida como catalizador; el primer intermediario en el 

proceso es el grupo amino que .se transfiere del carbono 2 al carbono 3 para dar 13-lisina (3.6-

diaminohexanolato). el paso reversible depende de cobamida y produce 3.5-diaminohexanoato. 

La 13-tisina mutasa de C. sticklandli ha sido purificada y dividida en dos proteínas. una de 

las cuales contiene muy unida una cobinamida cx-(adenil)-S'desoxiadenosilcobamida (peso 

molecular 160,000) mientras que la otra parte es una proteína con grupos su!fuidrilos (peso 

molecular 60.000). ambas proteínas y un catión monovalente (K\ Rb\ NH4 +)son esenciales para 

la actividad. 

El sistema incompletamente purificado requiere de ATP. tiol. FAD. l'vlg2
+ y piruvato. 

aunque todo esto excepto el piruvato están relacionados en la síntesis de una s·
desoxindcnosilcobamida. la coenzima cobamida funciona con un transportador de hidrógeno. el 

cual migra del c·s de (}-lisina a c·s de la cocnzima. Otras dos enzimas dependientes de 

cobamida han sido aisladasa de C. slicklandii. Tanto la D-cx-lisina mutasa (cataliza la fonnación 

de 2.5.diruninhexnnoato) como la omitina n1utasa dan el mismo producto. Estas dos enzimas son 

bastante similares a 13-lisina mutasa consistiendo de una proteína unida a cobamida (peso 

molecular de 60,000); la 0-a.-lisina mutasa requiere además un catión monovalente y un mctit 

divalentc con ATP y fosfato piridoxal para su actividad. La segunda enzima quizá reacciona con 
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el grupo 6-amino. haciéndolo mas fácil de migrar al carbono S. el ATP incrementa la afinidad de 

D-a.-Lisinn mutasa por el sustrato. 

6. Ribonucleotido rcductasa. 

Un derivado de la vitamina Bu se encuentra relacionado en la transformación de 

ribonuclcotidos a 2-dcsoxiribonuclcotidos. Los ribonucleotidos trifosfatos GTP. ITP. ATP._ CTP 

y UTP son los sustratos de la enzima. En E. coU los ribonuclcosidos difosfatos se utilizan como 

sustratos. sin embargo. no requiere de una cobamida con cocnzima. La ribonucleotido reductasa 

tiene un peso molecular de aproximadamente 115,000 Da. 

En la reacción de la reductas~ los azufres unidos a los hidrógenos se intercan1bian 

rápidamente por hidrógenos del solvente. La reacción se demuestra en la Fig 6. 7 

Figura 6. 7 Mecanismo de acción de la Ribonucleorido Reducrasa-

Para la reducción de citosina trifosfato es necesario a.-(5.6-dimetilbcnzimidazolil) 5-

desoxiadenosilcobamida., ATP. un ditiol reductor y en ocasiones también de Mg2 +. El ditiol debe 
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ser capaz de fonnar un ciclo intramolecular en Ja oxidación, por ejemplo, dihidrolipoato, la 

oxidación de dihidrolipoato esta cstequiométricamentc relacionado a Ja reducción del nucleotido. 

Un punto interesante es que Jos 2-desoxiribosidos trifosfotos nctúan como productores 

nlostéricos positivos. siendo la reducción de cada trifosfato está ampliamente estimulada por 

diferentes 2-dcsoxiribonucleotidos trifosfatos. por ejemplo, dATP por CTP. dCTP por UTP. 

dGTP por A TP y d,IP por GTP,. de todas formas, en ausencia del sustrato siempre se requiere Ja 

presencia de estos 2-desoxiribonucleosidos. 

El ditiol reduce Co-5'-desoxiadcnosilcobalamina para dar 5'"-dcsoxiadenosina como un 

intermediario. la reacción es reversible aunque la velocidad es más rápida que en la de 

transferencia de hidrógeno del complejo 5'-desoxiadcnosina a el ribonucleotido. 

Aunque el complejo Co(II) cobamida en presencia de dihidrolipoato y un nucleosido 

trifosfato ha sido demostrado en la holoenzima. se ha concluido que éste solo se forma por 

degradación oxidativa de Co(l) eobalamina. ya que la velocidad de formación fue mÜcho mas 

lenta que la velocidad de transferencia de hidrógeno con el solvente o la reducción del 

ribonucleotido (DA VIS, t 994 ). 

7. Metioninn sintetasa. 

La enzima purificada de E. coli tiene un peso molecular de 140.000 Da. La biosintesis de 

metionina comprende la transferencia de un metil de N-mctiltetrahidrofolato (5-Cl-b-H_.-folato) a 

monocisteina (Fig 6.8) 

Es esencial una cobalamina y tiene como cofactor S-adenosilmetionina (SAM) un 

reductor Oavina y 1 A-ditiotrcritol (DTI) .. La mctilcobalamina forma un intem1ediario en la 

reacción de metilación aunque es posible que un tiol-cobalarnina este presente en la npocnzima. 

La función de los dos agentes metilados, 5-Cl-h-H4 -folato y SAf\.1 han sido resueltos 

grndualn1ente. 
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NH7 

CH3 «'N~N 
·~-CH2 O 'N_llN;1 

~Hz~ 
~H2 OH OH ~ 
CH NH2 N N 
tOOH H>Ny··y jH O COOH 

---------------- N~N ~H2 NH ~~-NH-tH 
OH /.i ~· CH2 

~H2 
+ CH3SCH¡CH2CH COOH 

Figura 6.8 Reacción catali.:ada por Afc1ionina sintetasa. 

1 
CH2 
1 
COOH 

Solo cantidades catalíticas de SAM son importantes para llevar la reacción de 

transmetilasa y aunque se ha descrito una enzima independiente de SAM. ésta es restablecida por 

reacción con homocistcína en ausencia de S-CH3·l-lrfolato o por una proteína .. desmetilada"•. 

Quizá existe una transferencia de grupos mctil a la cobalamina en presencia de flavin 

reducida a Dlf. SAM produce una mctilcobalamina. la cual reacciona con la homocisteína para 

dar metionina y una cohalamina reducida activa. El proceso cíclico continua a menos que el 

intermediario activo. tal vez Co(I) cobalan1inn sea bloqul!ado por propilación o inactivado por 

oxidación. SAM y los reductores son necesarios para compensar esta inactivación durante la 

catálisis (Fig 6.9). 



RS CoL(Enzlma) 
SAM 

CoL(Enzlma) 

HOMOCISTEINA 

METIONINA 

Co(l)L(Enzlma) 

Figura 6.9 Afecanismo de acción de i\fctionina Sintctasa. 

Algunos detalles no están claros todavía. por ejemplo. ni SAM ni 5-CH3-H4 -folato 

reaccionan con hidroxocobalamina en presencia del sistema reductor flavin. sino t:n ausencia de 

la apoenzima. La enzima. sin embargo. se parece a la holoenzima conteniendo metilcobalamina y 

la velocidad de reacción se incrementa por 5-Cl-h-1-14 -folato. 

