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En memoria de Linus Pauling (1901-1994).

En 1931, Linus Pauling escribié un arnticulo de 34 paginas publicado en el Journal of
the American Chemical Society titulado “The Nature of the Chemical Bond” en el que se
encontraba todo lo que el sabia sobre la estructura de atomos y moléculas.

Transcendente como lo fue su investigacion sobre la estructura de las proteinas lo
hizo merecedor det Premio Nobel de Quimica en Noviembre de 1954, Conocido en el
mundo por su pablica discusion para limitar las explosiones nucleares le valié el Premio
Nobel de Paz en 1962. Ademas, participd directamente en la investigacion que dio lugar a
un tercero, €l de la determinacion de la estructura del ADN.

La vida de Linus Pauling terming el 19 de Agosto de 1994, Su compromiso con la
y con la sociedad es un ejemplo para todos los quimicos.
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INTRODUCCION

La biosfera comprende una gran cantidad de organismos vivos, los cuales estin
constituidos por células, un s8lo organismo se encuentra estructurado por varios tipos de células
y dentro de todas ellas se llevan a cabo miltiples reacciones bioquimicas. Cada reaccion
bioquimica que se produce ¢s controlada por medio de una macromolécula llamada enzima, la
cual cumple con una funcidén: actuar como catalizador muy especifico aumentando la velocidad
de reaccidn. sin alterar las propicdades termodindmicas del sistema y de esta manera, el proceso
se logra aproximar al equilibrio.

La enzima estd formada por cadenas de aminodcidos estableciendo una estructura protéica
que puede ser de tres formas: ya sca b-hoja. a-hélice o en forina de cordén (aleatoria). Ademds,
puede llegar a contener una especie de molécula que ayude a la enzima en su papel y es llamado
cofactor.

Durante mucho tiempo se manejé que las enzimas contenian algidn metal: Lenhinger, en
1950, estimé que aproximadamente un tercio de las enzimas requieren la presencia de un metal
como cofactor o grupo prostélico y de esta manera, obtener asi, la midxima actividad en el
proceso catalitico.

Cuando estin unidos el cofactor y la enzima se manifiesta la midxima actividad catalitica
y s¢ le nombra entonces holoenzima, cuando el componente protéico y el cofactor estdn libres. la

actividad disminuye o e¢s nula y entonces se le llama apoenzima a la parie proteica.

Hace millones de afos, la Tierra contenia una atmoéstera compuesta de metano e
hidrégeno molecular por lo que sus organismo vivos tenian un metabolismo basado en éstas
moléculas y auxiliados principaimente por metales de transicion, por esta razén, hay un nimero
muy grande de enzimas conteniendo algtin metal aunque ahora la atmdsfera es rica en oxigeno
molecular,

Los metales de transicion muestran propiedades diferentes a los demas elementos debido
a que en su tdltima capa pueden preseniar diferentes configuraciones. de tal forma que se
identifican por tener varios estados de oxidacién, estdn unidos a varias especies a su alrededor y

sobretodo, promover la catdlisis de muchas reacciones.



Al observarse diferentes estados de oxidacién se realizan cntonces pérdida o ganancia de
clectrones por lo que pueden favorecer reacciones de transferencia clectrénica y en los sistemas
bioldgicos son muchos los procesos donde existe una captacién de energia a través de la
transferencia electrénica.

Cuando ¢l metal esti unido con la enzima lo hace de dos formas distintas: ya sea con
formacion de enlaces de coordinacién a ligandos o por fuerzas electrostiticas ya sea puentes de
hidrégeno o fuerzas de Van der Wals.

Las propiedades oxidoreductoras de¢ los metales de transicién son limitadas dentro de los
sistemas biol6gicos debido a que las células se encuentran en medio acuoso. De esta forma, no
puede llevarse una transferencia electrénica con cualquier metal y con cualquier estado de
oxidacidn sino unicamente con los que tienen un potencial dentro del rango de oxidacion y
reduccidn del agua, y entonces aparecen en mayor proporciéon los metales con estados de

oxidacion mds estables.

Por otra parte. se puede senalar que las propiedades redox no solo dependen del medio
sino también de los tipos de ligando, 1a disposicion espacial y el efecto estérico, por ejemplo, los

dtomos donadores suaves o con sistemas deslocalizados pi, son mus ripidos de oxidarse.

Estas propiedades (oxidoreductoras) hacen al metal actuar como un interruptor teniendo
¢éste un cambio de oxidaciéon causando una modificacién en las longitudes de enlace y afectando
por lo tanto los ligandos, por lo que hay un cambio simbidtico entre el potencial redox y Ia

estructura conformacional de la enzima.

El metal de transicién prescnta como una ventaja en el sitio activo, la fuerza de unién 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, observiandose también su
alta afinidad por los electrones como una guia de la fuerza #dcida que se conoce cominmente
como potencial de ionizacién.

El metal de transicion dentro del sitio activo estd colocado en un espacio cubriendo

cicrtos aspectos muy importantes. Apareciendo frecuentemente que el sitio activo no representa



una estructura al azar sino que estd bien definida y tnicamente ciertos aminoicidos como son
histidinas. metioninas, dcido aspdrtico y glutamina (donde su unidn es con oxigeno, nitrdgenc o
azufre), esto hace pensar que el nimero de coordinacién del metal depende también del balance
entre las energias de enlace y de repulsién con los ligandos por 1o que el metal llega a demostrar
gran facilidad en la’ interconversién del nimero de coordinacidn para llevar la:catdlisis- del
sustrato. :

De esta manera, ¢! sitio activo estad disefiado para favorecer una catilisis bioquimica por
medio de las propiedades tanto del metal como de los ligandos,. asi como de la geometria del’

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

En el momento en que se produce una reaccion dentro de las enzimas, cada metal llega a
desempefiar diferentes funciones, como la simple activacién del sustrato en forma rdpida y
adecuada para reacciones posteriores o también puede introducirse completamente en el
mecanismo ayudando a la transformacion del sustrato a producto, en este caso, €S muy comiin
que el metal ejerza una capacidad hacia reacciones con transferencia elcctrénica, y de este modo,
favorecer la captacion de energia dentro de los sistemas bioldgicos. Por otra parte, existen
algunos metales que proporcionan clectrones no apareados (paramagnéticos) y que se identifican
ficilmente por tener un especial potencial de reactividad asociado con la ocupacién de orbitales
sigma al igual que la capacidad de donador pi y baja simetria para originar reacciones por via
radicales libres o también metales considerados dcidos de Lewis, los cuales sustentan la
formacion de carbocationes o carbaniones.

Es interesante notar que mucha de la informacién acerca de las metaloenzimas sc
encuentra publicada en diversas revistas y libros y que al mismo tiempo cada articulo o
publicacién presenta sélo algunos detalles sobre la interaccién entre el metal y la proteina. En

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

Se observard que el contenido de la tesis comprende la unién de dos areas distintas pero
que se conjugan para dar lo que se llama estudios- de frontera. Estos estudios abarcan a la
bioquimica y la quimica inorgdnica formando lo que se llama quimica bioinorgédnica. L.a quimica
bioinorgdnica estudia las funciones que logran tener los elementos quimicos aparte del carbono,

nitrégeno, hidrégeno y oxigeno. Un punto esencial dentro de esta drea es la biocatdlisis quimica.




En ¢l presente trabajo. se realiza una investigacién sobre las funciones mas importantes
que tienen los meciales de transicion con las enzimas. Se observari que la identificacién y
caracterizacion de estas enzimas es amplia y cubre varios aspectos que van desde fisicoquimicos
como son: formacién de carbocationes, de carbaniones o radicales libres, asi como de analisis
conformacional. estercoquimica. aspectos analiticos como son las técnicas de espectroscopia
electron paramagnética, espectroscopia Mosbaiier, rayos X. cromatografia, utilizindose para la
comprobacién de formaciéon de intermediarios y/o productos; finalmente, el aspecto inorgdnico
como son numero de coordinacién, propiedades magnéticas, tipos de ligando., dngulos y
longitudes de enlace, etc,

Los capitulos son presentados de acuerdo a la importancia de las reacciones y como se
encuentran en los sistemas bioldgicos.

Sc espera que este trabajo contribuya para el conocimiento tanto de la funcién que tiecnen
los metales de transiciéon y saber sobre sus propiedades en sistemas bioldgicos como para
comprender por que las enzimas tienen civrta estructura, estabilidad y actividad.



I. GENERALIDADES



GENERALIDADES

A. Enzimas.

Las enzimas son principalmente proteinas que se encuentran en las células de los
organiémo$ vivos y tienen la funcion de catalizar especificamente una reaccién bioquimica.

- La molécula sobre la cual actia la enzima para formar ¢l producto se llama “susirato. La
enzima puede estar temporalmente unida con el sustrato en el estado inicial y en el.estado
intermedio, posteriormente hay la liberacién del producto y la regeneracion de la estructura
proteica.

primero, no se
transforman cuando transcurre la reaccién y la segunda, no modifican el valor de la constante de
equilibrio de la reaccion.

Las enzimas como catalizadores tienen dos caracteristicas importantes:

La actividad de algunas enzimas depende de su estructura como proteina, mientras que
otras necesitan uno o mas componentes llamados cofactores, el cofactor puede ser un ion
metalico o bien una molécula organica llamada coenzima.,

Los cofaciores y los grupos prostéticos son pequefias moléculas orgidnicas o inorganicas y
la diferencia cntre estos dos es el tipo de union que mantienen con la enzima, el grupo prostético

esta muy fuertemente unido a la enzima. por ¢jemplo el grupo hemo es un grupo prostético que

puede disociarse solamente con acidos fuertes. El complejo enzima-cofactor que es

cataliticamente activo recibe ¢l nombre de holoenzima, cuando ¢l cofactor se separa de la enzima
y ésta queda inactiva cataliticamente se le designa apoenzima.

Una caracteristica mis ¢s que tienen un alto grado de especificidad que consiste en el sitio
de unién del sustrato y ticnen un acomodo de grupos quimicos sobre la superficie. esta unidn
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 quimicos involucrados
¢n la union del sustrato y en la catdlisis frecuentemente son la cadena lateral de los aminoacidos.

Existe una region dentro de la enzima llamada sitio alostérico. cn c¢sta parte se unen

pequeiias moléculas que realizan un cambio  conformacional y provocan mayor ¢ menot

actividad de 1a enzima (DEVLIN, 1992).



1. Clasificacién.
La Union Internacional de Bioquimica clasifica a las enzimas' en seis clases principales

de acuerdo con el tipo de reaccidn catalizada, después cada clase es subdividida en varias
subclases y posteriormente se subdividen. A cada clase y subclases se le asignan un nimero hasta
obtener cuatro digitos, ademas. ¢l nombre se forma mencionando primero al sustrato y luego por

el tipo de reaccién y con la terminacion asa.

Clase | Oxidoreductasas.

Estas enzimas catalizan reacciones de oxidoreduccion y se clasifican en las siguientes

subclases
Oxidasas: Transfieren dos electrones del oxigeno molecular resultando frecuentemente en la

formacion de HaOa.
caso de

Oxigenasas: Catalizan la incorporacion de oxigeno dentro del sustrato; en el
dioxigenasas. ambos dtomos de oxigeno (O3) se incorporan mientras en las monoxigenasa solo
un atomo de oxigeno se integra como grupo hidroxil y ¢! otro oxigeno se reduce a H>O.
Peroxidasa: Utilizan H20: como agente oxidante.

Catalasas: Son las unicas dentro de la célula en las que H:0: funciona como donador y recepior.

Hy0; + H20; — O3 + 2H:0

N

Clase 2 nsferasas.
Estas enzimas se encuentran involucradas en la transferencia de un ion de algtin grupo
funcional, los grupos amino, acil, fosfato y carbono y glucosil son los mcjores radicales

wransferidos.

Aminotransferasas: Transtieren al grupo amino de un aminodcido a un receptor cetoicido

resuliando la formacion de un nuevo aminoacido y un cctoacido.
Kinasas: Son las que catalizan la transferencia de un grupo fosforil de ATP u otro nucleétido

wrifosfato hacia algan alcohol o grupo receptor amino.

Clas, Hidrolasas.
A esta clase de enzimas se puede considerar una clase especial de transferasas ya que el

grupo donador se transfiere al agua o la reaccion generalizada es la descomposicion hidrolitica

de enlaces C-O. C-N., O-P y C-S.

1N



Clasc 4 Liasas.

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

Clase 5 Isomerasas.
En esta clase realiza la isomerizacion tanto de tipo cis-trans como aldosa-cetosa asi como
de tipo R-S.

Clasc 6 Ligasa
Estas enzimas estin envueltas en rcacciones donde dos moléculas s¢ unen a expensas de
un “enlace fosfato de alta energia™ (DEVLIN, 1992).

2. Especificidad y sitio activo.

Como se habia mencionado antes. la especificidad reside precisamente en el sitio de
unién del sustrato sobre la superficie de la enzima. La estructura tiene tal forma que se crea una
region con dimensiones moleculares exactas y donde el alincamiento de grupos electrofilicos y
regiones hidrofobicas pueden acomodar al sustrato. de csta manera, la especificidad de la
reaccion depende de los uminodcidos que hay en ¢l sitio activo y especialmente de los que
participan en ¢l reacomodo durante la catalisis.

Uno de los primeros modelos para explicar la especificidad del sustrato fue ¢l de la
“*cerradura-llave™ donde cl sustrato se ajusta  al sitio de enlace exactamente como una liave en
una cerradura o también como un guante y una mano: sin embargo, plantca una estructura muy
rigida de la enzima y por 1anto no puede ser totalmente cierto.

Los clementos mas importantes que se encuentran alrededor del sitio activo hacen que el
sustrato pueda ajustarse correctamente y que halla una interaccion entre éste y la enzima
conduciendo a un cambio conformacional.

A partir de observaciones experimentales surge el concepto de *“*ajuste inducido™ donde el
sustrato tiende a formar el producto como resultado de un cambio conformacional inducido
dentro de la enzima,

Son necesarios al menos tres diferentes sitios de union sobre la superficie de la enzima
para distinguir entre  grupos idénticos de un sustrato proquiral. La inclinacién presentada por las

enzimas hacia ciertos sustratos se llama especificidad enzimatica.




El fundamento de la cspecificidad enzimadtica es la existencia de un sitio activo con una
agrupaciéon ordenada espacialmente, es decir, que sea estructuralmente asimétrica en un nimero
pequedio de aminoacidos, esta regiodn se estabiliza por la conformacién completa de la molécula,

Este concepto puede comprenderse claramente a partir de la anatomia de la enzima y
especialmente en funcién de cuatro tipos de residuos de aminodacidos: 1) Residuos no esenciales,
pueden ser reemplazados y en ocasiones. eliminados sin presentarse una pérdida en la funcién o
conformaciéon de la enzima, 2) Residuos estructurales, los cuales son esenciales en el
mantenimiento de una conformacién ordenada de la enzima, 3) Residuos de union, éstos son
responsables de la asociacion de la enzima con el sustrato, 4) Residuos cataliticos participan en {a
transformacion quimica del sustrato y que pueden o no servir como residuos de unién.

Obviamente, los residuos estructurales, los de unién y los cataliticos se consideran
fundamentales y cualquier modificacion de estos diminuye la actividad enzimatica. El sitio activo
contiene residuos de uniéon y cataliticos, mientras los estructurales dirigen y estabilizan los
pliegues de ia cadena polipeptidica.

En este sentido, la asimetria de la unién y los residuos cataliticos en el sitio activo

determinan la modificacion estercoespecifica de un sustrato simétrico (DEVLIN, 1992).

3. Mecanismos de reaccion.

s imponante sefialar que las reacciones producidas se pueden clasificar principalmente
por el tipo de proceso que se lleva a cabo, por gjemplo: a) catdlisis dcida ocurre que un fuerte
electrofilo (H™) ataca primero al oxigeno rico en clectrones desenlazando la carga negativa y

dejando al carbono con mayor carga posi

va siendo susceptible a ataque por agua, b) la catdlisis
acida general. el proton es donado por un grupo débilmente acido. ¢) catdlisis béasica, un
nucleodfilo fuerte (OHY) hace ¢l ataque al grupo carbonilo v d) catdlisis basica gencral, el
hidréxido se forma en ef sitio de ataque por extraccion de un protén del agua, ) catdlisis de un
ion metalico. un cation interactua inicialmente con ¢l oxigeno del grupo carbonilo y promueve cl
desplazamiento del electran.

Un catalizador baja la barrera de encrgia de una reaccion, por ejemplo, a partir de AG=AH
- T AS sc puede observar que para una gran distribucion de la energia (un valor grande y positivo
AH) o una improbable contiguracion en el estado de transicion (un valor grande y negativo AS)

hacen que el valor de AG sea considerable y positivo y entonces se tiene una reaccion lenta. Aqui
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AS refleja el factor de una orientacién que guardan los reactivos y las colisiones que ocurren
entre cstos. Se puede pensar que ¢l catalizador ayuda en la union de dos moléculas de reactivas
diandose una orientacién propia ¢ incrementando las oporiunidades para reaccionar y conducirlos

a un estado de transicién aun cuando ¢l valor de AS sca muy pequeiio (MATHEWS, 1990).

4, Cinética Enzimatica.

Una forma sencilla de describir la reaccién entre un sustrato, una enzima y la formacién
del producto es:

E+S+=ES —» E+P
Entonces suponiendo que es la reaccién de primer orden, la velocidad de la reaccion se define
como :
V = Keu [ES]

[ 1= Concentracion.

No obstante. seria mejor expresarlo en funcién de las concentraciones de la enzima y el
sustrato. Para hacer este cambio, se puede realizar de dos formas . la primera fue efectuada por
Leonor Michaelis y Maude Menten, ellos supusiecron que el valor de Kea ¢s muy lenta comparada

con la vetocidad de formacion del complejo ES, por lo tanto se¢ puede decir que
K= [E] [SV[ES] = KW/K.

K ¢s la constante de disociacion del complejo ES y [E] se refiere a la enzima libre. Esto significa
que solo una parte de la enzima total [E}; esta reaccionando
[E] = [E]}:- [ES]
Sustituyendo estas expresiones en la primera ecuacidn. se¢ tiene:
V = KealEL {S]1/[S] + K,
Esta ecuacién eos llamada de Michaelis-Menten. La grafica de V vs S sefala que la

concentracion del sustrato limita la velocidad (V) ¥ €sto es causado por que la enzima esta
saturada,



ist

Posteriormente Briggs & Haldane presentaron un modelo mas representativo: este modelo
se basa en los siguientes argumentos: es mayor ¥ mas ripido el (ES) formado que el disociado.
Esto significa que (ES) se formara y ripidamente tendra un estado fijo en el cual quedara
constante. En este estado permanecera hasta que todo el sustrato haya sido consumido.

V =K [E] [S]/ [S]+ Km
V=V, [S]/S +Km
Kn=K, + K/ K,
Esta es llamada ccuacién de Briggs-Haldane, sin embargo se llega al mismo resultado que de
Michaclis-Menten (MATHEWS, 1990).

5. Inhibicion enzimatica.

Muchos tipos de moléculas inhiben a la enzima actuando de forma variada La inhibicién
se divide en reversible e irreversible: la reversible consiste de la unién no covalente de una
molécula, disminuyendo la actividad de la enzima. En la irreversible. la molécula se une
covalentemente a la enzima y la incapacita. Definitivamente, la inhibicion reversible sucede
como una respucsta celular mientras [a inhibicidn irreversible produce cambios lentos y
permanentes. Las sustancias toxicas son en muchas ocasiones inhibidores irreversibles de

enzimas.




Otro tipo de inhibiciones es la compcuuva y ln no compclmvn la mhlblcién competitiva
existe una molécula tan parecida al ; ¥ g

ensu sitio de unién. Sin
embargo, ¢s posible unirse al sitio activo pero no llcvur a cabo el proceso ca(al(llco. simplemente
pasa ¢l tiempo en el sitio activo.

La inhibicién no competitiva sucede cuando una moléculn o ion sc une a un segundo sitio
sobre la superficie de la enzima (no sobre ¢l sitio activo), puede ser que distorsione la estructura
y entonces el proceso catalitico no es eficiente (MATHEWS, 1990).

B. Metales de transicion.

Existe una distribucién homogénca de algunos metales de transicion en los sistemas
biologicos y se debe a las propiedades tan similares que tienen dentro del metabolismo.

Una parte considerable de enzimas conticnen una unién débil o fuerte con algunos
metales de transicién y es indudablemente que ¢l hierro es el mds importante. debido a sus
propiedades, tanto oxidoreductoras como hidroliticas.

Es probable que el par redox Fe(lll)Fe(ll) haya surgido como una necesidad en la
descomposicion de H:02, asi como también en la formacién de cargadores

como el grupo
hemo.

El problema del origen de la vida tiene una posibilidad en la quimica de coordinacidn.
algunos resultados scfialan la evolucion de la vida y su relacién con complejos de metales de
transicion (SIGEL., 1986).

1. Caracteristicas quimicas dc los diversos estados de oxidacién de los metales de transicion.
Cuando se examinan los cstados de oxidacién de la primera serie de transicion | existe
una tendencia general a un nimero pequeiio en los extremos de la serie y un mayor namecro en la
parte central. El que tenga pocos estados de oxidacion en los extremos  es por el hecho de poder
perder o compartir muy pocos electrones tipo d. Un scgundo factor que tienden a reducir la
estabilidad de altos estados de oxidacion hacia ¢l final de la serie. ¢s ¢! constante aumento en el
namero atomico efectivo. Esto provoca una  disminucion en la energia de los orbitales d. |
emerge en las capas intermas de los clectrones y dificulta su capacidad de enlace. Asi, al inicio de

una serie es dificil formar especies que no utilice electrones d. Como  consecuencia de ésto. los
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maximos estados de oxidacién dan una - estabilidad mzonuble. cquiiralenlc a la suma de
electrones s y d hasta manganeso scguldo por: un desccnso en la cs'.ab\hdad dc tos eswdos de
oxidacion altos .

En ocasiones una propiedad quimica que depcndc de. la cargn cauémca es el niimero de
coordinacién y también por el tamafo, no obstante, los cauoncs con cargas mayores tlcnd:n a

tener namero de coordinacidn grande. Esto es resuh.ado de Ta’ clectroncgatwldad de Pauling. Por
otra parte, en los estado dc oxidacién extremadamente altos existe una tendencia a formar

enlaces doble metal-oxigeno lo que provoca otro tipo de enlaces del oxigeno al metal y se
presentan especies tetraédricas (HUHEEY, 1981).

a) Teoria de Orbitales Moleculares.

Esia teoria define las distribuciones espaciales de los elcctrones en un dtomo aislado, las
configuraciones electronicas dentro de los orbitales y deduce las configuraciones electrénicas
moleculares acomodando a los electrones disponibles en estos orbitales.

La combinacién de los orbitales atémicos producen orbitales moleculares, de los cuales la
mitad son de menor energia que los orbitales atdémicos originales (Orbitales moleculares de
enlace) y la otra mitad de muy alta energia (orbitales moleculares de antienlace). La situacion es
complicada en los metales de transicion ya que poseen varios tipos de orbitales atdmicos.

Cuando los orbitales se superponen sobre el ¢je entre dos dtomos enlazados se forma un
enlace sigma: ésto puede ocurrir no solo en €l caso de los orbitales p sino también para orbitales
s+s. s+p. s+d y p+d. Para quc ocurra una interaccion significativa entre dos orbitales atomicos.
sus energias deben ser idénticas. La combinacion de orbitales de un metal y un ligando de encrgia
excesivamente diferentes puede despreciarse.

En un complejo octaédrico de tipo MLe, los Umicos orbitales metalicos que por lo coman

pueden superponerse con orbitales sigma de los ligandos son el par e del nivel 3d. Esto produce
el diagrama de niveles energéticos

de orbitales moleculares, el cual puede entenderse si se
advierten las siguientes puntos.

1. Los orbitales metdlicos t2g debido a su forma no se superponen con los orbitales sigma del
lipando. Estos son orbitales de “"no enlace™ y permaneccerin asociados al metal
il. Las formas vy posiciones dc los orbitales moleculares no se muestran directamente,

cmbargo. un orbital molccular se asemeja mas al orbital atémico de cnergia parecida.



1. Un enlace es puramente covalente si los orbitales moleculares, y los clectrones que los

ocupan, estan compartidos igualmente por los dtomos enlazados (COTTON, 1978).

b) pH y potencial redox.

Los sistemas bioldogicos mantienen una dependencia del pH y potencial redox, por 1o que
se encuentran limitados a ciertas condiciones. En este sentido, se conoce que a pH 7 el potencial
redox del agua esta restringido a un rango entre -0.4 a +0.8V con respecto al eclectrodo de
hidrégeno y corresponde al sistema H™/H; y O/OH", es decir, en los términos donde ¢l agua es
reducida y oxidada respectivamenie. Asi también, se espera que los iones metdlicos en medio
acuoso queden dentro dc cste rango.

El tnico clemento de interés bioldgico que no cumple con estas generalizaciones cs el
molibdeno: este elemento del segundo periodo de los metales de transicién se comporta como un

no metal, tiecne una amplia variedad de estados de oxidacién en agua (FRAUSTO. 1991).

¢) Control Selectivo de Estados de Oxidacién en Metales.

Como se indico anteriormente, los estados de oXidacién se limitan al rango de oxidacion
y reduccion del agua, ésto causa un control selectivo de los estados de oxidacién. Hay otras
especies que ayudan al control. tal como la fueric unién que tienen a un estado de oxidacion y la
geometria que posee ¢l metal. Oro punto importante es el tipo de quelante y el tipo de reaccion

que lleva a cabo el metal. asi como también la velocidad de intercambio de ligados (FRAUSTO.
1991).

2. Propiedades de los metales de transicion en los sistemas biologicos.

Varios metales de transicion presentan algunas propiedades que favorecen los procesos de
que se llevan e¢n los sistemas bioldgicos. El zinc se cardctleriza por tener una carga altamente
concentrada, ya que es un ion pequeilo (1.65 A de radio). Una carga clectrostitica de dos y un
pequeilo tamafo da una moderada unién a aniones tales como carboxilato y tosfato. El potencial
de ionizacién es una guia de la fuerza acida de Lewis y debido a que el zinc tiene una alta
afinidad electronica. esto lo hace un acido fuerte de Lewis..



A continuacién se describen algunas propicdades del zinc en sistemas bioldgicos:

* El zinc es el metal catalitico mas comun en el citoplasma celular.,

* Las enzimas digestivas que continen zinc son activas tanto dentro como fuera de la
célula.

* El zinc tiene un papel estructural, que sc¢ extiende desde filamentos hasta en la
organizacion de cromosomas.

* Con un papel regulador el zinc se encuentra en ¢! DNA de células procariontes
(FRAUSTO, 1991).

El hierro no sdlo esta en la catdlisis de oxidoreduccién y bioenergética. sino también. en
sistemas de control y en varias reacciones de tipo dcido-base. Las principales funciones del hierro
son 1) sintesis de desoxiribosa 2) transporte de oxigeno 3) activacion de oxigeno 4) hidrolisis de
fosfoester y 5) deposito y transporte de fosforo.

Se consideran tres grupos de proteinas que contienen hierro y que estin basados en el

grupo funcional presente en cada proteina: proteinas sin hemo. hemo proteinas y proteinas Fe/S
(KENDRICK, 1992).

El manganeso presenta gran interés debido a que se encuentra relacionado en la
liberacion de oxigeno molecular por el sistema de la fotosintesis 1. La forma mas estable del
manganeso en solucion acuosa es Mn(ll) mientras que en  solucion basica y en presencia de
oxigeno se encuentra como MnQ;. Los complcjos de Mn(11) son hexa coordinados y octahédricos

pero hay algunos c¢jemplos de complejos irregulares de numero de coordinacion siete
(KENDRICK. 1992).

Las propicdades redox del cobre dependen ampliamente de los tipos de ligandos, de la
disposicion espacial ¥ ¢l solvente. El cobre dentro de las proteinas no tiene una alta simetria mas
bicn es totalmente variable.

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

con haldgenos y la coordinacién tetraédrica domina (SIGEL. 1986).

El Ni(Il) es €] estado de oxidacion mas estable en solucion acuosa. Este ion forma

complejos simples con namero de coordinacion 4. 5 y 6 (SIGEL, 1986).



El cobalto no s6lo e¢s rico en electrones sino también posec bajos estados de oxidacion.
Sus electrones 3d pueden formar orbitales sigma o pi en estados de bajo espin. El ion d® bajo
espin es expuesto a un doble orbital ocupado d,; o cual lo hace una base muy fuerte de Lewis. El
ion tetragonal bajo espin d” s un radial libre. El cobalto usado en biologia se encuentra en un
estado estable (bajo espin) (FRAUSTO, 1991).

El molibdeno gencralmente forma complejos uniéndose a O 6 N y teniendo una geometria
octaddrica, la coordinacién que ticnen el molibdeno en algunas enzimas ¢s de cinco debido a que
se unc al azufre formando especies M=S o teniendo ligandos tiolatos. Aunque también hay
muchas estructuras no conocidas ya que el molibdeno demuestra gran posibilidad en la quimica
estructural (FRAUSTO, 1991).

El vanadio ticne asociado una actividad catalitica, ecste elemento tiene una quimica muy
rica con el oxigeno llegando a formar oxianiones y oxicationes VO™, VO;” vy VO;?". También
se presenta una quimica con el azufre asi por ¢jemplo hay VS4* y centros catiénicos como V8~
v VSSH" y agrupaciones dec Fe/S lo cual esta asociado con la fijacidn de nitrégeno. A pH neutro
el estado predominante e¢s la especie vanadato. sin embargo, hay complejos con estado de
oxidaciéon mas bajos que también sc encucntran comunmente. El namero de coordinacion de
vanadio (II) y (111} es octaédrico (CHASTEEN. 1990).