8. Metano sintctasa y mctil transfcrasa. 

Algunas bacterias forman metano a partir de la descomposición anaeróbica de ciertos 

compuestos orgánicos como 1nctanol y acetato. La !rvtc1hano surcina barkeri y la Aletlumobacil/us 

omc/ianskii demuestran la fonnación de n1ctano utilizando bióxido de carbono. fonnato. 

formaldehído. mctanol y piruvato. 

Una gran variedad de complejos camctcri7..ados por Co-metil son convertidos en n1ctano 

incluyendo mctilcobalan1ina y a-(5-hidroxibcnzimitdazotil)-mctil cobnmidn. En presencia de 

cantidades catalíticas de Co(ll)-cobalamina algunos complejos Co-metil actúan como donadores 

de metilos siendo transferidos primero a la cobalamina. 

Como un intermediario unido a Ja enzima se ha sefialado a un derivado de Co-metil. 

La fotólisis del corrinoidc logra un producto que en EPR da una fonna parecida a 

Co(ll)cobalamina. 
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Comúnmente la reacción en presencia de una reductasa tal como piruvato deshidrogcnasa 

produce la fonnación de metano. Sin presencia de un grupo reductor. el grupo metil puede ser 

transferido a Co(l)cobalamina. 

El mecanismo de reducción o de transferencia no es conocido aún. Recientes evidencias 

sugieren que el grupo metilo es transferido a una pcqucf\a molécula. coenzima M y entonces la 

reducción toma lugar. 

9. Acetato sintetasa. 

La rencción del bióxido de carbono para producir acetato en In C/ostridium 

thcrmoacetaticum requiere de un corrinoide. esta enzima cataliza la síntesis de complejos Co

metil corrinoides a partir de bióxido de carbono llevando a la formación de acetato. Ambos 

átomos de carbono del acetato provienen del bióxido de carbono. Hay pruebas que expresan un 

intermediario clave: a.-(5-metoxibenzimidazolil)-Co-mctilcobarnida. Dos fracciones proteicas 

han sido obtenidas de la célula libre. La cocnzima A. piruvato y una ferrodoxina transforman 

metilcobalarnina a acetato aunque también uno de ellos convierte carboximetil-cobalamina a 

acetato. 

Parece que una molécula de bióxido de carbono en un derivado del H.s-folato es capaz de 

transferir el grupo metilo a una cobarnida reducida. Esta metilcobamida podría ser carboxilada y 

entonces se obtiene un carboximctilcobamida la cual se reduciría para formar el acetato (Fig 

6.10). 

CH3 
1 
CoL 

[H) 
-----+ 

Figura 6. JO Reacción cata/izada por Acelalo sintetasa. 
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En este caso, solo dos de los hidrógenos del grupo nlctilo aparecerían en el acetato. solo 

que el hidrógeno perdido en In carboxilación fuera retenido por la proteína ·y usado en In 

reducción del complejo carbox:imetil. 

Otra alternativa es el rompimiento heterolítico del enlace carbono-cobalto obteniendo un 

intermediario Co(llI) ..... CH3 •• Este intennediario reacciona para dar CI-bC0-0-CoL y 

posteriormente acetato. Es posible que en la reducción anterior. el intermediario Co metil sea un 

mejor donador de CH.1 • para el bióxido de carbono. 

B. Cobalto en sustitución metálica de metaloenzimas. 

Hay una considerable cantidad de investigaciones relacionadas con metalocnzimas 

sustituidas con cobalto. Ja principal razón de esta sustitución. por ejemplo. en enzimas que 

contienen Zinc. es que el cobalto es paramagnético y presenta gran sensibilidad a cambios en su 

geometría de coordinación. de esta manera • es frecuente encontrar algunas ventajas al remplazar 

el Zinc por cobalto para estudiar al sitio metálico (BERTINl.1989). 

Muchos investigadores han preparado modelos estructurales y electrónicos del sitio activo 

en metalocnzimas sustituidas. Tanto espectros visibles como de MCD son muy similares 

mientras que las estructuras por rayos x sei'ialan pequeñas diferencias en las enzimas conteniendo 

Zinc y las sustituidas . 

Algunas de las enzimas sustituidas con cobalto incluyen a alcohol deshidrogenasa. SOD .. 

carboxipeptidnsa y algunas otras más (SKJELDAL.1988). inclusive se han obtenido pruebas de 

la unión de Cobalto (11) en el sitio de proteínas conteniendo cobre. Trabajos recientes hablan 

sido restringidos a mediciones de UV-Vis. donde la interpretación espectral era limitada 

sobretodo por el espín permitido y por excitaciones de trasferencia de carga. Por otra parte. 

estudios en CD y MCD son capaces de envolver bandas para verificar el sitio de unión del metal. 

Espectroscopicamcnte se han caracterizado a oxidasas azules sustituidas. A panir de estos 

espectros es como fue obtenida la información estructural y el centro de coordinación del cobre. 

99 



PRINCIPALES REACCIONES DE ENZlllfAS CON COBALTO 

Metilmalonil-CoA Transposición intramolecular de un metilo. 
mutasa 
Glutnmato mutnsa 
Diol deshidrasa 
Etanol deaminasa 
L-P-Lisina mutasa 

Mctionina sintctasa 

Metano sintetasa y 
mctil transferasa 
Acetato sintetasa 

Transnosición intranlolecular de un metilo. 
Transnosición intramo1ecular de un hidroximetilo. 
Pérdida del 1.!TUDO amino v oxidación del alcohoL 
NH2(CH,)4CH(NH,)COOH + HzO + HPO•'- + ADP 
CH3(CH2hCOOH + CH,COOH + 2NH +ATP 
Transferecnia de un grupo metilo de 
S-CH1-H4 -Folato a la monocistcína ...... ~ formar metionina 
Formación de metano a partir de CH10H 9 CH3COOH o C02 

Formación de CH3coo- a partir de C02 
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VII. OTROS METALES EN ENZIMAS 



OTROS METALES EN ENZIMAS. 

Hoy en día el molibdeno es un metal de transición asociado ampliamente con las 

reacciones de N03-. so . ..2· .. aldehidos y nitrógeno molecular dentro de los sistemas biológicos. Es 

aquf donde surge la hipótesis sobre ta presencia de grandes cantidades de este metal en un 

periodo anterior. en el que el oxigeno molecular se presenta en la atmósfera. El molibdeno quizá 

participa en las enzimas para atacar al sustrato desde hace más de 109 aftas. Una segunda forma 

de encontrar molibdeno en la vida corresponde al cambio en la bioquimica del mar. es decir. en 

una etapa cercana a la evolución de la vida en una atmósfera reductora; este metal se encuentra 

en forma soluble como algunos aniones solubles de Mo/S en un estado de oxidación menor de 

seis. 

Lo mismo sucedió con el vanadio y el tungsteno. sin embargo el primer metal podría 

haber estado como sólido (V3S 4 y VS4) o formando complejos solubles como VS2
\ VSSH•. 

Posteriormente. como resultado de la oxigenación progresiva de la aunósfera.. los tres metales 

pasaron a ser oxidados y aparecen ahora en el agua salada como molibdato. vanadato y tungstato. 