E! tungsteno forma oxianiones tetraddricos (WO, ) cuyas sales alcalinas son solubles en
agua. Estos aniones se¢ polimerizan por acidificacién dando lugar a la formacion de una especie
de isopolianiones muy complejos.

La reduccion de compuestos de tungsteno conduce a la formacién de oxo especics de
tungsteno. con enlaces W=0 y/o W-0O-W lo que constituye una propiedad caracteristica de este
elemento (FRAUSTO. 1991).
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HIERRO EN ENZIMAS

Una catilisis en medio acido reduce la estabilidad de 1a unién del ién divalente a la
proteina, por ésto se utilizan metales dentro de la enzima para lograr gran estabilidad en un
ambiente dcido y quiza también para que la conformacion M-O-M (M=Fe¢) ayude a mantener ¢l
estado de oxidacion.

El hierro es un metal con ciertas caracteristicas que permite la facilidad de algunos
procesos bioquimicos; como se menciond, el hierro actiia en reacciones tanto acido-basc como de
oxidoreduccion, sus estados de oxidacién y configuraciéon electronica lo hace ser un metal

necesario en el ransporte de oxigeno, asi como también en la formacién de complejos de Fe/S.

A. Enzimas con Fe/S

Estas enzimas se caracterizan por tener hierro unido a una especie de azufre. El azufre
acuia como un ligando en forma de tiolato o simplemente un atomo de azufre.

En las estructuras de la mayoria de las enzimas el hicrro forma un tetraedro con RS’
(Rubredoxinas) o con S* (ferrodoxinas). El doblez que tienen estas proteinas es sobre la
estructura tipo 3-hoja, ¢l hierro se encuentra coordinado y saturado debido a este doblez. Estas
enzimas ticnen una funcién sencilla y la estructura favorece la trasferencia de electrones. El
cambio de Fe(11)/Fe(lll) alto espin modifica la longitud de enlace del complejo de azufre y en
consecuencia produce una tensién conformacional inducida de la proteina doblada.

Muchas proteinas Fe/S tienen potenciales redox muy negativos siendo ¢l rango de 0.00 a
-0.5 V.

Las proteinas con propiedades de oxidoreduccion de bajo peso molecular tienen alguno
de los tres tipos de sitios activos, los cuales son [Fe(S-Cis)s] [FeaS*«(S-Cis)i] ¥y [FeaSaAS-Cis)a)
donde S* e¢s $%° de cisteinato. los dgtomos de Fe estin coordinados en un acomodo aparentemente
tetraédrico.

La enzima de Clostridium pasterianum cataliza 1a oxidacion de ferrodoxinas reducidas
por protones y contiene complejos tipo 4Fe/4S, ésta ha sido aislada y caracterizada conteniendo
de 1 a 3 camulos por molécula (BEINERT. 19¥9).



1. Centros activos Fe/S en enzimas.

Recientemente se ha visto que los complejos Fe/S no sdlo llevan a cabo la trasferencia
electrénica sino también unen al sustrato, estos complejos se caracterizan por su union protéica,
por la gecometria del sitio y en la exposicién de al menos un hierro para intercambiar con el
medio; La coordinacion incluye un enlace histidina y un carboxilato de la proteina; el complejo
reactivo FesSy es capaz de perder un atomo de hierro y formar entonces FeaS,.

2. Ferrodoxinas,

Las ferrodoxinas son pequeflas proteinas que tienen entre 35 a 120 aminodcidos y
catalizan reacciones de oxidoreduccién con potenciales entre +350 a -600 mV. (HIRAZAWA,
1993). Los sitios activos de¢ estas enzimas pueden ser extraidos intactos de la proteina en
presencia de ligandos ¥y solventes apropiados (MOULIS, 1995).

En la secuencia de aminodacidos, las posiciones que ticnen las cisteinas son muy
diferentes sin embargo. ¢l medio ambiente del complecjo no varia en diversas clases de
ferrodoxinas, las posiciones de los aminodcidos han sido utiles en ¢l estudio de la evolucion
quimica de ferrodoxinas. (YAKUNIN, 1993).

Las rcacciones rapidas de sustitucion de tiolato debido a centros Fe tetraédricos no

permite la reconstitucidon proteica de la apoenzima y entonces se forman complejos de Fe/S
(MOURA, 1990).

Holoenzima + RSH —» (Fe:S:(SR)s)™ + Apoproteina
— (FesSa(SRI™

a) 2Fe/28

Esta enzimas transfieren solo un electrén en un rango de potencial entre +250 y -400 mV
dependiendo de las especies. Las soluciones de ferrodoxinas tipo 2Fe/2S tienen un color rojo en
cl estado oxidado y rosa en el estado reducido.

El complejo (FeaS2(SR)s)* es una especie isoelectronica e isocstructural que participa
como un grupo prostético en la enzima (Fig 2.1)



Figura 2.1 Ferrodoxina tipo 2Fe/2S (SIGEL, 1986).

El complejo 2Fe/2S tiene varias observaciones: 1) Los resultados indican que los atomos
de Fierro en 2Fe-Fd,q hO son equivalentes sino corresponden a un Fe(lll) y un Fe(ll) 2) Los
potenciales de la primera y segunda reduccion estin separados por solo 0.24 V, esto sciiala que
el complejo 2Fe-Fd g no es capaz de aceptar un segundo electron.

Se puede obscrvar entonces que la cadena polipeptidica controla la afinidad electrénica
de los dos iones de hierro y la transferencia de clectrones depende en gran medida de un solo
hierro. Es posible conocer cuales de los dos dtomos de hierro ticnen el papel catalitico al
adicionar un quinto ligando, éste se unird al hierro catalitico, sin embargo, el complcjo 2Fe/2S

aparentemente tiene poca afinidad para ligandas adicionales.



b) 4Fe/4S.

Hay mayor variedad en este grupo que en cl anterior y una razén es que los complejos
2Fe/2S tiencn una carga neta de 2- y 3- mientras que los complejos 4Fe/4S aparecen al menos
con tres (1-, 2-, 3-}(WERST, 1990).

El potencial redox 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 ferrodoxinas tienen una coloracién amarillo-verde (MORENO, 1994).

La geometria ial es un ré

o de cuatro atomos de hicrro penetrando un
segundo mas grande y con cuatro idtomos de azufre provocando algunas distorsiones. Estas

distorsiones toman la forma de una reduccién de longitud de enlace entre atomos de dos faces
opuestas de un cubo. (WATT. 1994).

¢) Felds.

Estos complejos demuestran grandes desviaciones del tetraedro en angulos de enlace y
distancia, provocadas por tensiones ejercidas por la proteina. 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 espin, mientras que el reducido, de un

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

3. Rubredoxinas.

Estas enzimas (frecuentemente abreviadas Rd) tienen un color rojo en estado oxidado,
contienen al mienos cuatro residuos de cisteina por molécula y su funcién en la célula no se
conoce, aunque se encucntra en células anaerdbicas. Las rubredoxinas dan un espectro Mosbauer

caracteristico del hierro alio espin y complejos ferrosos en ¢l 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 ¢lectrones al hierro.



Los tipos de ligandos en la posicién axial del grupo hemo pueden ser variados y

frecuentemente un enlace largo del hierro-ligando resulta en un alto espin, mientras los

nitrégenos de la porfirina ocupen 4 posiciones

iales.

HO;CCH,;CH, CH,

Figura 2.2 Estructura del grupo Hemo (KENDRICK, 1992).
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Principales proteinas que contienen el grupo hemo (KENDRICK, 1992)



Las cnzimas con grupo hemo presentan las siguientes funciones 1) transferencia
electrdnica (citocromos); 2) unién y transporte de oxigeno; 3) insertar dtomos de oxigeno cn

sustancias organicas (Fig. 2.3).

1. Hemo con funcién de transferencia de elcctrones.

La principal funcién del grupo hemo es la transferencia electrénica, frecuentemente a
potenciales redox mayores de 0.00 V. Un aspecto interesante es la relacion entre las reacciones
redox y la accidén energética de los protones. Por lo tanto la importancia de la unidad hemo y la
asociacién con estructuras de hélice tienen un gran significado, estas estructuras tienen la fuerza

para actuar como bombas o puertas para el flujo de electrones.

a). Citocromo a.

Este citocromo presenta dos histidinas coordinadas con el grupo hemo. Ademas de este
citocromo, el tipo b y c tienen al fierro en un estado de bajo espin, en estos, el grupo hemo
ademads se encuentra en un ambiente hidrofébico constituido por cadenas de aminoacidos
comunmente en forma de hélice. El potencial que cubre Fe(Il1)/Fe(ll) tiene un rango de -300 a

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

En muchas ocasiones el quinto ligando del fierro alto espin es una histidina, un tiolato o
un carboxilato. Casi siempre las proteinas no se unen covalentemente al grupo hemo, sin
embargo parece estar en una cavidad hidrofébica. El citocromo tipo a3 esta en la membrana y
probablemente utiliza un mecanismo de accién de hélices para funcionar como una bomba de

protones.

b) Citocromo b.

En estc citocromo, el grupo hemo se une a la proteina por medio de dos histidinas, y su
funcién es también la transferencia electrénica; csta situado en la membrana plasmatica,
(HUANG, 1995). Un punto de interés en bioenergética es la unidn det flujo electrénico y el
proténico en la membrana mitocondrial. aqui se observa (Fig 2.4) como el citocromo b se
relaciona con movimicntos de protones por reajustes que existen dentro de su conformacién de

hélice.
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Figura 2.4 Descripcion de la transferencia electrénica del citocromo b dentro de la

membrana (FRAUSTO. 1991).

¢) Citocromo c.
Se distingue de los demas citocromos por el hecho de que el grupo hemo se une a través
de tioéteres en forma covalente a la proteina, en la Fig 2.5 se muestra el punto de ataque del

grupo hemo a la base proteica.
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me—c! CH,
¢ e OH
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Figura 2.5 Ataque del grupo Hemo a la proteina en el citocromo ¢ (WILLIAMS, 1991)




La funcién de los citocromos tipo ¢ cs la de proporcionar electrones a través de la

siguiente reaccidn: Fe** == Fe*' + ¢ posteriormente, el citocromo es reducido por
transportadores de clectrones (WILLIAMS, 1991). Haciendo una caracterizacion de la estructura
del citocromo, se observan alrededor de 103 aminodcidos con una secuencia ya determinada,

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

Algunas de las condiciones que controlan la reaccién de transferencia electronica son la
fuerza ionica, ¢l pH y la temperatura. Se descubrié que en la reduccion del citocromo ¢ hay un
anillo aromatico que funciona como un canal y se encuentra en la parte inferior del grupo hemo
(Fig 2.6) mientras en la oxidacién, ¢l grupo hemo esta expuesto en la superficie de 1a proteina
(ASCENZI1, 1994). La protcina misma no sc¢ dobla si no tiene al grupo hemo.

Figura 2.6 Estructura del citocromo ¢ y la unién con el grupo hemo (WILLIAMS, 1991)



Algunas bacterias contienen varios grupos hemos (citocromeo c3, €7) frecuentemente entre
3 a 8 unidades, aunque no se sabe perfectamente su funcidn, una hipétesis es que sc crean
depésitos electrénicos como condensadores en los circuitos eléctricos.

A continuacién se describe la estructura del citocromo c:

1. Un hiervo esta unido a un azufre de Met-80 y a nitrégeno de His-18. (SHAO, 1995).

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

rigidamente fijada por los residuos cisteina 14 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 hemo. precisamente ,el
residuo 38 es una arginina que se une al Acido propidnico.

4, Después del residuos 38 parecen conformarse varias hélices, sobre todo de 50 a 55, de 60 a 69

y de 70 a 76, posteriormente, otra vez se vuelve a unir a el grupo hemo 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 hidrégeno a su alrededor y en ocasiones incluye
moléculas de agua,

Es importante observar las hélices y los puentes hidrogeno que hay entre los residuos 38
y 86. Durante la transferencia electronica en el proceso de Fe(l)/Fe(1ll) no solo se altera el

ligando a Met-80 y la estructura primaria que hay entre 10s residuos 79 a 85 sino también hay un
recacomodo de los puentes hidrogeno (BRAUN, 1995) (Fig 2.7)
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Arg 38

Figura 2.7 Principales cambios en la estructura del citocromo ¢ (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 oxigenasas se dividen en mono y dioxigenasas dependiendo del numero de oxigenos

incorporados ¢n la malécula, estas cnzimas tienen la funcién de oxidar moléculas organicas;
iniciand en la sustr

ion de hidrogeno y hasta la reaccién con oxigeno molecular controlando
la cadena respiratoria.

a) Monoxidasas.

En las monoxidasas, ¢l oxigeno molecular
orga 1 -

r iona dir con el sustrato
realizan la reducciéon del oxigeno molecular perdiendo dos

electrones y adicionando un atomo de oxigeno del adtomo de carbdn del sustrato, la reaccion
general es:

las monoxi

RH + O; + 2e +2H" »» ROH + H20

i) Citocromo oxidasa

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

reaccién catalizada por la citocromo oxidasa:
4c? + O+ 8H,," —  4c™ + HO + 4H."

Donde ¢ y ¢* representa a la forma reducida y oxidada del citocromo ¢ respectivamente
y los subindices significan matriz y citosol, la importancia de este proceso de captacion de
oxigeno molecular es que constituye la reaccién terminal de la cadena respiratoria.

Sc ha csiablecido que hay dos citocromos separados cn la oxidasa, asi también dos
Atomos de cobre con propiedades diferentes cada uno, Cua y Cua.

Las diferentes propiedades de los citocromos tipo a y a3 dependen de a union con la parte
protéica de la enzima. El citocromo a tiene un dtomo de hierro en un estado de bajo espin y

probablemente dos ligandos proteicos axiales. El citocromo aj interactua con oxigeno molecular
y el &tomo de hicrro presenta un estado de alto espin.

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

la proteina por medio de interaccion hidrofébica; es posible que los dobles enlaces participen en
1a trasferencia clectréonica.

~
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Se ha propuesto un mecanismo para la reduccién del citocromo en donde los clectrones
pasan de un residuo aromitico a otro, siendo posible por cambios conformacionales.

La cnzima consiste de siete subunidades en una proporcién 1:1 y tienc un peso molecular
de alrededor de 140,000 Daltons.

Las subunidades I, IlI, V, VI se dice que contiene a los citocromos y las subunidades 11,
V, VII contienen a los dtomos de cobre, en forma mas precisa, la unida VI y Il contienen a los
citocromos y la subunidad 111 al cobre (SOULIMANE, 1995).