Cuando la vida consideró la capacidad de utilizar la luz. el nacimiento de reductores sobre 

la membrana se hizo necesario. La captación de luz ocurrió y el sulfuro de hidrógeno podría ser 

ideal debido a la reacción H 2S __. s- + 2H ... + e· demostrando ser el manganeso(Il) un metal 

necesario. sin embargo el vanadio taznbién podría ser usado para intervenir en reacciones 

similares. Esta es la razón de acumulación de vanadio por especies fotosintéticas primitivas. 

A). Molibdeno. 

La mayoría de las enzimas que contienen molibdeno utilizan como cofactor a complejos 

Fe/S. Dentro de estas proteínas la xantin oxidasa .. aldehído oxidasa .. sulfato ox.idasa y nitrato 

reductasa llevan a cabo la transferencia de oxigeno: 

x+o .- xo· 

Esta reacción se logra por medio de radicales libres y de ahí la razón de usar al 

molibdeno; este elemento se caractcri7..a por el fácil rompimiento del enlace M=O para dar M +O 

produciéndose fuera del citoplasma celular. Otra propiedad es cambiar de estado de oxidación en 
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forma sencilla.. por ejemplo de Mo(lll) a Mo(IV). esto conduce a tener fuertes grupos salientes y 

también a que la diferencia entre los potenciales rcdox del metal sean n1uy pequeños .. por 

ejemplo en Mo(lll)/Mo(IV) hasta Mo(V)/Mo(VI) además de que los valores de estos potenciales 

son bajos. 

Todas las enzimas que tienen molibdeno son muy grandes y complejas. Se distinguen 

múltiples subunidades. varios sitios de depósito. centros Fc/S y cofactores apane del molibdeno 

para controlar varias reacciones. otras más necesitan de flavin adenina dinucleotido (FAD) como 

cofactor, las Oavinas tal vez llevan reducciones ganando uno o dos electrones para fonnar 

scmiquinonas y quinonas. 

Los estados de oxidación del molibdeno biológicamente importantes son Mo(VI). Mo(V) 

y Mo(IV) mientras que los números de coordinación son para Mo(V) 5 y 6 y para Mo(VI). 4y 6 

El Mo(V) es para.magnético en sus especies y Jos complejos de Mo(V) son regularmente 

aniónicos. teniendo oxígeno. halógeno. tiocianato o cianuro como ligandos. Las especies oxo son 

particularmente importantes y la dimcrización casi siempre ocurre a través de éstos (puentes 

oxo). 

El Mo(VI) forma complejos anionicos con oxigeno al mismo tiempo que hidroxo

complejos orgánicos son conocidos. El tetraedro del oxo anión Mo04
2

• esta bien definido. sin 

embargo. en solución ácida se realiza la polimerización obteniéndose iones molibdato con cierta 

complejidad. 

En los sistemas biológicos, el molibdeno está unido por medio de grupos carboxilato o 

hidroxílicos de los residuos tirosina o serina aunque algunos estudios indican la unión de SH de 

cistefna con el ion metálico (MASON, J 989). 

1. Nitrogenasa. 

La nitrogenasa consiste de dos proteínas llamadas componente I y componente 11. El · 

primero de ellos contiene un complejo Mo-Fe (molibdenoferrodoxina) mientras que el segundo 

representa una ferroproteina (azofcrredoxina). Se han propuesto los ténninos nitrogenasa y 

nitrógeno rcductasa para ser usados en lugar del componente [ y 11 respectivamente~ sin embargo 

la nomenclatura será usada en cualquiera de las dos formas. 

El componente 1 tiene un peso molecular de aproximadamente 220,000 Daltons y esta 

confomrndo por un tetrámero con dos pares de subunidadcs diferentes. Hay dos átomos de 
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molibdeno. de 32-33 átomos de hierro no hcmo y de 27-32 átomos de azufre por tetrámero. El 

componente 11 es un dimero con subunidadcs idénticas y con un peso molecular de alrededor de 

60.000 Da. conteniendo un complejo de 4Fe-4S. 

Los dos componentes son extremadmnentc sensibles al oxigeno • el cual los inactiva 

irreversiblemente y ni siquiera agentes reductores los pueden recuperar. 

Estudios de EPR indican que el molibdeno es el sitio de unión del sustrato así como de la 

reducción. Por otra lado, se señala que tanto fierro como azufre están muy cercanos al Molibdeno 

en el componente l. Pan1 la reducción de nitrógeno molecular a nrnoniaco se requiere como 

cofactores una fucnll! de energía tal como ATP y una fuente de electrones con bajo potencial 

redox. 

La nitrogenasa contiene como cofactores tanto Fc/S como ATP. El centro de reacción 

tiene un peso molecular de 1,500 Da, demostrando un isocitrato y una composición inorgánica 

Fe6MoS8 • Aquí el fierro esta unido al azufre y algunos enlaces del molibdeno son hacia el azufre. 

Este complejo a conducido a varios modelos (Fig 7 .1) (MILLE~ 1993 ). 

o o 
/s-~0.,....s ..... Jó'"s, 

H,N-C-s/ 's ...... 's-c--NH, 
lbl 

[
c•........._F•/s........._M,:"""º J" 
CI/ '-.... S/ '-..S/ J 

lcl 

Figura 7.1 Algunos modelos del complejo (FRAUSTO. 1991). 

El complejo como se mencionó anteriormente tiene al molibdeno unido a grupos tiolato~ 

algunos de los cuales son sustituidos por oxígeno durante la reacción. 
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·· · Cdn todos estos datos se puede creer que el sitio de reacción del nitrógeno molecular es el.e :lo""' "' 

molibdeno. La activación de este metal es a través de la formación de un hidruro (Mo-1-r) .. en la 

reducción del nitrógeno se observa inicialmente que una mol de hidrógeno molecular se libera: 

H+ + Mo -J> Mo-Ir 

Mo-H· + H+ -J> Mo• + H2 

Mo• es el estado con el que se fonna la unión de nitrógeno molecular 

La reacción del hidrógeno puede ser una fonna de mantener la enzi_ma libre de oxígeno 

molecular. La reducción de nitrógeno molecular es vista como una manera dc
0 

regular los estados 

de oxidación del molibdeno. 

Mo-N2 -to Mo=N-NH2 __.,. Mo:¡¡:¡¡N-NI-·h ~ NH3 + ~1o¡;¡::¡N --+ Mo=NH __,,._ MoNI h --+. Mo + 

NH, 

Se observa también la hidrólisis de varia.o;. moléculas de ATP. pa.ne de Ja cnerg[a es 

utilizada en mantener a las dos proteínas unidas así como para generar el estado especial Mo• y 

posiblemente también en la protonación y en la transferencia electrónica. Todo esto lo hace una 

reacción bastante compleja. Sin embargo. la fijación de nitrógeno se coloca junto con la 

fotosíntesis como uno de los procesos más importantes de la vida en la tierra. 

Los complejos Fe/S conforman la cadena de transferencia electrónica: mientras que dos 

moles de ATP son consumido por cada transferencia electrónica del sustrato (?\tt0"1TNER. 1993). 

Se piensa que la Fcrroproteina (componente 11) nctún como depósito de electrones y de 

ATP y que la MoFeprotcina (componente 1) une al nitrógeno molecular: son necesarios además 

cationes divalcntes como Mg2
• para el ATP (Fig 7 .2). 

La reacción general es: 
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~NH,_H1 

... 

i' .. -Í~. LÍ~li 
~t-· ... J ffi l;-t;· 

S--Fe N ~F·--$ 

~J.~7j 
lbl s s 

Figura 7. 2 Reacciones de la nitro ge nasa y estructura del complejo (FRA USTO. J 99 /). 

2. Xantin oxidasa 

La oxidación de xantina para dar ácido úrico es catalizada por xantin oxidasa. El oxigeno 

adicional no proviene del oxigeno molecular sino mas bien del agua. Esta enzima es extraída de 

leche de vaca y contiene dos átomos de Molibdeno. dos grupos FAD y dos diferentes tipos de 

complejos Fc2S2. 
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o 

HN~N> 
Ol_N>--_N 

H H 

º• 
H,O 

enzima 

Figura 7.3 Reacción catali:ada por xantin oxidasa. 

La enzima esta compuesta por dos subunidades. cada una presenta un átomo de 

molibdeno~ por lo que estos dos están muy separados: está totalmente comprobado el papel del 

molibdeno como sitio de unión y reducción de xantina. 

Durante la reacción. la enzima podría perder molibdeno o azufre espontáneamente y 

entonces se piensa que el molibdeno esta unido por un ligando pcrsulfuro (-S-S"). El otro 

molibdeno es reducido de ~1o(VI) a Mo(IV) pasando por Mo(V). La reoxidación para volver a 

obtener Mo(Vl) ocurre a través de la transferencia de dos electrones (MORIWAKI. 1993). La 

transferencia electrónica atraviesa por varias etapas: 

En forma general. se puede observar como hay una dependencia en el pH y se sen.ala un 

valor de pK de 5.8. Algunas investigaciones han sugerido que el Mo(V) (el intermediario) tiene 

dos protones. uno fuerte y otro débilmente unido. A partir de estos datos se puede concluir que en 

la rcncción se ven involucrados dos electrones y al menos un protón. Por otro lado. aparecen 

como intermediarios especies como E-tv1o=S y E-Mo=O mientras que al realizarse la protonación 

surgen especies E-Mo-SH y E-Mo-OH. Esto significa que el protón transferido de la posición 

ocho es aceptado por el complejo Mo=S. 

El mecanismo propone la transferencia tanto de un protón como de un electrón al mismo 

tiempo que un ataque nuclcofilico de unión hidróxido sobre el C-8. Los sitios redox de xantin 
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oxidasa pueden llevar simultáneamente la transferencia de seis electrones por lo que tres moles 

de sustrato son necesarios para la reducción completa. 

Se describen por lo tanto tres etapas: adición del sustrato. transferencia electrónica y 

liberación del producto. 

La reoxidación implica la reacción de oxígeno con FADH2 : 

y la formación del supcróxido; sin embargo. la cantidad de superóxido es muy pequeño y 

entonces: 

E-FAD ... 02 ~ E-FADH2 ... 02 

:?H• + E-FADH2 .... 02 ~ E-FAD + H202 

Por lo tanto. la regeneración rápida de la enzima depende de la oxidación de FADH2. 

Mientras que la reacción del oxigeno con flavina para producir el intermediario es bastante 

desfavorable y el potencial 02-/1-:1202 es muy positivo y extremadamente espontáneo. 

3. Xantin deshidrogcnasa. 

La xantin deshidrogennsa contiene el mismo número de centros redox que la xantin 

oxidasa. Algunos aspectos importantes de esta enzima son 1) utiliza NAO+ en lugar de 0 2 como 

receptor primario oxidante 2) cantidades substanciales del radical flavina se han observado en la 

enzima parcialmente reducida (la producción de radical es más del doble del obtenido con 

oxidasa). 

Los valores de los potenciales rcdox también son muy similares a Jos de xantin oxidasa. 

no obstante. en la xantin deshidrogcnasa el potencial para la semircacción FAD/FADH2 es de -

366 mV comparado con el valor de -245 rnV de la oxidasa: esta diferencia en el potencial 

conduce a varios cambios. En primer lugar. la concentración de radical flavina es muy grande en 

la enzima parcialmente reducida por lo que los potenciales de primera y segunda adición 
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electrónica son iguales. por otm parte .. la presencia de intermediaños es relativa. Por cada cuatro 

electrones ganados por la deshidrogcnasa (reducción) la cantidad de molibdeno en el sitio activo 

como Mo(VI) es cerca del 20% del total de este metal presente en la proteína. 

La incapacidad de la proteína de usar 0 2 como receptor electrónico parece ser causado 

por la disminución del potencial FAD/FADH2 ., particularmente si el ácido úrico permanece 

unido. Por lo tanto .. en estas condiciones FADI-12 no es adecuado para reaccionar con 02 por lo 

que la única especie que contiene bastantes cantidades de FADH2 es la enzima totalmente 

reducida. Sin embargo~ NAO ... reacciona más rápidamente con la flavina totalmente reducida., y 

de esta fonna. la actividad reductora con oxigeno podría ser expresada como reactividad reducida 

con NAO• (KARRASCH, 1990). 

4. Sulfito oxidasa. 

La sulfito oxidasa es muy especifica para el sustrato (sulfito) pero puede reaccionar con 

una amplia variedad de receptores electrónicos. Con oxigeno como receptor .. la desaparición del 

sustrato y el consun10 de oxigeno molecular demuestra una cinética de segundo orden. 

Se ha encontrado que Ja oxidación de sulfito en la mitocondria se realiza exclusivamente 

a través de In cadena respiratoria con una estequiometría sulfito/oxigeno de una unidad. Por 

consiguiente, el sulfito depende del consumo de oxigeno molecular. 

Se ha propuesto la existencia de sitios de unión separados e independientes para sulfito y 

citocromo c sobre la enzima oxidada y conteniendo un mecanismo de tipo ping-pong. 

La transfonnación de sulfito a sulfato es una oxidación con transferencia de dos 

electrones y señalando al citocromo c como el receptor fisiológico de un electrón. En 

consecuencia. no hay evidencia de la formación del radical sulfito en el proceso de oxidación y 

parece razonable concluir que la oxidación ocurre en el centro molibdeno y la reducción del 

citocromo c en el grupo hemo. Basado en estos datos .. un ciclo de oxidación-reducción está en Ja 

Fig 7.4 
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® 

Figura 7 . ./ Alccanismo cata/Í/ico propues10 para sulfito oxidasa (SULLJVAN. 199.J). 

La reacción inicial es la conversión de sulfito o bisulfito a sulfato en el sitio hexavalente 

del molibdeno con átomos de oxígeno provenientes de In molécula de agua. El molibdeno es 

reducido al estado tetravalente. Solo el Mo(VI) es capaz de aceptar electrones del sulfito: la 

transferencia electrónica interna resulta de Ja reducción del citocromo y la fonnación de Mo(V). 