El mecanismo comprende un centro bimetilico de Fe y Cu, apareciendo en la reduccion
algunos intermediarios como superdxido (O3") peréxido (H20?) 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 electréonica; en el primer paso,
el oxigeno forma un oxicomplejo con Fe(ll) y Cu(l), en el segundo paso el cobre se oxida y
forma un peroxicomplejo, luego entran dos protones y un electréon y el hierro se oxida (FelV)
(complejo ferril, después entra otro electron y aparece la especie ferrihidroxido, el hierro se
reduce y posteriormente libera agua (Fig 2.8)

La fase dc entrada de protones y electrones se llama fasec de potencia y la fase de
recuperacion de los sitios metalicos fase de entrada electrénica (WIKSTROM, 1990).
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Figura 2.8 Estructura y mecanismo de citocromo ¢ oxidasa (WIKSTROM, 1990).
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ii) Citocromo P450

En las oxidasas tipo citocromo P450 las reacciones son 1) union del sustrato organico, 2)
reduccién del Fe(lil) a Fe(ll) alto espin, 3) Unién del oxigeno molecular a Fe(Il) bajo espin 4)
formacién de superoxido con Fe(lil) bajo espin 5) Oxidacién de (FeO2)" a (FeO)*" y 6) ataque de

oxigeno sobre RH par dar ROH probabl medi intermediarios radicales (Fig 2.9), la

adicién de electrones es enel paso 2 y 4,

1Fe01> FLAVOPROTEINA

wR—H O REDUCTASA ~ "~ RH
F /€\_‘ NADH—aer” \—-(zse-zsld
R

(FeOs)?"

Figura 2.9 Ciclo catalitico del citocromo P450 (FRAUSTO, 1991).

Los sustratos del citocromo P450 son moléculas hidrofébicas no polares, como el

> i as st ias polares tales como el alcohol tienen menos afinidad por el
mismo sitio activo (KASTNER, 1994), a continuacién se indica con detalle cada paso:

Primera Reduccion: Este es el segundo paso descrito anteriormente y se presenta la
entrada de un clectrén que tiene como origen NADH, el potencial para el par Fe(lil)/Fe(1f) es -
326 mV pero scincrementaa -150 mV en presencia de CO (ATKINS, 1990).

Unidén de oxigeno molecular: Este es parte del tercer paso y s¢ ha comprobado por la

formacién de un complejo ferroso de oxigeno molecular, este complejo es diamagnético.



Segunda reduccion: En este paso entra un segundo electrdn derivado de NADH y uno de
los atomos de oxigeno (el que no esta unido al hierro) que tiene una carga negativa .

Rompimiento del enlace oxigeno-oxigeno: El oxigeno con carga negativa forma agua
(hidrélisis) y se produce un complejo de Fe¥ mejor expresado en la forma (FeO)** pareciendo
que el oxigeno tiene un rompimiento heterolitico y después se produce la protonacién (IMA],
1994).

Sustracciéon de hidrogeno: Se espera una especie de Fe-oxenocide con propiedades
clectrofilicas y muy reactivas hacia moléculas organicas oxidables, sin embargo, no ecsta
completamente bien establecido este Gltimo paso, tal vez el enlace carbono-hidrégeno reacciona
¢n cualquicra de las siguientes formas a) como un paso radical (homoliticamente), b) como
carbanion y protdn (heteroliticamente), ¢) como carbocatidén y ion hidruro (heteroliticamente) o,
d) con adicion directa de oxigeno (concertadamente); cabe sefialar que la hidroxilacion es mas
favorable en posiciones terciaria que secundaria.

El altimo paso cs la liberacion del alcohol, en este proceso. el grupo hidroxilo esta

coordinado al hierro inmediatamente después de su formacidén y podria ser para no permitir una
segunda hidroxilacion.

iii) Peroxidasa y catalasa.

Las peroxidasas estan relacionadas con el metabolismo hormonal de las plantas, también
proporcionan algunas formas para la polimerizacién por radicales libres; sus reacciones
demuestran muy baja selectividad y los fenoles ¢ indoles pueden ser atacados (KANG, 1993), a
continuacioén se observan varias reacciones donde participa la peroxidasa (Fig 2.10)

Feun _o_’..FeO, v
e

ALGUNAS REACCIONES DE LA OXIDASA
{ .
PEROXNIDASA Fetd -2X4 Fe0, (Vi

TRIPTOFANO PIROLASA
H,O7

N

FaO,H™ (V) O: + H.O (CATALASA)
e
FeQ (v} RADICAL LIBRE
FaO (V)

SUSTRATOS RADICALES

Figura 2.10 Intermediarios en las reucciones de peroxidusa (FRAUSTO, 1991)
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Las catalasas al igual que las peroxidasas tienen el papel de ncutralizar al H,0; formando
O2 y H0, la estructura de la catalasa demuestra un grupo hemo muy escondido,
presumiblemente para prevenir ¢l escape de algin  intermediario como OH y O>°
(MARCINKEVICIENE, 1995).

Su peso molecular varia entre 2.4-2.5 x 10° Da y contiene varios grupos prostéticos hemo

por molécula, la catalasa consta de cuatro subunidades equival por molécula y cada
subunidad tiene un grupo hemo; se ha encontrado que tiene 50% de la estructura en forma de
hélice y no se sciala algtin puente disulfuro.

El hierro del grupo hemo en catalasa muestra un estado Fe(Ill) alto espin y puede ser que
el ligando en posicion axial sea una histidina micntras la scxta posicion se presume es una
molécula de agua (YOUN, 1995).

Algunos factores que influyen en la descomposicion de H20; son:
1) La alta especificidad de la enzima.

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

La formacién de un intermediario (compuesto 1) no esta muy bien establecido por que
aparece muy rapido en el proceso catalitico.

Catalasa + H:O2 —» Compuesto 1 + H2O

Compuesto [ + HyO2 — Catalasa + O, + H.O

b) Dioxigenasas

Las enzimas que catalizan la adicién de oxigeno molecular dentro de sustratos organicos
se llaman dioxigenasas.

La pirocatccasa produce la descomposicién de catecol con la incorporaciéon directa de
oxfigeno molecular para dar dcido cis,cis mucénico.

El sitio activo en esta enzimas conduce a reacciones via radicales libres obteniendo solo
uno y no una mezcla de productos. (NANJO, 1995).
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i) Intradiol dioxigenasa.

La catecol 1,2 Dioxigenasa (CTD) y pr

o 3,4 dioxig (PCD) son las mejores
caracterizadas, la CTD tiene una composicidn alfa beta mientras las PCD consisten de 4,5 y hasta
12 unidades afi.

El sitio activo de intradiol dioxigenasa consiste de un centro coordinado férrico Fe(1ll)

alto espin con dos tirosinas, dos histidinas y una molécula de agua produciendo un complejo
pentacoordinado (Fig 2.11).

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

La holoenzima de 1a PCD tienc una estequiometria (afBFe)i2 y el sitio de unidén del hierro
son Tir-108, Tir-147, His-160 y His-162 dentro de una subunidad f3; la coordinacion geométrica
del centro férrico se ha descrito como trigonal bipiramidal con una histidina y tirosina axiales.

El hierro mantiene su estado de oxidacidon férrico y alto espin durante la formacién del

complejo dioxigenasa-sustrato y estudios cinéticos indican un mecanismo bimolecular con ia
unidn inicial del sustrato

E+S — ES+0; — ESO: — E+P

27



ii) Extradiol dioxigenasa

Estas son menos especificas, siendo generalmente dos sustratos aromaticos y se

ejemplifican con catecol 2,3 dioxigenasas y protocatecuato 4,5 dioxig Estas

forman parte del metabolismo dcl triptofano, de la tirosina y en la sintesis de piridin nucleotidos,

sin embargo, debido a la gran inestabilidad de la enzima, no sc conocc perfectamente
estructura y el papel del metal.

Q\NHz QNHz‘
P 9

la

o,
Fe(lln Fe(lll) ~O

N COOH HOOC

Figura 2.12 Un efemplo donde actua la extradiol dioxigenasa (LOHER, 1989)

NH,

Parece ser que algunas tienen una estructura con subunidades tipo (aFe)s mientras que
otras se distinguen por una composicién (x;B2Fe), ambas contienen centros ferrosos alto espin
as{ como un medio ambiente con coordinacién de oxigeno y nitrégeno.

La coordinacion del sustrato al centro ferrico ocurre por medio de oxigeno y 1al vez este
(oxigeno) es el que ataca al carbono formando un intermediario peroxido , miecntras en el
reacomodo del perdxido se rompe la unién del C-C (Fig 2.12)

Hay una debilidad por conservar el centro ferrico y los ligandos enddgenos del hierto son
principalmente nitrégeno; en ¢l mecanismo, el sustrato desplaza al agua y quelatos para llegar al
hierro, la formacion de tales compicjos de hicrro disminuye el potencial Fe(Il11)/Fe(Il) y entonces

se produce una modificacién al O,, el oxigeno molecular puede por lo tanto unirse al complejo
ES resultando un complejo tipo terciario ESO2



C. Enzimas sin hemo y sin Fe/S

Aunque estas proteinas no contienen el ligando porfirina, el hierro presenta sitios
coordinados con aminoacidos; dentro de este tipo de enzimas se incluyen algunas que acthan

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

La funcién principal del hierro es activar al sustrato S para un sencillo ataque del oxigeno
molecular:

Fe(llDS — [Fe(INS] + O; — S-O; + Fe(iil)

El complcjo Fe(il)S muestra una trasferencia de carga parcial, el hierro estando libremente
disociado en el citoplasma asi como otros iones metalicos activan el oxigeno molecular de la
siguiente forma:

O > Oy — H0: —» OH — H.O

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

reacciones no muy comunes al estar contenidas. De esta forma, 1os pasos intermediarios son
manejados con mucha precaucién en células procariontes.

Ya se¢a en complejos tipo Fe-O-Fe o en simples moléculas de hierro, el sitio de unién esta

coordinado con varias histidinas y carboxilatos y la geometria tiende a ser octaddrica, esta
disposicién de los ligandos asi como también la longitud de unién hacen que el sitio no

favorezca ni al zinc ni al cobre dentro de la proteina, 10s centros metalicos con un estado de
oxidacion bajo o en estado reducido provoca una unién mas fuerte con el sitio y entonces el
equilibrio es:

Fe(IDE == Fe(il) + E

Permitiendo un control de la reaccion que depende de 1a concentracidon de Fe(ll) libre, la

estructura secundaria de estas enzimas no solo incluye a-hélices sino también B-hojas coma parte
caracteristica dc tales enzimas.

1. Complejos Fe-O-Fe

Sc habia pensado que los complejos Fe:O servian como transportadores de oxigeno

molecular formando un anién peroxido O* ; ¢l Fe(ll) forma un puentc oxo con el oxigeno y
cambia a Fe(l1l) durante la captacion de oxfgeno molccular,



Estas enzimas tienen un plicgue que une a cuatro a hélices y se cree que ayudan para el
cambio de estado de oxidacién de Fe(1l) alto espin a Fe(11I) alto espin.

a) Ribonucleotido reductasa.

La ribonucleotido reductasa €s una proteina con un peso molecular de aproximadamente
115,000 Da, esta relaci da con el 1

porte electronico analogamente con las enzima$S con
grupo hemo como citocromo oxidasa; el catién Mg**, Mn2* 0 Ca®" es n io para la reaccid
donde se lleva el cambio de ribonucleotido a 2-desoxiribonucleotido (CHAUDHURI, 1992),
también requiere una coenzima como cobamida

H OH
R
S5<H H—L—H CH; 0P, 04"
X~ D +OH
Ny {Col
i
R/T H—(l}-—ﬂ\_/
N (
S+ H H B
o B CH,0F,0,

Figura 2.13 Mecanismo propuesto para
(KENDRICK, 1991).

la enzima rib leotid 1

En el mecanismo, se necesita primero un itomo de hidrégeno para la separacion y la

formacién de un intermediario como radical libre (Fig 2.13) (NORDLUND, 1990).
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Figura 2.14 Estructura del sitio activo de la Rib.

1990).

Una caracteristica de ¢sta enzima ¢s que una tirosina radical libre mantiene lu estabilidad
dentro de la proteina (Fig 2.14) y podria suponerse que el papel del y hierro es contribuir en la

formacion de este radical.

b) Metano monoxigenasa.
La metano monoxigenasa (MMO) es una proteina no hemo la cual cataliza la reaccién:

CH4 +O2 + NADH — CH;0H + HO
La enzima esta compuesta de tres proteinas: proteina A, proteina B y proteina C, la
proteina A tiene un peso molecular de alrededor de 250,000, la proteina B tiene 15,700 y C tiene
un complejo Fe-S y tienen 42,000 Daltons (JIANG, 1993); la proteina A produce una mezcla de
estados de oxidacion Fe(lll) y Fe(Il). Se ha demostrado que la distancia Fe-Fe en esta parte de la

proteina es de 3.5 A.
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Ademis de reducir el oxigeno molecular, es capaz de oxidar sustratos similares a los del
citocromo P450.

El sitio dinuclear de hierro tiene ligandos de nitrégeno y de oxigeno, los cuales ayudan a
1a estabilidad del puente oxo (FRONLAND; 1994).

PRINCIPALES REACCIONES DE ENZIMAS CON HIERRO

Ferredoxinas

Catalizan reacciones de oxido-reduccidén con patenciales entre -

600 mV y +350 mV. -l

Citocromo a Catalizan reacciones de oxido-reduccion con potenciales entre -
300 mV v +400 mV.

Citocromo a3 Promueven la transferencia clectronica.

Citocromo b Regulan el flujo protdnico y electrénico en la membrana
mitocondrial,

Citocromo ¢ Catalizan reacciones de oxido-reduccion con potencial de +260
mV.

Citocromo P450 RH + O3 + 2¢” + 2H" ==> ROH + H,O

Peroxidasay 2H,0; — O + 2H,O

Catalasa

Dioxigenasas Adicién de los dos atomos de oxigeno molecular al sustrato.

Ribonucleotido Eliminacién de un hidroxilo de un Ribonucleotido para dar un

oxidasa 2-Desoxiribonucleotido.

Metano H” + CH; + O + NADH — CH3;0H + H,O + NAD™

monooxigenasa
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COBRE EN ENZIMAS

Quiza el papel mas notable de las enzimas contenicndo cobre sea la transferencia
electrénica y especialmente relacionado a procesos oXidativos y de captacién de energia. Estos
sistemas de transferencia electrénica consiste de pequefias proteinas *‘azules™ situadas no en el
citoplasma sino en la superficie externa de membranas citoplasmaticas, el cobre en estas enzimas

se encuentra con una geometria tetraédrica distorsionada y dentro de un pliegue o doblez de una
estructura -hoja.

Al de las o

iones que participan dentro de estas enzimas tienen potenciales redox
altos,por lo que el sitio esta diseilado para llevar reacciones ripidas.
La distorsion de la geometria tetraédrica tiene como efecto estabilizar al paso de cobre (1)

a caobre (1), de hecho, la funcidn y estructura del cobre en proteinas azules estan formadas con
. parte de Cu(l) y parte de Cu(ll).