Esta transferencia se presenta del citocromo 111 al citocromo 11 e penniticndo transferir el 

segundo electrón desde el Mo(V) al citocromo y formándose un Mo(VI) y citocromo reducido. 

La enzima es oxidada totalmente por transferencia electrónica al citocromo e al mismo tiempo 

que podría reaccionar con otra molécula del sulfito lográndose Ja enzima completamente 
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reducida conteniendo Mo(IV) y citocromo reducido. La oxidación por citocromo c podría generar 

la forma dos y entonces se completa. el ciclo. 

El mecanismo anterior asume que la enzin1a dimcrica contiene dos sitios reactivos 

independientes e idénticos; de acuerdo a este mecanismo. la sulfito oxidasa es tratada con exceso 

de sulfito en presencia de oxígeno molecular. conduciendo a la acumulación de la enzima 

reducida con especies (3) y (6). tal que el heme esta reducido y el centro tiene los estados Mo(V) 

y Mo(IV). Aunque la adición anacróbica de sulfito a la enzima podría convertir todo el 

molibdeno a el estado Mo(V} (SULLIVAN, 1993). 

5. Nitrato reductasa. 

Varias hipótesis y modelos químicos son resumidos a continuación: 

a) reducción a bióxido de nitrógeno. 

En este modcto9 los complejos molibdeno con trifenilfosfina en un medio ambiente 

hidrofóbico (diclorometano) conducen a reacciones redox entre Mo(lV) y un monomérico Mo(V) 

(AUGIER. 1993). 

El proceso conduce a la tbrmación de N02 como intermt:diario y obteniéndose un ion 

nitrosonio: 

Mo(V) +NO>+ H+ --. Mo(VI) + N02 +Off 

2N02 = N,o. - No,·+ NO+ 

El ion nitrosonio (NO} reacciona extremadamente rápido oxidando a Mo(V): 

Mo(V) +No· - Mo(VI) +NO 

Entonces el producto final viene a ser el óxido de nitrógeno aunque también el ion 

nitrosonio puede reaccionar con agua o iones hidróxidos para fom1ar nitrito 
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b) Modelo Molibdcno-tlavina. 

Esta basado en la interacción directa entre Mo y flavin~ lográndose la fonnación de 

complejos. El mecanismo demuestra la trasferencia de dos electrones y una reacción 

dcsproporcional: 

FMNH2 + Mo(VI) - FMN + Mo(IV) + 2H• 

Mo(VI) + Mo(IV) """2Mo(V) ó [Mo(V)]z (dimero) 

FMNH2 + 2Mo(VI) '<"" FMN + 2Mo(V) ó [Mo(V)]z + 2H+ 

Lo más probable es que Mo(V) se encuentre como dímero [Mo(V)]2 ; sin embargo. se 

postula el monomérico debido a que se obtiene un complejo Mo{V)-FMNHº; esta asociación 

entre Mo(V) y FMNHº se presenta en presencia del citocrorno bsn 

Mo(VI) + FMNH2 - FMNHºMo(V) + H• 

FMNHºMo(V) +No,-+ H. - FMN + Mo(VI) +No,-+ H20 

En este mecanismo se observa al monomérico Mo(V). y el reparto de dos electrones entre 

el metal y la flavina semiquinona (AUGIER. 1993). 

c) Sistema ligando nitrato-molibdeno. 

El nitrato como ligando al molibdeno antes de las reacciones redox proporciona una 

posible base para este mecanismo; se propone un complejo bidentado de nitrato-molibdeno y 

para saber cual átomo de oxigeno podría ser transferido se diseñó un modelo de diferentes 

longitudes de enlace (Fig 7.5) 
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A 
>---º~ ... 

Mo N=O 

~º~ 

e 1.9-2.1 A 

b 2.4-2.7 A 

e 1.25-1.3-4 A 

d 1.20-1.33 A 

N-0 1.10-1.29A 

B 
___.-º-......._ ... -

Mo N-0 

-----º ~ 

Figura 7.S A-fodelo para el complejo Nitrato/Alolibdeno. 

La estabilidad de enlace provoca una tendencia de transición tautomérica hacia la 

estructura (B). La estructura B se estabiliza con la unión de oxígeno y entonces se logra obtener 

al complejo nitrito unidentado. El molibdeno monornérico en este mecanismo tiene un estado de 

oxidación de V y es más eficiente que el Mo(Vl) (SlLVESTRlNI. 1995). 

B. Manganeso. 

Durante el origen de la vida en la tierra. la concentración de Mn(U) fue una de las más 

altas en los mares. siendo de aproximadamente SOmM; por lo tanto el hierro y manganeso eran 

los dos metales más importantes en los procesos redox primitivos. La incorporación de hierro 

dentro de las porfirinas condujo a hcmoproteinas y en el caso del manganeso~ éste se dirigió a 

componentes necesarios para la fotosíntesis de algas (K~-IANGULOV. 1990). 

Estas algas contienen mis de 12 átomos de manganeso por centro de reacción. El Mn(II) 

es un ion con configuración electrónica de d 5
• considerándose un oxidante fuerte. aún cuando es 

acomplejado; debido a su poder oxidante los con'lplejos se descomponen lentamente; no obstante. 

demuestra estabilidad en solución ácida corno Mn2 
.. mientras que en n1cdio alcalino se encuentra 

estable como l\.1n02 (KHUN. 1991 ). 
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1. Piruvato carboxilasa. 

La piruvato carboxilasa tiene un peso molecular de 500,000 Da y consiste de cuatro 

subunidadcs. Cada subunidad contiene un átomo de Mn2+; la reacción catalizada por esta enzima 

es: 

E+ MgA TP2
+ + HCo,- --. E-co, + MgADP + P; 

E-C02 + Piruvato -+ E + Oxaloncetato 

E= Piruvato carboxilasa (ATWOOOD, 1993). 

2. SOD de manganeso. 

La dcscripcjón del sitio activo de la superóxido dismutasa se muestra en la Fig 7.6 

s, 

2H10 

Mn,_ 

X o, 
2CI'" 

Mn,_ Mn"• 

cr- ~:!= cr-
Mn"· Mn"• 

s. 

s, 
_M_n_'_--M-n"-_.., Ca'• 

OH
OH, 

Mn,. Mn1" 

[--c.-
H·~• 

Mn,. Mn"• 

OH9 c1· 
OH-

Mn,_ Mn"· 

s, 

Figura 7.6 Producción de oxígeno molecular en un complejo de manganeso (FRAUSTO, 

1991). 

En este modelo se distinguen cuatro átomos de manganeso y una dependencia de calcio y 

cloro, los cuales parecen ejercer una función de control y provocar un cambio confonnacional. 
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Aunque no se sabe con exactitud Ja unión del manganeso. si se pueden conocer los pasos 

del ciclo y por lo tanto .. las reacciones en donde esta envuelto este metal. 

Otra fonna de control depende de la estabilidad de Ja unión de Mn(ll) a la proteína. 

Cuando este metal se disocia se pierde la capacidad de captación de energía solar (STALLINGS 

1985). 

Figura 7.7 Estructura de la SODde manganeso (FRAUSTO. 1991). 

C) Tungsteno. 

El tungsteno se ha reconocido como un metal biológicamente activo por varios años. 

aunque no se considera como uno de los 25 a 30 elementos esenciales para los organismos. 

Dos enzimas de origen bacteriano se purificado y caracterizado. éstas son fonnato 

dcshidrogcnasa y aldehído deshidrogenasa. 
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Naturalmente el tungsteno es muy parecido al molibdeno. ambos tienen propiedades 

rcdox y químicas muy similares y en consecuencia también funciones biológicas. Los dos 

elementos tienden n un carácter no metálico. pueden ser retenidos por solo dos enlaces covaJentes 

y cambian f'ácilmenle de M0..2" al estado M(OH)6 a lravés de imcm1ediarlos pentacoordinados .. a 

porenciales cercanos a cero viene a presentar varios estados de oxidación. La diferencia principal 

reside en sus twnaflos .. wo4 ::?.· > Mo04
2

" y Ja cinética de reacción es más Jenta para rungsteno .. 

frecuentemente como un polianión. 

1. Fonnato deshidrogenasa. 

El tungsteno es un metal de transición interesante debido al papel que juega en el 

metabolismo anaeróbico. 

E;. +le" 

CO + H1 0 HCOOH ..) ) CO, 

X-CHO?~ 2e-· HSCoA X=CH, l•-1 CH3 COSCoA 
X·Cff.J Rcacaoncs anabólicas 

fCoM) 
CH "COM et 2 e· + ZH"-==-- H, 

Figura 7.8 Ejemplo de una reacción con en:ima conteniendo tungsteno (KENDRJCK. 

1992). 

La Cormato dcshidrogcnasa catali7.a Ja deshidrogenación de ácido Cónnico (HCOOH) o la 

reducción de C02. csu1s enzimas varían ampliamente a causa del tipo de sustrato reductor (NAO. 

NADP. ferrcdoxina.y citocromo ) y al peso molecular. 
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Esta enzitna ha sido purificada y caracterizada de la bncteria Clostridium thermoaceticum 

y formicoaceticun1. 

La formación de NADPH dentro de la fonnato deshidrogenasa se incrementa al contener 

tungsteno. 

La fonnato dcshidrogenasa dependiente de NADP contiene W/Se/Fe no hemo/S operando 

a muy bajos potenciales redox. cercano al potencial redox de l·t+/l-h. Aunque el molibdeno puede 

reemplazar al tungsteno. la actividad enzimática disminuye. Los datos experimentales proponen 

la posibilidad de un complejo WFeS. Donde el selenio, parece estar incorporado dentro de la 

subunidad ex. de la estructuro cx.2P2 de la enzima en fonna de un ácido lábil sclenocistc{na y siendo 

esencial para la actividad. 

La reacción cataliza.da parece ser: 

CO, + NADPH = HCOO- + NADP• 

Aunque el equilibrio está desplazado hacia C02 y NADPH. el C02 modifica las 

condiciones y entonces se favorece la reducción y la formación del formato (LAMZIN. 1994). 

2. Aldehído deshidrogenasa. 

La aldehído deshidrogcnasa tiene un peso molecular de alrededor de 240 kDa y está 

compuesta de cuatro subunidades equivalentes. El contenido más alto de tungsteno que se ha 

detenninado fue de 2.3 mol por mol de enzima. El metal no se encuentra fuertemente unido y 

puede ser liberado con pérdida de actividad (WHITE. 1989). 

La reacción catali7..ada parece ser 

RCOOH + 2H• --> RCHO + H,O 

lo cual no puede ser logrado químicamente en agua. Es necesario un potencial rcdox alto y 

negativo (Eº= -560 mV) sin embargo. a pH 7 es de -300 mV por lo que esta dentro del rango del 

agua(BAKER.1994). 

D. Vanadio. 

Tanto el vanadio como el molibdeno tiene muy diferentes funciones biológicas. no 

obstante. ambos elementos demuestran una química asociada con el oxígeno : Vol· (Mo042
-) 

vo2 • y vo2 • (Mo02+. Mo02 .. y Mo02
2 ... ); estas especies son agentes oxidantes capaces de 

116 



reaccionar a través de una transferencia electrónica y actuando como donadores de oxigeno 

(TRACEY. 1988). 

Otro punto en común es la formación de complejos con azufre como centros aniónicos: 

vs..3· (MoS42·} o como centros catiónicos vs2 • y VSSH+ (Mo0S1 +) o cúmulos de tipo FeMS 

asociado en biología con la f!jación de nitrógeno (BRAND. 1987). 

La química del vanadio es compleja y comprende estados de oxidación en un rango de -1 

a +S. pero sólo el tetravalente y pcntavalente son de importancia biológica. La importancia 

biológica de los estados de oxidación +4 y +5 viene de su relación con Mg2
• y con el ion fosfato. 

El radio iónico de vo2 • (estado de oxidación +4} es de 0.60 A y se parece al Mg2+ (0.65 A}. El 

complejo pcntavalente de V03
+ (estado de oxidación +5) es análogo al ion fosfato (KOVACS. 

1987). 

l. Haloperoxidasas. 

En pr'mer lugar. las peroxidasas catalizan la oxidación de una variedad de donadores. 

tanto orgánicos corno inorgánicos con peróxido de hidrógeno y la reacción general es: 

Donde AH2 es el donador electrónico y AHº es el producto oxidado. Corno se mencionó. 

las peroxidasas son capaces de oxidar donadores inorgánicos tales corno haluros. El mecanismo 

difiere del anterior. ya que aquí. la oxidación se presenta en dos partes: 

l-h02 + x- +]-¡+ _.., HOX + HiO 

HOX+AH-+ H20+AX 

El intermediario es un ácido hipohaluro si un receptor nucleofilico está presente (AH). 

Los compuestos halogenados se producen (AX). A las enzimas capaces de llevar a cabo esta 

reacción se les nombra halopcroxidasas (MANTHEY. 1989}. 

Algunas halopcroxidasas son muy específicas. siendo capaces de oxidar únicamente 

bromo o iodo. Las bromoperoxidasas conteniendo vanadio han sido detectadas y aisladas de un 

número de algas de color café (Phacophytae) y color rojo (Rlwdopylhae). Su peso molecular es 

de aproximadamente 90 kDa y presenta uno o dos átomos de vanadio y una composición mayor 
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de ácido glutámico y aspártico: esta enzima es bastante tennoestable y no reacciona fácilmente 

(ITOH, 1987). 

Se sugiere que el sitio activo en las bromoperoxidasas consiste de un vanadato con una 

valencia del metal de +5 (3d°) esto significa que el vanadato contiene cuatro átomos de oxlgeno 

funcionando como donadores. 

o 
111.61 Á 

. yS• 
1.7~ ~ 

o 71~-~Á 
O/N O O/N 

Figura 7. 9 Estructura del centro activo en bromopcroxidasas c:on vanadio 

(CHASTEEN, 1992). 