La mayoria de las oxidasas co deunar 1

de un cobre (Tipo 1), un par de cobres
(Tipo I1I) y otro cobre (Tipo 1), este ultimo se encuentra asociado con los de tipo Iil, el sustrato

esta unido a 10 A del tipo | y es aqui donde se lleva la transferencia electrénica
Sustrato — Tipol —» [ Tipo I + (Tipo iil)z; }— O:

El sustrato se libera como radical libre, ¢l oxigeno molecular se mantiene unido y es
reducido en varios pasos hasta 2H3;0O; las oxidasas también estan disefladas para retener O,, 027,
O>yO- .

Por otra parte las cnzimas conteniendo cobre de tipo “no azules” tienen un sitio activo
coordinado con histidinas y se observa una conformacién tipo d-hoja no llegan a tener cambios
conformacionales; algunas enzimas con cobre requicren de una quinona tricarboxilada, coenzima
PQQ o un compuesto similar dihidroxiaromatico.

A partir de estudios espectroscopicos y electroquimicos, cl sitio del cobre Tipo 1 fue
determinado inicialmente como un tetraedro, siendo caracteristico del estado Cu® mas que de
Cu’" Seha postulado que la geometriade Cu” y Cu?* han sido forzadas a ser similarcs en orden a
transferir electrones. Uno de los ligandos del cobre csta a gran distancia del metal, la distancia
de Met-Cu?* es muy larga comparado a las otras distancias de Cu?"-ligando, esto provoca que tal

unién sea muy débil y permite grandes cambios estéricos y de tamafio cuando se produce ¢l
cambio a Cu”.
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A. Oxidasas.

La reaccidn catalizada es la reduccién de oxigeno molecular a H20; y a HaO sin
incorporacion de oxigeno dentro del sustrato organico.
O3z +2H7 + 2¢” = H202
Oz +4H" + 4e” = 2H,0
Donde el hidrégeno proviene del grupo hidroxil, amino o sulfhidril y parece ser esencial
en este tipo de reaccion. El primer paso es la desprotonacién del sustrato y los catalizadores
utilizados no solo tienen potenciales redox altos, sino también son fuertemente basicos.
Ademas de 1a desprotonacion del sustrato, el metal de transicién como catalizador tiene
varias funciones 1) unién y activacién del sustrato organico 2) activacién de oxigeno molecular
3) formacién de complejos terciarios sustrato-oxigeno molecular-metal 4) participacién directa

en los procesos redox.

El paso mas importante s la oxidacion del sustrato por un complejo ciprico el cual es
entonces reducido a Cu”, el oxigeno molecular es necesario para reoxidar al ion metalico.

1. Oxidasas azules.

El ciclo catalitico dec estas oxidasas comprende la captacion de electrones de sus
sustratos, asi como la reducciéon de oxigeno molecular para la formacién 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
cuestién de cual de los tres sitios tienen 1a captacidn de electrones, mientras el tipo 11 y Ul pueden
interactuar con ligandos de bajo peso molecular, el tipo I carece de este hecho, sin embargo la
transferencia clectronica del sustrato al Cu(ll) tipo [ esta ampliamente soportado por estudios
cinéticos logrando una velocidad de reduccién proporcional al tipo y concentracion del sustrato.

Aunque recicntemente s¢ ha probado que el Cu(il) tipo 11 puede servir como entrada
paralela para la captacion de electrones ésta posibilidad también ocurre para el tipo 111

Se piensa que el Cu(ll) tipo 1 y el tipo Il tienen un receptor de clectrones cada uno,

mientras que el Cu(ll) tipo lIl actia como receptor de dos clectrones (MESSERSCHMIDT,
1990).
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a) Lacasa.

La lacasa tiene baja especificidad al sustrato y en consecuencia un gran namero de
diferentes sustancias pueden ser oxidadas, los mejores sustratos son diferentes fenoles tanto
mono como di y polifenoles; dentro de los difenoles la forma “para™ es la mas rapidamente

oxidada mientras que el catecol y resorcinol son oxidadas con menor velocidad.

La lacasa esta presente en plantas superiores y los estudios experimentales se enfocan en
arboles japonescs (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 composicién consiste de una cadena polipeptidica sencilla de alrededor de 500
aminoicidos siendo una parte con carbohidratos los cuales constituyen cerca del 45% del peso

molecular, sin embargo, no se ha sefialado su posible funcion.

Esta enzima conticne 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
cen diferentes medios ambientes y entonces el concepto de tres diferentes tipos de cobre en lacasa
se observa a través de uno tipo I, uno tipo I y dos tipo III.

Cuatro iones en la lacasa Rhus se encuentran en forma oxidada como Cu(If) y el 50% del
total del cobre no fue detectado por EPR y entonces se consideré como Cu(l), detrds de los iones
Cu(Il) tipo 1 y 11, hay dos aceptores adicionales de electrones los cuales estan reducidos y de una
manera ayudando al Cu(II) tipo .

Como la estructura de la enzima no se conoce, se representard como una caja, los tones
cobre tipo I y II se fijan arriba y abajo del lado izquierdo respectivamente, y el tipo I del lado

derecho indicando un par el cual pucde aceptar dos electrones.

Durante la reoxidacidén el sitio tipo 1iI tiene cinco diferentes estados: el totalmente
reducido (Cux)*” y oxidado (Cu2)*” y algunos intermediarios como (Cu,0)*, un peroxocomplcjo
(Cu02)* y un par medio reducido (Cu0)** (Fig 3.1)

En la reoxidacion el oxigeno molecular oxida al cobre tipo I y tipo III y libera dos
moléculas de H20 (Fig 3.1)
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Figura 3.1 Mecanismo para los tres sitios de cobre en la reoxidacién de la Lacasa
(LONTIE, 1984).

Existen dos formas cataliticamente distintas, una activa y otra inactiva, la enzima se
convierte en activa a pH alto.

La forma inactiva tiene un OH" unido al Cu(Il) tipo 11 y la forma activa esta unido a H,O
en lugar de OH.

En la reduccién, los Cu(ll) tipo 1 ¥ 11 son reducidos casi simultineamente debido a una
interaccién conformacional entre estos sitios metalicos, ¢l primer electrdn del sustrato reduce
Cu(ll) tipo 11 el cual parece ser reducido por un segundo sustrato y no por transferencia
electrénica del Cu(ll) tipo 1, el cobre tipo 11 esta coordinando a dos residuos histidina mientras el
tipo I tiene un ligando cisteina: si esto es asi, la reduccién del Cu(ID tipo 1 causa una alteracién
conformacional sobre el Cu(ll) tipo 11 afectando la reduccién de este metal, una vez reducidos
los tipos 1 y 11, estos donan simultineamente un electréon a cada cobre tipo L.

De esta manera el cobre tipo 1l interviene en el rompimiento del enlace O-O del perédxido
el cual es un intermediario, este peroxido podria estar unido entre los sitios cobre tipo 11 y 111, se
sugiere que una unién del perdxido al tipo 111 oxidado y al tipo 11 reducido conduce a un descenso

en la energia de activacion para ¢l rompimiento del enlace O-O (Fig 3.2).
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Figura 3.2 Mecanismo para los tres sitios del cobre en la reduccion de la Lacasa
(LONTIE, [984).

Como dato importante podemos mencionar que el maximo de velocidad de transferencia
electrénica es de 560 electrones por segundo (LUNDELL, 19943).

b) Ascorbato oxidasa.

Esta enzima demuestra propiedades espectrales muy similares a la anterior . Esto es,
presenta al menos cuatro atomos de cobre por molécula de proteina (SAKURALI, 1993).

Como su nombre lo dice, cataliza eficientemente la oxidacién de L-ascorbato (vitamina

C) de acuerdo a la siguiente reaccién (Fig 3.3)

Figura 3.3 Reaccion catalizada por Ascorbato Oxidasa (WIMALASENA, 1994).




Esta cnzima se cncuentra principalmente en plantas, sin embargo, su localizacidén y
funcién biolégica no es muy conocida, se sugiere que estd asociada con la pared celular y ayuda
al crecimiento de las plantas.

Tienen un peso molecular de aproximadamente 140,000 Da y seis atomos de cobre, la
reduccion completa de la enzima se logré con cuatro equivalentes de L-ascorbato, el proceso
envuelve una transferencia clectrénica intramolecular entre Cu(ll) tipo Iy Cu(l) tipo 1, ademas
el Cu(ll) tipo 1 esta muy cercano al sustrato y el cobre tipo III al oxigeno (HAZZARD, 1994).

La ascorbato oxidasa es muy activa ya que tiene un nimero de transferencia de 500,000
electrones por minuto a 25’C.

El mecanismo de reaccion de esta enzima indica que el cobre tipo I es el sitio primario
para la captacion electrénica, el tipo 11 esta implicado en la unién de ascorbato y el tipo I1l en la
unién de oxigeno (FARVAR; 1994).

Un mecanismo que se puede proponer es el siguiente:

Iniciacién:
2Cu?" + AscH” — 2Cu” + DhA + H*
Propagacion:
Cu® +0; — CuO;"
CuO2* + AscH™ —» DhA + HO;
Terminacién:
CuO;" + Cu* — 2Cu*" + H,0;
Cu®* + AscH™ — Cu” + Asc+ H"
Otro mecanismo propone el paso de un electrén, y propagadores de cadena
Cu” +'OH; — Cu®” + H,0z
Sin embargo, algunos investigadores asumen la formacién de un complejo
Cux(AsH)?" + 0y —» Cuz(AscH)022"

Donde los pasos del mecanismo son:

Iniciacion:

Cui(AscH)20:%" —» Cu(Asc)(HO2) + Cu* + ‘Asc™ + H*
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Propagacion: .
‘Asc” + Cua(AscH)202*" — Cu(Asc)(HO;) + Cu(AscH)® + DhA
Cu(Asc)(HO;z) — "Asc” + HO;” + Cu®”
Terminacion:

2Cu(Asc)(HO;) — Productos

c) Ceruloplasmina.

Esta enzima reacciona con dos sustratos: oxigeno y el sustrato reductor, y es una de las
ﬁnicas.que reduce cl oxigeno molecular a agua a través de transferencia electrénica, teniendo
cuatro o mas receptores de electrones; el sustrato reductor pierde un electrén a la vez que la

enzima viene a dar un radical libre, la reaccién neta es (R es el sustrato reductor)
Oz + 4R + 4H" — 2H20 + 4R™"

Entre la gran variedad de sustratos tanto orgdnicos como inorganicos estan el catecol,
aminofenoles, dopa adrenalina y serotonina. También derivados del indol y 64 compuestos de
tipo biolégico como anfetamina, adrenalina, dopamina, fenilalquilaminas y aminas; todos cstos
sustratos se caracterizan por una alta energia de sus orbitales moleculares.

La fuecrza catalitica 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 interaccién con oxigeno
molecular mas que al sitio de unién del sustrato.

El mccanismo es sencillo y de dos pasos:

Cpox+R —> Cpra+R”™
CP ca + Oz + 4H* —» Cp ox + 2H;0

Los electrones entran en la Cp al cobre tipo I a través de un residuo histidina, sin
embargo. otro método sugiere cl par cobre tipo IIl recibiendo dos electrones y vicnen a ser
reducidos; finalmente los cobres tipo 1 y Il aceptan dos electrones mas del sustrato para formar la

completa reducciéon de la enzima.
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La unién del oxigeno a la enzima reducida podria dar la unién con peréxido como un

intermediario, sin embargo, los tres clectrones son transferidos casi simultineamente para

formar un radical O~ , el tercer electrén podria venir del cobre Tipo I, el taltimo cobre puede ser

reoxidado y ser entonces el tipo Il y la reaccién podria completar el ciclo como se muestra en la
Fig 3.4.
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Figura 3.4 Ciclo catalitico del sitio activo de Ceruloplasmina (LONTIE, 1984).

Por lo 1anto la ceruloplasmina contienen dos cobre tipo 1 un cobre tipo Il y cuatro cobres
tipo 1.

En resumen, el Cu(ll) tipo I es cl responsable del intenso color azul, los grupos SH de
cisteina y los nitrogenos de histidina son los grupos cstratégicos de la proteina, cuatro de los seis
iones son necesarios en el sitio activo.

2. Amino oxidasa,

L.a amino oxidasa cataliza la desaminacién oxidativa de mono, di y poliaminas con la

formacion estequiometrica de aldchido, peroxido de hidrégeno y amoniaco, (CAlL, 1994), de
acuerdo a la siguicnte ecuacién:

R-CH2-NH; +0; + H20 — RCHO + HaO; + NH;
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Esta enzima se ha encontrado en un amplio tipo de células cucariontes, plantas y tejido
animal; el papel fisiologico de las amino oxidasas se divide en dos partes, una como catalizador
para el rompimiento de un nitmero de aminas bioldégicamente activas y otra como catalizador de
reaccioncs en el tejido conectivo (AGOSTINELLI, 1994).

Su peso molecular es de alrededor de 170,000 Da, y presenta una union N-acetil
glucosamina, conteniendo un 10% de carbohidratos, no obstante, su funcién y estructura no ha
sido investigado.

La funcién del cobre es ayudar a mantener una estructura terciaria de 1a proteina y tal vez
tenga también un descmpefio catalitico, esto parte de una intuicién, donde se sugiere que cl
cobre juega un papel redox. es decir, ¢l sustrato amina podria llegar a reducir Cu(ll) a Cu(l)
micntas que el oxigeno permitiria restaurar ¢l cobre al estado oxidativo; no obstante, estudios de
EPR scilalan que ¢l cobre mantiene su divalencia a través de la reaccién con el sustrato amina
(WARNCKE, 1994).

La enzima ticne dos subunidades, y cada subunidad conticnen un cobre, estos dos cobres
ticnen sitios idénticos con una geomectria tetragonal y dos posiciones de coordinacién que
corresponden a histidinas.

La enzima realiza un mecanismo de doble desplazamiento (Fig 3.5).
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Figura 3.5 Mecanismo propuesto para Amino oxidasa (LONTIE, 1984).
Los principales aspectos de este mecanismo son: 1) tanto un amoniaco como el aldehido

pueden ser liberados anacrobicamente y en €l mismo paso caialitico 2) la enzima reducida podria

contener un grupo SH libre y un grupo no identificado X (SILVERMAN, 1994).
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Ademas, los sitios con cobre son accesiblcs al solvente (Agua) y estan localizados en la

superficie de la proteina, posiblemente en la interfase de las subunidades; las estructuras de los

sitios no s¢ conocen exactamente, sin embargo, estudios indican que hay 2 6 3 ligandos de

nitr6geno (de la cadena polipeptidica, histidinas) y dos ligandos de oxigeno (del agua).

3. Citocromo oxidasa.

La citocromo oxidasa tiene dos atomos de cobre que estin ampliamente separados, se
observa que uno es cobre (Cua) y puede servir para transferencia electréonica mientras que el otro

atomo (Cup) esta directamente asociado con el citocromo tipo a3 que es el sitio de captacién de
oxigeno molecular.