De esta manera. el medio ambiente del vanadio tiene ligandos oxigeno y nitrógeno; éste 

último elemento. se señala está en el plano ecuatorial del catión vanadio (KRENN. 1989). 

Sobre bases espectrales. la enzima reducida expresa una geometría octaédrica 

distorcionada con dos imidazolcs a 2.11 A en posición ecuatorial. un oxigeno a una distancia 

corta de 1.61 A y tres ox!gcnos a 1.72 A (Fig 7.9) (ARl3ER, 1989). 

Estudios cinéticos han indicado que un grupo funcional con un pKa=S.7 está controlando 

la unión de Hi02 y éste fue adscrito al residuo histidina. Se ha propuesto un mecanismo en el 

cual l-h02 se une al vanadio (V) y entonces se activa formando un complejo que reacciona 

posterionnente con bromo para dar ácido hipobrornoso. Se ha comprobado. que si el bromo 

reacciona primero con la enzima. resulta en una inhibición (BOER. 1988). 
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Figura 7. JO A-fecanismo de acción de bromoperoxidasas con vanadio (CHASTEEN. 

1992). 

La Fig 7. t O indica el esquema de reacción de la brominación y Ja reacción competitiva de 

HOBr con Hi02 (BOER, 1988). 

2. Nitrogenasa. 

La transfonnación de nitrógeno molecular atmosférico para ser utilizado por las plantas es 

catali~do por Ja nitrogcnasa. En los últimos cinco años se ha observado el papel del vanadio en 

la fijación del nitrógeno (DlL \VORTH. 1987). 

Las proteínas compuestas de vanadio y fierro de la A. chroococum y A. vinclandii han 

sido purificadas y caracterizadas. sus propiedades son muy similares a proteínas que contienen 

MoFe~ presentando las ntismas subunidadcs ex. y J3 (ROBINSON. l 987). 
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Estudios de rayos x señalan que el vanadio es parte de un complejo VFeS, siendo 

constituido por 3 ± l átomos de azufre a 2.3 t A. 3± 1 átomos de fierro a 2. 75 A y tres átomos 

ligeros (oxigeno. nitrógeno) a 2.15 A lo cual es muy siJTiilar al molibdeno en proteínas de tipo 

MoFc (LINDAHL. 1987). 

Figura 7. J 1 Estructura del complejo del sitio activo en nltrogenasa (KOVACS, 1986). 

La enzima necesita del complejo MgATP y de un reductor de bajo potencial (S20 4
2J para 

reducir el nitrógeno molecular~ la reacción es: 

N1 +Se"+ 81-r + 16MgATP __,. 2NH3 + H1 + 16MgADP + 16 P¡ 

El nitrógeno molecular se une al metal de transición formando un con1plejo estable. El 

sistema V(lll)N(Il) es una pareja fuerte (Eº= -255 mV) y en presencia de Mg2 + se forn1a un 

complejo V(Il)Mg(Il) que cataliza la reducción estequiométrica de nitrógeno molecular a N 2 H 4 y 

amoniaco. 1-ta sido propuesto que el nitrógeno molecular se une en una forma puenteada a dos 
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átomos de vanadio y que el N2H.a aparece como un intennediario en la ruta a la fonnación de 

amoniaco. 

La reducción se rcali7.a a presión y temperatura ambiente y los productos de reducción 

N 2 H 4 y amoniaco dependen de la cantidad de nitrógeno molecular y de la proporción de V/Mg 

(MORNINGSTAR. 1987). 

La nitrogenasa con vanadio de la Azobacter vienlandii, se caracterizó hasta 1986, esta 

nitrogenasa contiene dos proteínas, una de las cuales demuestra un complejo MoFc y con un 

peso molecular de 60.000 O~ la otra proteína consiste de dos polipéptidos con un peso molecular 

de alrededor de 200.000 Da. (GEORG E, 1988). 

La proteína mas grande muestro vanadio y hierro en una estequiometria 1: 13 más 

precisamente dos átomos de vanadio, 23 átomos de hierro y 20 átomos lábiles de azufre por mol 

(ARBER. 1987). 
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PRINCIPALES REACCIONES DE ENZIMAS CON OTROS JlfETALES 

MOLIBDENO 
Nitrogenasa 
Xnntin oxidasa 
Xantin 
dcshidronenasa 
Sulfito oxidasa 

Oxidación de Xantina nara dar ácido úrico (Utiliza 02) 
Oxidación de Xnntina para dar ácido úrico (Utiliza NAO .... ) 

Formación de sulfato a nartir de sulfito 
Nitrato reductasa Formación de nitrito o bióxido de nitrÓPcno a nartir de nitrato. 
MANGANESO 
Piruvato carboxilasa T Piruvato -i> Oxaloacetato 
Supcroxido 20?· + 21-1· -. 02 + H 202 

dismutasa 
TUNGSTENO 
Formato 
deshidrogenasa 

Aldehído 
deshidroPenasa 
VANADIO 
Haloperoxidasas 

Nitrogenasa 

HCOOH - C02 + 2H• + 2e-

CO + H20 - HCOOH 
RCOOH + 2H• - RCHO + H20 

H202+Xº+H• - HOX +H20 
HOX+AH - H20 +AX 
A= Compuesto orgánico 
X- l. Br. Cl ó F. 

.. 

...··· . 

· .. 
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VIII. DISCUSION 



DISCUSJON 

Los detalles de las interacciones entre los metales de transición y las enzimas han tenido 

muy poca atención; sin embargo. recientes investigaciones en el campo de Ja química 

bioinorgánica hace de ésta un área muy interesante y que abarca muchas disciplinas. Es 

importante señalar que hasta Ja mitad de este siglo. aproximadamente. se comprobó el contenido 

de los metales dentro de la enzima y ha sido en los últimos diez años cuando se conoce acerca de 

Ja estructura y Jos mecanismos de la metaloenzimas. 

Las propiedades que tienen los metales ayudan en varias formas a la actividad de la 

enzima como: en la adición de sustratos a Ja estructura protéica. facilitan la unión al centro 

activo. dan estabilidad a Ja enzima y llegan hasta ser parte de Ja reacción que se produce en el 

sitio activo. 

Como se observó en este trabajo. las enzimas se clasifican de acuerdo al tipo de sustrato y 

de reacción. de tal manera que pueden existir ciertas enzimas en diferentes sistemas biológicos 

como son bacterias. plantas o animales. pero su función es la misma, ya sea oxidar. transferir o 

hidrolizar. Esto significa que en algunas ocasiones Ja estructura de Ja enzima no cambia 

notoriamente de una especie a otra y por lo tanto reacciona con el ntismo sustrato y produce Ja 

misma reacción. 

Es importante discutir sobre Ja forma activa de la enzima que logra su estabilización de 

los sitios activos y de adición por interacción de fuerzas electrostáticas entre los diferentes 

residuos y el metal. De esta manera. se puede presentar Ja unión entre el sustrato y la enzima; 

ésta depende de Ja presencia del metal, el cual además. tiene la función de conducir la reacción 

enzimática. 

Generalmente hay un cambio estructural a causa de los residuos que promueven la 

transferencia electrónica y protónica durante la catálisis; no obstante, el medio también puede 
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participar. El agua funciona como ácido o base .. provocando el rompimiento y/o formación de 

enlaces con hidrógeno durante la catálisis. 

Quizá el propósito de que la enzima conforme una estructura con b-hoja sea prevenir 

cambios estructurales n1uy fuertes. mientras que la estructura de a-hélice favorece la 

transferencia electrónica- En ocasiones. la enzima puede tener superficies hidrofóbicas y/o 

hidrofilicas. Estas colaboran para dar una orientación al sustrato y obtener su unión a la 

superficie del sitio activo. 

Acerca del sitio activo. se puede mencionar que es común que se encuentre en la parte 

interior de la proteína. de manera que se protege de agentes (moléculas) que puedan reaccionar e 

inhibir a este. Por otra parte. la ventaja de tener un sitio interno mantiene la estabilidad de 

intermediarios o especies muy reactivas. las cuales posteriormente pasan a ser productos. El 

metal forma un complejo con la estructura protéica; sin embargo. estos ligandos nacurales pueden 

facilitar el caml;io de número de coordinación. 

El equilibrio entre el metal y los ligandos se interpreta a través de las energías de 

disociación y se pueden observar que estas diferencias son muy pequeñas. por lo tanto hay una 

oportunidad de intercambiar los ligandos. 

Los ángulos y distancias que se presentan entre el metal y sus ligandos favorecen las 

diferentes suticuciones y en consecuencia pueden cambiar la geometría del sitio activo. Esto 

significa que el sitio activo tiene cierta especificidad hacia el sustrato. 

Otro punto esencial es que en general. la enzima demuestra una configuración abierta y 

cerrada. Esta conformación depende de vurios factores como son el medio (solvente. residuos. 

estrucrura. etc.) o de las condiciones físicas (pH~ temperatura. fuerza iónica). Estos factores y 

condiciones reflejan también en cierta forma la especificidad y actividad enzimática. 

Sobre los residuos también se puede discutir y se puede decir que la sustitución de algún 

arninoáci<lo contribuye a una pérdid:t parcial o total de la actividad de la enzima debido a que el 
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tamaño o volumen que ocupaba el residuo original se hace más grande o pequeño y entonces se 

provoca un cmnbio confonnacional. o hasta puede haber la pérdida de especificidad por parte de 

Ja enzima. 

Por lo tanto. se puede decir que el papel del metal es mantener el sitio activo con una 

conformación adecuada para que ocurra la reacción. 

En el sitio activo de algunas enzimas se puede producir la deslocalización de carga debido 

a los complejos formados entre el metal y los ligandos de la proteína promoviendo básicamente 

Ja catálisis. Esto significa que la actividad biológica expresada a través de las propiedades 

cinéticas depende de factores corno composición. número. proporción y distribución de los 

aminoácidos. 

Otro factor importante dentro de la catálisis es el pH. El cambio de pH puede provocar la 

descomposición o formación de otros tipos de intermediarios. De cualquier forma. cuando Ja 

reacción tiene como condición mantenerse a un pH constante. la enzima produce una estabilidad 

a través del aumento o disminución de iones dentro de su n1cdio ambiente. Otra forma de regular 

el pl-1 es por medio de la presencia de residuos que tiene por objeto captar protones. A partir de 

esta información se puede señalar que existe un equilibrio entre el medio y Ja enzima. este 

equilibrio influye por lo tanto en la reacción enzimálica. 

Hasta cierto punto. la enzima mantiene mucha relación con el medio. En muchas de ellas 

el medio influye dentro del sitio activo. por ejemplo. es muy común que el metal tenga como 

ligando a una n10lécula de agua; esta molécula tiene una unión muy débil con el metal. sin 

embargo. cumple con dos funciones: 1} no permile la unión de alguna molécula que pueda causar 

inhibición del sitio activo y 2) estabiliza al metal. Esta molécula de agua es común encontrarla 

formando una unión axial con el metal. 

Los diferentes nún1eros de coordinación del metal de transición lo hace una especie muy 

versátil sobretodo con ligandos naturales como cisteína. Cuando el número de coordinación 

cambia se altera su geometría y entonces contribuye a la rápida y reversible transformación del 

sustrato. Esto conduce a que Ja energía necesaria para 1 levar a cabo la reacción disminuya y se 
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favorezca la formación del producto. Cuando se produce la reacción. puede haber un cambio de 

geometría y hasta de su unión con el metal. por ejemplo. por un cambio de pH. por un cambio de 

la fuerza iónica o con variación de la temperatura. también puede encomrarse un cambio en el 

número de electrones debido a la pérdida o ganancia de éstos por el metal. 

Frecuentemente es el quinto ligando et que actúa dentro de la catálisis de la enzima. como 

se mencionó anteriormente, este ligando puede ser agua o un residuo unido débilmente. Una 

función que además se observa con el metal es el papel de polarizar a la molécula de sustrato o 

incrementar la capacidad nucleofílica para que ocurra en los procesos. 

Por otra parte. la temperatura es un f'actor muy importante. puede favorecer hasta cierto 

limite la actividad, ésto depende de la termoestabilidad de la estructura protéica. 

Dentro de la estructura protéica. algunos residuos cooperan en la reacción y no 

únicamente el metal. Los residuos actúan como receptores de grupos que participan al inicio. 

durante o al final del proceso catalítico. 

La capacidad de unión entre el metal y el sustrato se ve favorecido por los valores de las 

constantes de equilibrio de disociación que son muy grandes y negativos. 

Finalmente, se puede asegurar que los metales de transición mantienen una interacción 

con las enzimas a través de sus propiedades físicas y químicas. Los metales de transición llegan a 

controlar ta rcactividad e influir en las propiedades tcnnodinán1icas y cinéticas de las enzimas. 

126 



IX. CONCLUSIONES 



CONCLUSIONES 

Algunas enzimas utilizan metales de transición como cofactor o gn.ipo prostético 

activando a la enzima para llevar a cabo una reacción química dentro de los sistemas biológicos. 

aumentando la velocidad de reacción sin alterar el aspecto tennodinámico del proceso. 

El metal de transición no sólo actüa directamente en la reacción sino que también 

puede tener un papel estructural dentro del sitio activo. ayudando a estabilizar a la molécula. 

El enlace del metal con los ligandos facilita la activación del sustrato para realizar su 

transformación a producto. 

Las propiedades tanto oxidantes como reductoras de los metales favorecen los 

procesos de transferencia electrónica de la enzima. 

La enzima mantiene su estabilidad gracias a los tipos de ligandos. la disposición 

espacial y el efecto estérico que produce el metal dentro del sitio activo. 
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Cuando sucede una reacción en la enzima el metal llega a tener cambios en Ja 

longitud del enlace. en los estados de oxidación y en el número de coordinación. lo cual provoca 

una rápida. fácil y adecuada catlilisis del sustrato. 

Los metales de transición promueven: reacciones de oxidoreducción. por radicales 

libres y ácido-base debido a su carácter de ácido de Lewis. 
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