Teniendo un peso  aproximado de 140,000 Da, ¢l complejo tiene la forma de Y

desequilibrada de | nm de longitud con tres partes principales, dos del lado de 1a membrana con

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

lado
citoplasmitico(SHINZAWA-ITOH, 1992). (Fig 3.6).

Figura 3.6 Posicion del citocromo c icd

en la brana mi drial (CHAN.,
1990).
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La subunidad Il se ha sido identificado como un sitio de unién y es propone para la
reduccién de oxigeno molecular y por lo tanto un sitio de transferencia electronica.

Para la reduccién de oxigeno molecular se acepta el centro binuclear Cug/Fe(citocromo
a3) con un puente imidazol axial desprotonado.

El mecanismo se inicia con la unién de oxigeno molecular al Fe(ll) citocromo a3 y con un
imidazol cercano, ¢l siguiente paso es la formacién de un enlace n-peroxo a el Cu(l)s con
cambio de valencia a Fe(1Il) y Cu(Il) y sin coordinacién del imidazol, consumiéndose 2¢” y 2H*
después liberando el primero una molécula de H»>O, ¢l estado p-peroxo cntonces cambia a un
complejo p-oxo Fe(lI)-O-Cu(ll) con unién antiferromagnética de los dos centros.

Posteriormente, suceden reducciones y adicién de 2H” formandose los intermediarios
Fe(1l) alto espin (citocromo a;) y Cu(l)a con alta afinidad por oxigeno (CHAN, 1990).

o, °/!:Mlll
cutit ‘l=

Y & X (|
His .

Figura 3.7 Mecanismo de activacion de Q> en la Citocromo  oxidasa (KENDRICK,
1991).

4. Galactosa oxidasa.

La galactosa oxidasa es una proteina mononuciecar con Cu(ll) de tipo no azul, esta clase

incluye glucosa oxidasa, una flavoproteina. y otra aun no caracterizada; todas (PALESTINI,
1994) catalizan la reaccion:
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Estas enzimas ticnen una amplia especificidad con los sustratos, ya sean alcoholes
primarios, secundarios, alquilicos aromdticos o insaturados; la galactosa oxidasa es la mejor
conocida de este grupo.

El peso molecular relativo esta en un rango de 38,000 a 75,000 siendo mas exacto de
68,000 Da y conteniendo un atomo de Cu(ll) por molécula de enzima; la apo y holoenzima son
conformacionalmente similares y se distinguen por cantidades pequeiias de u-hélice y B-hoja.

Contiene 5 residuos de cisteina, cuatro de los cuales estin en los puentes disulfuros de la
proteina. El hnico grupo sulfhidril puede estar en el sitio activo de la enzima pero no es
propiamente parte del quelato de Cu(11).

Se puede sefialar que el Cu(ll) tiene una geometria pseudotetraplanar uniéndose a

nitrégeno, oxigeno y tiolato, sin embargo, en ausencia de cllos puede aparecer el agua.

El mecanismo es secuencial y comprende la unién del alcohol antes del oxigeno
molecular. La reaccidn quimica se lleva dentro del complejo E-Alcohol-O:. El producto aldehido

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

Un modeclo sugiere, primero, la relajacidn del sitio axial provocado por la galactosa, los
procesos de transferencia electrénica requieren una interaccion de la “esfera interna™ del
complejo Cu(I)-O> y que es necesaria para la trasferencia directa entre el aleohol y el oxigeno
molecular (1TO, 1994).

Aunque no son ligandos, hay dos aminoacidos que tienen un papel importante en el
mantenimiento y funcién del sitio activo, estos son un triptofano y una histidina, la entrada al
sitio de coordinacién de tipo axial se pierde y entonces e alcohol se une axialmente, apareciendo

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

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

Gal o, H,O, Ald

] i 1 1

E E-Gal E-Gal-O, E-Ald-H,O, E-Ald E

Los elementos basicos en cste mecanismo son 1) la coordinacién de los sustratos a el
Cu(ll), 2) transferencia de H” y e en forma independiente y, 3) el papel redox del Cu(ll)
(BARON, 1994).

Las dos reacciones mas importantes son:
Cu(ll}) + 02" = Cu(l) + Oz
Cu(l) + 0" + 2H™ — Cu(ll) + H2O:

yel i es el sigui (Fig 3.9):
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Figura 3.9 Mecanismo prop para gal

5. Tirosinasa.

oxidasa (LONTIE, 1984).

La tirosinasa reacciona con los fenoles y produce la conversién metabdlica a quinonas; en

esta reaccion se distinguen dos pasos: primero la hidroxilacién y oxidacién a quinona, y como

segundo paso, la enzima actia como una oxidasa, reduciendo oxigeno molecular a agua por

medio del grupo prostético cobre.

0 [01 =
lO) HO
;. + H,0
<3 8 ) 5Ty
R R
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La tirosi es mas ifica con “orto™ fenoles que con “para” fenoles o monofenoles;

ademdés pucde oxidar tirosina y dopa para producir melanina (JIMENEZ-CERVANTES, 1994).

Un modelo para el sitio activo, indica un atomo de cobre (I) y donde (E,Cu")
posiblemente actia como un donador de dos electrones para formar Cu(Ill). un segundo modelo
sefiala un sitio binuclear de Cu(ll), tal como (E(Cu**),).

Las evidencias para el modelo mononuclear (E,Cu™) son:
1) En muchas tirosinasas ¢l peso mol 1

minimo calculado es de 30,000 Da.
2) Determinacion de cobre unido a monéxido de carbono y benzoato.

Mientras las evidencias para el modelo binuclear son:
1) La posibilidad de reducir tirosina, afiadiendo un electrén por cada cobre presente

2) La distancia entre atomos fue calculada en 0.6 nm

3) La reconstruccion de la holoenzima demuestra una cinética compleja con la formacién de un
par cobre.

4) El oxigeno estd presente como un peroxicomplejo.
5) Las razones entre CO:Cu benzoato:Cu y H:0;:Cu son 1:2.

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

mientras por espectroscopia Laser-Raman sc ha comprobado un puente peroxido y otro ligando
R.

Un analisis de las reacciones de la tirosina es dificil por las actividades que tienen la
hidroxilasa y oxidasa. Sin embargo la reaccién de la oxidasa tiene un mecanismo Ping-Pong:

O, Difencl Quinona Difenol Quinona
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En contraste, el mecanismo de la hidroxilasa es de tipo Sccuencial:

O, Monocfenol Difencl Difenol Quinona

l

Se ha propuesto un mecanismo con la caracteristica de tener dos ligandos “X™ a los dos
cobres, “X™ podria ser una molécula de agua o un ligando de la proteina tal como un carboxilo,
fenolato o posibl un histidil (Fig 3.10)

X—Cu(1)

@ O—Cu(ll) . X-—-CuQit}— ?z- @

H;O ')'_,_
O—Cultn) — x-Cu(1ny—0O
Difenol 7 = _XH__ — XH Difenol
- —
@ X-Culin} ©:o Cuiny cl’r-
; O0—-Cutt)—0
-Culi) .
x b Quinona XM @ Monofcnol

X +2 OH™

Difenol
XH HO 2" xH
o—cuty) «— S = Q—O—Cu(ll)-‘(

x=Culin) x—cutiy 07

g

Figura 3.10 Ciclo litico prop para tirosi (LONTIE, 1984).
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El ciclo inicia con | desoxitirosinasa (A) la cual se acompleja facilmente con oxigeno
molecular para dar un complejo enzima-sustrato (no demostrado) y dar por transferencia interna
clectrénica oxitirosinasa (B). La oxitirosinasa entonces reacciona con un difenol para dar un
intermediario el cual se descompone a Quinona, 20H" y metirosinasa (D). La metirosinasa podria
lievar una reduccién con una segunda molécula de difenol (E) con liberacién de 2H* para
completar el ciclo y regencrar el ligando desoxitirosinasa, al entrar un monofenol al ciclo, este se

hidroxila de una manera similar a la del citocromo P450 y surgiendo como un intermediario un
epoxido (G).

Los cobres estdn 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 continuacién, donde N=
ligando proteico L= ligando oxigeno R= puente proteico (Fig 3.11)

N\ /L\ /N
—Cu@n__ —cumy
N R N

Figura 3.11 estructura del sitio activo de la metirosinasa (SIGEL, 1987).
El siguiente es un modelo estructural del sitio activo de la oxitirosinasa (Fig 3.12)

N O —o0 N

cumy Scuan
u
N ~r T~N

Figura 3. 12 Estructura del sitio activo de oxitirosinasa (SIGEL: 1987).
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B. Monooxigenasa.

Generalmente se ha reconocido que mucho del oxigeno consumido por organismo
aerébicos se reduce a agua por la oxidasa terminal de la cadcna respiratoria, sin embargo, una
cantidad es utilizada en una clase de enzimas llamadas monoxigenasas, la reaccién de una
monoxigenasa esta descrita como

RH + O; + 2H" +2¢° — ROH + H;O

Recientes investigaciones manifiestan a cuatro grupos asociados con las monoxigenasa:
Cobre, hierro hemo, hierro no hemo y flavin, el grupo conteniendo cobre es muy pequefio en
comparacién con los otros tres.

1. Dopamina B-monoxigenasa.

La dopamina pB-monoxigenasa (3.4. dihidroxifeniletilamina, ascorbato: oxigeno
oxidoreductasa, B-hidroxilacion) es una enzima que contiene cobre y cataliza el Gltimo paso en la
biosintesis de neurotrasmisores (norepinefrina).

oH
CH,CH,NH, CHCH,NH,

+ O, + Ascorpato — + H,0 + Dehicroascorbato
o OH

Esta enzima es una glicoproteina (5% de carbohidratos) con un peso molecular de
290,000 Da que consiste de cuatro subunidades de igual tamafio unidas por puentes disulfuros.

El contenido de cobre es de uno por tetramero y solo es Cu(ll), (WIMALASENA; 1993).

El sitio activo no ha sido establecido, no obstante, diferentes mecanismos de reaccidén
coinciden en un sitio mononuclear o binuclear del cobre. Un andlisis cinético de la B-
hidroxilacién parecc conducir con un mecanismo de tipo ping pong, donde la reduccidn del cobre
por ascorbato lleva a la reacciéon de dopamina y oxigeno molecular, varios datos indican ademas
la formacién de un complejo ternario de cobre reducido, oxigeno y dopamina, antes que el
producto sea liberado.
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Un mecanismo da lugar a un sitio activo con dos iones cobre:
E(Cu®"); + ascorbato — E(Cu"): dehidroascorbato

E(Cu®): + Oz + Dopamina — E(Cu®"); + norepinefrina + H,O

El cobre unido a la enzima es esencial para la actividad catalitica de dopamina, y este
metal participa cn la transferencia electréonica y en la uni6én del oxigeno, la rapida reduccion del
cobre en la dopamina es un paso significativo cataliticamente.

A partir de estos dos, se propone un mecanismo alternativo donde cada sitio activo
contiene un cobre, el cual acepta un electréon antes de la unién con oxigeno molecular; el
complejo consiste de la enzima reducida, oxigeno molecular y el sustrato amina, el cual puede
entonces aceptar un segundo electrén, seguido de la hidroxilacion y liberacién del producto mas
agua (Fig 3.13)

AH A ©z + AH AH™ AT ROH (+ H_O)
e-cu" €-cu' e-cu- o, e-culo; e-cd'
An AH
e-culo,
AN

Figura 3.13 Mecanismo alternativo de la Dop

i, (LONTIE: 1984).

®
%

C) Superoxido dismutasa.

L.a SOD comprende una clase diferente debido a su catalisis en la reaccion:

20, +2H" — O:+ H202
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Tiene un peso molecular de 31,500 Da. consiste de dos subunidades iguales y no
covalentemente asociadas.

La estructura de la molécula sc¢ aproxima a un cilindro con 5.3 nm de altura y 2.7 nm de
diametro, los sitios de enlace del metal se encuentran casi al final del *“cilindro™, donde
particularmente son acomodados Cu y Zn (Fig 3.14)

Figura 3.14 Estructura de la SOD (ROE, 1988).

£1 Cu(ll) esta coordinado a la cadena lateral de cuatro histidinas a través de los nitrogenos
(His-44, His-46, His-118, y His-61) y éste ultimo actaa también como ligando del Zn(I1).

El zinc entonces estd coordinado a His-61 y a His-69, His-78 y Asp-81 con una simetria
aproximadamente tetraédrica (ROE, 1988)(Fig 3.15).



)
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N) N)
Figura 3.15 Sitio activo de SOD (CASANOVA, 1994).

El ciclo se caracteriza por las propiedades redox de cobre:
E-Cu(ll) + Oy —» E-Cu(l) + O:
E-Cu(l) + Oy + 2H* — E-Cu(ll) + H20:

El valor de la razén (E-Cu(I))/(E-Cu(l)) podria ser igual a 1 en vista de la misma

locidad de red i6n de E-Cu(li) por O;" y de oxidacién de E-Cu(l) por owro Oz . La

naturaleza del sitio con cobre favorece un mecanismo tipo Ping-pong para el proceso de
transferencia de electrones entre Q2" y la SOD (LIAO, 1994).

Durante la catilisis, ¢l puente imidazolato libera y une al cobre al mino tiempo que realiza

su reduccién y reoxidaciéon por Oz , de igual forma , el zinc unido a imidazolato se protona y

desprotona. A continuacion de observa este mecanismo (Fig 3.16) (CASANOVA, 1994).

2ot FEB\ Gy Hp r O —

..
iy
gz, ,'.d:/N\ n GuIHD.O] -

Figura 3.16 Mecanismo propuesto para SOD (LONTIE, 1984).
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Hay dos puntos importantes en el mecanismo anterior: 1) el origen de los protones es del
dianién peréxido (0:%) saliente, producido en cl segundo paso de la catilisis 2) ¢l cambio de

"

ode coo

ion del cobre durante la catilisis.
El cobre cambia de nimero de coordinacién cinco en el cstado oxidado a cuatro en la

forma reducida. Los cuatro ligandos del cobre reducido podria ser aproximadamente de
geometria tetraddrica.

PRINCIPALES REACCIONES DE ENZIMAS CON COBRE

Oxidasa O, +2H" + 2¢” == H,;0:
O; + 4H* + d4e” == 2H,0

Lacasa Oxidacién de Fenoles
Ascorbato oxidasa Oxidacién de L-ascorbato (Vitamina C)
Ceruloplasmina O, +4R +4H™ — 2H;0 + 4R™

R= catecol, aminofenoles. dopaadrenalina, serotonina etc.
R-CH>-NH; + O; + H;O — RCHO + H;0; + NH, B
Oxidacién de alcoholes primarios y secundarios para producir
cetonas utilizando oxigeno molecular.

Oxidacién de fenoles para producir quinonas utilizando oxigeno
molecular,

Amino oxidasa
Galactosa oxidasa

Tirosinasa

Dopamina Hidroxilacién de 3,4-Dihidroxifeniletilamina para dar
B-monooxigenasa norepinefrina.

Superoxido 20,7 +2H" > O; + H:0;

Dismutasa
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NIQUEL EN ENZIMAS.

Este metal de transicion es relativamente abundante, y sc cncuentra en aproximadamente
8% del centro dc la tierra y 0.01% de la corteza terrestre. Parece ser que el niquel fue muy
utilizado cuando ¢l metabolismo estaba basado sobre quimicos como CHs y Haz, sin embargo su
valor disminuyé cuando aparecio el oxigeno molecular.

Se han estudiado los ligandos del niquel (II) presentes en varias proteinas sustituidas.
Estos ligandos comprenden aminoacidos como histidina, acido aspdrtico, glulaminé. cisteina,
metionina, asi como tirosina.

Se han caracterizado derivados del niquel con estado de oxidacién formal de -1 a +4, el
WNi(1l) s el estado de oxidaciéon mas estable en solucidn acuosa y ademds el mas importante en
enzimologia. El Ni(ll) ¢s un ion con configuracién clectrénica d* y sus complejos forman namero
de coordinacion 4, 5 y 6. La geometria de los complejos es basicamente planar cuadrada,
piramidal cuadrada. tetraddrica, trigonal bipiramidal u octaédrica. Las distancias del enlace
Ni(i1)-O son 2.05 y 2.09 A con dos molécula axiales de agua y 2.22 y 2.48 A para cl enlace del
Ni(1]) con oxigeno del grupo carbonilo. La distancia del enlace Ni(11)-N es 2.06 A.

Los complejos del Ni(l1) pueden tener dos clectrones no apareados o ninguno y sus
propiedades magnéticas son utiles en ocasiones. Con momento magnético de 3-4 BM a 25°C se
han generalmente observados formas paramagnéticas (“alto espin™). Las propicdades magnéticas

de Ni(1l) son:

Paramagnético: tetraédrica, pentacoordinado (algunas veces octaédrico)
Diamagnético: planar cuadrado.

Las enzimas que conticnen Niquel son: 1) Ureasa, 2) Hidrogenasa, 3) Metil coenzima M-
reductasa y, 4) Carbonil deshidrogenasa (WALSH, 1987).

A. Ureasa:

L.a urca puede scr degradada por dos enzimas diferentes. La clasica urcasa (urea
aminohidrolasa). ampliamente distribuida en bacterias, plantas y algunos invertebrados, cataliza
la hidrélisis de urea de acuerdo a la siguiente reaccion:

HaN-CO-NH: + HO — H;N-COO™ + NH4™
La segunda enzima. una ATP-hidrolasa de ureasa ( ureasa carboxilasa):
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ATP + Urea + CO2 — ADP + P; + 2NH; + 2CO2

La enzima maés investigada es la ureasa de Jackbean (Canavalia ensiformis) donde el
carbamato se establecié como el primer producto de reaccion. Estudios cinéticos comprueban la
riapida formacién del carbamato y posteriormente una descomposicién lenta y espontinea para
producir bidxido de carbono, finalmente aumenta el pH y se hidrata el biéxido de carbono
originaindose el bicarbonato, este hecho puntualiza el papel dec dcido de Lewis del Ni(Il)
(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 cnzima.

Se ha reportado un peso molecular de alrededor de 483,000 Da. En la secuencia de
aminoacidos se presenta un residuo esencial dentro del sitio activo, este residuo es cisteina (Cis-
592). Por otro lado, se demuestra que 13 de los 25 residuos de histidina estan entre los residuos
479 y 607, se sugicre que esta region podria contener el sitio de unién del metal.

La ureasa de Jackbean comprende un hexamero con un peso molecular de 545,445
Daltons donde cada subunidad tiene un peso molecular de 93.500 Da. por medio de microscopia
el complejo parece ser mas bien dos trimeros formando una estructura como de un prisma
trigonal (TOOD, 1989).

Hay 15 grupos tiol en cada subunidad los cuales producen un “sitio activo tiol™, estos
grupos corresponden a los residuos histidina 592, 585, 593 y 607 entre otros mas.

Aunque el mecanismo no esta bien establecido. se sefiala que ¢l estado de oxidacion del
metal no cambia, por lo que la enzima no lleva a cabo una reacciéon de oxidoreduccién sino
anicamente hidroliza y sustituye al sustrato.

La catalisis del ion metdlico podria ser descrita como un tipo de catilisis supericida en un
medio ambiente neutro (la solucion es neutra) ésto marea la capacidad del metal de proporcionar
carga positiva al transcurrir 1a reaccién.

Algunas ecvidencias demuestran la presencia de un tiol y una carga negativa en el sitio
activo. Basandosc en este andlisis y en experimentos, se desarrollé un mecanismo para a urecasa,

no obstante, no hay pruebas de la disposicion que tienen los dos dtomos de Niquel, ya sea que s¢
encucntren juntos o separados.
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El mecanismo se prescnta a continuacidn (Fig 4.1).

Figura 4.1 Mecanismo propuesto para la ureasa (LANCASTER, 1988).

Hay otro mecanismo propuesto en el cual el niquel parece tener nitréogeno u oxigeno
como ligando y se piensa que cada niquel tienc un papel diferente: un atomo de niquel

incrementa 1a 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 sc caracteriza por tener tres sitins activos. De una forma prictica se puede
representar a la proteina como se mucstra en ta Figura 4.3,

El sitio H constituye el punto inicial para la conversidén de H™ a H; y de otras reacciones

involucrando al hidrégeno, este sitio esta presente en cualquier hidrogenasa, siempre y cuando

contenga ¢l complejo Fe-S, por lo que este complejo, se activa en ¢l proceso al igual que el
Niquel.
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Activado por
reductores

Activado por O» a
u oxidantes B

sitio de regulacién receptor oxidado

sitio recopror
Ha ToA

sitio de activacion de Hidrépgeno
H

) receptor reducido
2H

Figura 4.3 Un modelo general de la hidrogenasa (LANCASTER, 1988).

El sitio A es un punto de transferencia electrénica con el exterior y el sitio R o regulador,
llamado asi por que muchas hidrogenasas que contiencn niquel son inactivas en captacion de
hidrégeno y tiene 1a funcién especifica de proteger al oxigeno.

La hidrogenasa cataliza la reducciéon de sulfato y la oxidacién de hidrogeno, la
composicion minima consiste de subunidades conteniendo un complgjo (4Fc-4S) y un dtomo de
niguel. Una de lus hidrogenasas mas investigadas es la enzima de la Nocardia opaca. en la cual,
1a estructura de la subunidad se mantienc por la unién del atomo de niquel y al separarse cste
metal se observa la disociacion de los dos dimeros.

En este sentido. un dimero consiste de dos subunidades de 56 y 27 kDa y conticne
aproximadamente 4Fe-4S-2Ni. Por otra parte, ¢l segundo dimero esta compuesto de dos
subunidades de 64 y 31 kDa teniendo un NAD con actividad de receptor y con una composicion
de 9Fe-10S-1FMN.

De esta forma, los sitios HH y A son facilmente disociados y la mas grande de las dos
subunidades de la hidrogenasa contiene al sitio H.

Existen tres estados considerados para describir 1a activacién de la hidrogenasa. 1a forma
predominante (el 90%) es la enzima oxidada (y se nombra estado inicial), en este estado cs
completamente inactiva con el hidrégeno. Se puede decir que la enzima inactiva se distingue por
un estado de oxidacién alto ¥ una conformacién incorrccta. El resto de la proteina (10%) se

encuentra cn estado *no inicial™. En esta forma sigue siendo inactiva, manteniendo ¢l estado de
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oxidacién alto pero en una conformacion correcta. El estado activo representa a la enzima en su
forma reducida y con la conformacién correcta.

El proceso de reduccién del estado “inicial™ es muy rapido mientras que en el estado “no
inicial” es lento. Al estado “no inicial” se le llama sefial Ni-A y al “inicial™ sefial Ni-B, ambos
contienen al Niquel con estado de oxidaciéon tres. Una tercera sefial, llamada Ni-C aparece

durante la activacién lenta del estado “no inicial” pero sin ningn cambijo del complejo Fe/S. Por
otro lado, los espectros EPR no d

una inter entre las seilales Ni-A, Ni-B y Ni-C con
nitrégeno sino mas bien con un nucleo de azufre, esto significa que un atomo de azufre esta

coordinado con el Niquel y una unién Ni-C en el estado activo de la hidrogenasa (Fig 4.4).

Estado no inicial Estado inicial

 —
Ciclo dc Activacién

“i-A

“i-c

Estado activo

Figura 4.4 Estados de oxidacién del Niquel durante la activacién y reaccion de la
hidrogenasa (LANCASTER, 1988).
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En el mecanismo de catdlisis se ha generalmente aceptado el rompimiento heterolitico del

hidrégeno molecular para dar un protén, el cual se combina con una base de la enzima, y el otro
hidrogeno se une al centro metdlico. ' R

El niquel en la hidrogenasa de C. vinosum sc¢ reduce de Ni(1ll) a Ni(ll) y posteriormente

de Ni(I1) a Ni(l). Aunque los estados de Ni(1ll) y Ni(ll) deben ser estabilizados por ligandos
electronegativos como amidas, oximas, oxidos o halogenuros.

La eliminacién de hidréogeno molecular a partir de un complejo ditioleno diprotonado

asegura que los protones ataquen a los dtomos de azufre, con posterior formacién de H-H,
mientras la unién SH es rota en un paso concertado.

Figura 4.5 Reacciones de Hidrégeno con el complejo M-Sy (LANCASTER, 1988).

Esta reaccién ciclica comprende la formacién de un hidruro seguida por eliminacién

heterolitica de hidrégeno molecular, el cual puede ser un ligando auxiliar (por un protéon
localizado en el dtomo de azufre) (A) o por un ataque electrofilico de otro protdn 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 activacién para romper los enlaces S-H y H-H
(ALBRACHT, 1994).
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Figura 4.6 Reacciones del Hidrégeno con el complejo M-S, (LANCASTER. 1988).

C. M-S-Coenzima-M-Reductasa.

La bacteria que produce el metano utiliza una enzima que contiene niquel, (metil
coenzima M-red D). Lasr

ones catalizadas por esta enzima envuclven la descomposicion
del tiocter dimetil 2,2-ditiobis(etano sulfato)-(metil-CoM) a CH, y coenzima M-SH.

Figura 4.7 Estructura del tetrahidrocorfinoide de Niquel (cofactor F430) (KENDRICK,
1992).



La metil-Co-M-reductasa ¢s una proteina celular soluble con un peso molecular de
300,000 Dultqns y de color amarillo, este color amarillo es causado por la unién dec dos
moléculas del complejo tetrahidrocorfinoide (con niquel como metal central). El complejo se
llama cofactor F430 debido a su absorcién maxima a 430 nm (Fig 4.7); ademds, es un compuesto
muy polar, soluble en agua y solventes organicos altamente polares como metanol.

El enlace de Ni-N en el cofactor tiene una distancia dc 2.08 A mientras que en otras
enzimas conteniendo Niquel es de 1.91 A,

El cofactor F430 tiene un papel importante dentro del sitio activo ocasionando un sitio de
reduccion, la coordinaciéon del niquel al cofactor y en la unioén del cofactor en la proteina.
Aunque cl Niquel contenido en el complejo tetrafenilporfirina tiene una geometria cuadrado
planar y axialmente no reactiva, demuestra actividad frecuentemente con agua en la posicion
axial, también es posible sustituir esta molécula de agua por algun oxigeno o nitrégeno de
aminodcido.

El complejo F430 actiia probablemente como nucledfilo y podria romper el enlace CHj-
S-CoM para dar CH;-Ni(11)-F430 y un producto tiolato, la descomposicién decl CH;-Ni-F430
sucede a través de una protonolisis para producir CiH, y Ni(11)-F430 (Fig 4.8)

-

— 5.
HLC +S~S03 CH,

N N e N—l— N——k—N*S"’sog.
/ Nilt -—‘-—/ Nil et N

Figura 4.8 Posible mecanismo para Metil-CoA M Reductasa (KENDRIK, 1992).
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Entre sus sustratos mds comunes estdn los sulfonatos sustituidos, heteroitomos y
atquenilderivados.
Desde un punto de vista general la S-metil-Coenzima reductasa cataliza la reduccién de
S-metilcoenzima por transferencia de dos clectrones:
H3C-S-CH:;CH3-SO3” + 2H" + 2¢” === CH,4 + HS-CH;CH>-SOy”

D. CO Deshidrogenasa.

Las enzimas que convierten monéxido de carbono en biéxido de carbono y contienen
niquel se llaman carbonil(CO) deshidrogenasas, una de las mas caracterizadas es la aislada de
Clostridium thermoacetious (KUMAR, 1994); esta proteina tiene un peso molecular de 400,000
Daltons y presenta tres ioncs niquel, 32-40 moléculas del complejo Fe/S y tres iones zinc. El
mecanismo propuesto para la descarboxilacién reversible de acetilCoA por la enzima CO

deshidrogenasa se da a continuacién (Fig 4.9).

)(L SCoA .SCoa €O 5coa
HC

SCoA S—=Enz 9 —_— Enz,
+ \Ni)\cu,
Enz-Ni

En:-Ni .'.SCoA -SCoA /\'
(o] =—=Eni Q == E0Z
-_— N
“’c/'\SCM \Ni/'\CH, Ni-CHy co
co

Figura 4.9 Mecanismo propuesto para descarbonilacion de acetilCod por CO
deshidrogenasa (QIU, 1994).

Las CO deshidrogenasas tienen no solo la funcién de oxidar CO sino también reducir CO2

para formar el grupo carboxilo del acetato.
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Estudios de EPR sefialan que ¢l CO esta unido a niquel y probablemente ademas al fierro.
Por otro lado, se presenta una reduccién del Ni(II) a Ni(I). Algunos resultados experimentales
indican que el Niquel podria estar unido dentro de un complejo de Fe/S sustituyendo a un atomo
de Fierro.

La enzima csta compuesta por dos subunidades (80,000 y 68,000 Daltons) en una
estequiometria 1:1 y por lo tanto un peso molecular de aproximadamente 290,000 con una
conformacién a23x (ANDERSON, 1994).

La bacteria acctogénica produce la sintesis total de acetato a partir de dos moléculas de
CO; en su captacion de energia metabdlica, csta sintesis esta acoplada con la de ATP:

2CO; + 8(H) — CH3;COOH + 2H:0

La enzima presenta tres sitios de unién: uno para el metil, otro para la CoA y otro para el
grupo C-1 de acetil CoA. por lo tanto, se requiere de una reduccién por medio de la transferencia
de ocho electrones para el COz y un H2 como donador electrénico. La sintesis consiste de tres
pasos 1) formacién del precursor del carboxilo de acetilcoenzima 2) formacion del precursor

metil y 3) condensacidn de estos grupos con CoA para producir acetil-CoA.

En el primer paso, el hidrégeno molecular proporciona electrones para la reduccién de
CO: y obtener C-1 del carbonil de acetiliCoA (Y-CO). Estudios de EPR seflalan que Y-CO
consiste de un centro Niquel, fierro y un carbono derivado de CO. El segundo paso es la
formacién de un metilo unido cn el sitio X (X-CHj), este metilo es precursor del C-2 de

acetilCoA, el CO: primero es reducido a formato por la formato deshidrogenasa.

El formato se transforma a 10-formil tetrahidrofolato (10-formil-H,-folato) y reducido a
5-metil-Ha-folato, una mectiltransferasa entonces cataliza la transferencia del metil de metil-Ha-
folato a una enzima corrinoide formando la enzima el complcjo (CHa-(CO)-ENZ). parcce que un
intermediario acetil es transferido a CO deshidrogenasa de una metilacion de Y-CO o por una
carbonilacion del X-CHj. En el tercer paso, La CoA cs anadida en una reaccion catalizada por
CO-deshidrogenasa disulfuro reductasa. Entonces se cataliza el paso final de la sintesis de

condensacion del metil, CoA y C-1.
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Figura 4.10 Sintesis de Acetil-CoA a partir de CO o H:CO» (LANCASTER, 1988)

De esta mancra, la funcién de la CO deshidrogenasa no es solo la conversién de CO a
CO: sino ademads unir y condensar cl metil, C-1 y CoA para la formacidn de Acetil-CoA.

Se ha comprobado la unién al sitio Z de la coenzima A. Sin embargo, en presencia de
acetilCoA, la geometria dcel sitio Y se altera y podria indicar que los sitios Y y Z estdn muy
cercanos. Este sitio de interaceion tiene el papel de condensar CoA y el grupo metil y es posible

que el centro metalico ademas de unir al CO este asociado en la condensacion (Fig 4.10)

Se han observado algunos centros Fe/S en la CO deshidrogenasa apareciendo en forma de
(4Fe-45)'*"*. La geometria decl Niquel en el sitio activo puede ser piramidal cuadrada o
tetraédrica distorsionada. La distancia entre ¢l Niquel y el Fierro en un modelo del complejo
FeiNiS, parece scr de 2.7 A.

Probablemente la funcién del niquel es ayudar a la unién de CO en la enzima y formar un
centro Ni-Fe-Carbono. Esto se debe a la afinidad del Nique! y ¢l Fierro por tener grupos

carbonilos no obstante ¢l estado de oxidacion del Ni no se conoce (KUMAR, 1994).
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PRINCIPALES REACCIONES DE ENZIMAS CON NIQUEL

H>CONH; + H:O0_— HoNCOO™ + NH4' — 2NH: + CO,

Ureasa
M-S-Coenzima-M- |[H3;CSCH:CH;SOj3" + 2H™ + 2¢” == CHs + HSCH,CH>SO;5"
Reductasa

CO Deshidrogenasa {2CO; + 8(H) — CHiCOOH + 2H.O

Hidrogenasa 2e+2H" == Hj
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V.ZINC EN ENZIMAS



ZINC EN ENZIMAS.

A pH neutro, toda la catalisis de tipo dcido base en sistemas bioldgicos, promovida por
jones metalicos, se lleva a cabo por el Zn(ll); éste es un ion de configuracién d'® en la Gltima
capa, por o que es un buen acido de Lewis y y no es posible que maneje reacciones de tipo
redox.

Una caracteristica importante de este elemento es su carga altamente concentrada, es un
ion pequefio (0.65A de radio). Esta propiedad causa una afinidad considerable por eclectrones y
entonces se comporta como un acido fuerte de Lewis.

El zinc (II) como catalizador ¢n metalobiomoléculas se¢ encuentra en sitios de baja
simetria uniéndose a la cadena lateral de aminoacidos a través de nitréogeno, azufre u oxigeno.
Aunque uno de los mejores ligandos es H2O/OH. La geometria que tiene el Zinc(ll) en este
ambiente es tetraddrico. Los ligandos de nitrégeno son proporcionados del residuo histidina
mientras los oxigenos vienen a ser de agua o del sustrato. Algunas funciones que el zinc
desempefia dentro de la enzima son: 1) para atacar pequeiios sustratos los cuales no pueden ser
mancjados como grupos orgdnicos de adherencia multipuntual y, 2) realizar un ataque rapido
aunque éste no sea especifico produciendo una débil unidn del sustrato (KIMURA, 1988).

En forma generalizada, los papeles que desempefia el zinc son: como catalizador acido ,
en control de iones y como un ion de apoyo en la estructura peptidica (proteina). Este metal
depende de varios factores en el sitio: a) tipo de ligandos, b) distribucién de los ligandos, ¢)
distancias de enlace, d) tipo de grupo saliente y, ¢l ambiente que rodea al metal.

A. Anhidrasa Carbonica.

El maximo nimero de transferencia del biéxido de carbono ( niimero de moléculas de
sustrato transformadas por unidad de tiempo) es de 10 © s™'. El ataque catalizado por agua sobre
el biéxido de carbono pucde ser favorecido por 1os aus hidrégenos del agua, uno de los cuales
activa al carbono a través de puentes de hidrogeno sobre un oxigeno terminal del bidéxido 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 csta fijado ct
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ion zinc unido a tres nitrdgenos de histidina (HIS-94, 96 y 119) y expuesto al solvente
(BERTINI, 1992).

Se han identificado tres sitios de enlace, el sitio A, proporciona una geometria tetraédrica
alrededor del ion metidlico por medio de una molécula de "OH.

La histidina 119 mantiene una unién con un hidrégeno de un residuo glutamato, el cual
parece controlar la basicidad del metal y los ligandos. Una molécula de solvente unida al zinc
forma un enlace entre el mctal y Thr-199, al mismo tiempo que un hidrégeno de Thr-199 se une a
Glu-106.

Los residuos Thr-199 y Thr-200 junto con sus vecinos identifican a una regién
hidrofilica. Hay otra parte de la enzima que contienec Val-143, Lecu-198 y Trp-209 los cuales
forman una region hidrofébica llamada B, aunque estudios de rayos x seflalan una molécula de
agua coordinada. Esta molécula de agua podria cambiar su posicién y alterar entonces los grupos

coordinados, esta nueva posicién se llama regién C (Fig 5.1) (FIERKE, 1991).

Tyr7 Arg-246

Figura 5.1 Sitio activo de Anhidrasa Carbdnica (BERTINI, 1992).

El ciclo catalitico propuesto para la anhidrasa carbénica depende del pH . Es decir, a pH
fisiolégico, 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 biéxido de
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carbono. En éste instante, la concentracién de bidxido de carbono es mayor en el sitio activo que

en la solucién (paso B). i

HN
<
N
o
N—2Zn—0O
N A

HN
S
HN
N—2Zn-— O\
LAl

Figura 5.2 Ciclo caralitico prop para anhidrasa carbonica (BERTINI, 1994).

Tal vez la carga positiva alrededor del zinc y del NH de Thr-199 representan dos puntos
de atraccion electrostatica para activar al bidxido de carbono. Al formarse el bicarbonato (Paso
C) el protdn se tiene que transferir a un atomo dec oxigeno terminal, ya sea a través de un
intermediario donde ¢l bicarbonato es bidentado (D) o por medio de puentes de hidrégeno (E), el

bicarbonato estd en equilibrio con el zinc tetra y pentacoordinado (F). este equilibrio proporciona
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una barrera baja, resultando en la liberacién 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 protén es liberado (H) y captado comunmente por la histidina, luego por el solvente
(ALEXANDER, 1991).

: El zinc tiene varias funciones 1) influye en la unién de los dos reactivos (H20 y CO»), 2)
se comporta como un acido de Lewis produciendo un nucleéfilo (OHY) y activa al electréfilo
(CO3) (BERTINI, 1987).

La estructura de la enzima contiene ampliamente distribuida una p-hoja (Fig 5.3), la
ranura que tiene desde la superficie hasta el sitio activo posee varios imidazoles y es disefiado

como conductor protéico para la incorporacién de los sustratos.

Figura 5.3 Estructura de la anhidrasa carbonica (FRAUSTO, 1991).

i
H
i
&
§
v

B. Alcohol Deshidrogenasa,
La transferencia de hidruro es un proceso elemental encontrado en muchas reacciones

enzimaticas; aunque la transferencia de hidruro implica una reaccidn redox, se manifiesta ademas

un ataque nuclcofilico sobre el sustrato.
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La alcohol deshidrogenasa es una cnzima dimérica de 80 kDa, utiliza NADH/NAD" como
coenzima (o mas bien como cosustrato), su funcién es catalizar la deshidrogenacidn reversible de
alcoholes primarios. secundarios para obtener aldchidos o cetonas respectivamente.

Cada subunidad de la alcohol deshidrogenasa contiene dos iones zinc; uno de ellos estd
coordinado a cuatro dtomos de azufre de cisteinas y ¢l otro metal esta coordinado a dos azufre
de cisteinas, un nitrégeno de histidina y a una molécula de agua. Mientras el primero no tiene

aparentemente un papel en la catilisis, el segundo es esencial para la actividad de la reaccién.

(Fig 5.4)

cis-ea 2
Cig-11t cise

Ci8.174

c15.97 cis.100

HP o ON HIS.a7

Figura 5.4 Ligandos del sito activo catalitico (Izq) y no catalitico (Der) de alcohol

deshidrogenasa (ANANDA, 1993).

La enzima tienc la propiedad de girar libremente sus dos subunidades, y describirlas por
una conformacion abierta y cerrada. Er 1 ahierta. 1a unién de la coenzima NADH provoca la
rotacién, resultando la conformacién cerraa..

El ion metdlico actba principalmeni. “~ el susirato en forma geométrica y
polarizando el enlace carbono-oxigeno (POUPLANA, 1994).

El zinc penmite ¢l acceso al solvente en conformacién abierta, mientras no tanto en la
conformacién cerrada cuando la enzima reducida csta unida y totalmente inaccesible cuando el

sustrato esta coordinado al metal en el complejo, liberando todas las moléculas de agua del sitio
activo.
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De csta forma, las especies reactivas son atrapadas en un medio ambicente 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 forma abierta mientras la unién de NADH
incrementa el pK a 11.2. El anillo no polar dc nicotinamida de NADH disminuye las
interacciones electrostiticas totales del agua, mientras la carga positiva de NAD"® {a incrementa
drasticamente (SARTORIUS, 1987). En este sentido, NADH proporciona una autoregulacion
ambiental que esta diseflada para disminuir el pK de un alcohol coordinado.

abierto abierto
com—a,

= N s ~ 2 —on
S2n—
s=zn—om, *

it . n,m,.“
“’ E 1 abierto

[ CONH,
H i
H

ﬂ: l cerrado

CONH,
N
Szn—oH,
s,

]

Figura 5.5 Posible ciclo catalitico de la Alcohol Deshidrogenasa (BERTINI, 1994).

El ciclo catalitico total para la i6n de deshidr e
continuacion Fig 5.5

a pH=7 puede ser resumido a

1) EI NAD" se une a la formna abierta de la enzima conteniendo agua. el pK,del agua disminuye a
7.6 ¥y no esta ionizada.
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2) Una molécula neutra del alcohol entra al sitio sustituyendo a una molécula de agua coordinada
al zine, la proteina esta en forma abienta todavia.

3) La subunidad gira llevando a la proteina a la conformacién 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 protén de la cavidad por medio de los residuos de
la proteina.

4) La transferencia directa de hidruro del alcohol a la posicién cuatro del anillo de nicotinamida
resulta en un complejo ternario de NADH-Aldechido-Metal. La polaridad del sitio activo cae
drasticamente.

5) El producto aldchido 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 conformacion abierta y entonces la

liberacion de NADH. Esta etapa demuestra la velocidad de disociaciéon maxima y depende del
pH.

C. Carboxipeptidasa.

La hidrélisis no catalizada de péptidos es un proceso lento con una constante de velocidad
tan baja (10 “!' 5°'). La misma reaccién catalizada por la carboxipeptidasa, tiene una constante de
velocidad de 10* s' (AULD, 1992).

El zinc presente en la enzima esta coordinado a dos residuos histidina (His-69, His-196) y
a un residuo glutamato que actiia como un ligando bidentado (Glu-72) y a una molécula de agua.
E! metal permite la entrada facil del solvente y de esta forma, provocar la desprotonacién de una
molécula de agua para producir un ion hidréxido o polarizar el oxigeno carbonilico del sustrato
por coordinacidén. o ambas, si existe alguna flexibilidad de la esfera de coordinacién (KIM,
1990).

El acido glutamico (Glu-270) esta cerca del metal y si ¢l papel del zinc es polarizar al
carbono carbonilico, este residuo en su forma desprotonada podria realizar un ataque nucleofilico
sabre el carbono obteniéndose un intermediario anhidrido. Alternativamente, el metal podria

proporcionar un ion hidroxido coordinado que a su vez atacaria al carbono carbonilico, de esta
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manera, ci Glu-270 ayuda a formar al Zn-OH, transfiriendo el protén a el grupo carboxilato
(CHRISTIANSON, 1989) (Fig 5.6).

(L)

Asn-184

Arg-145

2,
Ho—Tyr.248 S L Ho—Tyzes
1 A9
HE: er,—H
Zht- i e
7} N TAg-27 /7 } N\ Aga1zz
His: Glue Hise His: Glus His-
198 72 69

198 72 &9

u
CH, — N

Znt*
/

Hig- Gly- His-
196 72 69

AN
Hig- Glus Hrs.
196 72 69

Arg-127

Figura 5.6 Posible ciclo catalitico de Carboxipeptidasa (BERTINI, 1994).

Del lado opuesto a la cavidad se encuentra un residuo tirosina que es bastante mévil, el
cual, se aprovecha en el proceso catalitico; la cavidad presenta un ambiente hidrofébico
favoreciendo el acomodo de la cadena lateral de los aminodcidos no polares que van a tener la

hidroélisis. Finalmente una Asp-144 y Arg-145 interactuan a través de puentes de hidrogeno con
el grupo terminal carboxilico (MOCK, 1988).
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Con base en estos datos ¥y en muchos experimentos se ha propuesto un mecanismo. El
peptido ingresado interactua con residuos arginina por medio de su grupo carboxilato terminal; la
interaccién podria inicialmente envolver a Arg-71 y entonces ¢l péptido se acomoda hasta su
punto final Arg-145.

El oxigeno carbonilico forma un fuerte enlace con un hidrogeno de Arg-127. Una mayor
estabilizacién la da una unién de Tir-248 al NH del penultimo aminoicido.

Figura 5.7 Estructura de la carboxipetidasa (FRAUSTO, 1991).

Durante esta ctapa , ¢l metal se encuentra unido con un hidréxido. la unién es auxiliada
por Glu-270, el cual ademds efectiia un ataque nucleofilico sobre ¢l carbén carbonilico activado

por Arg-127.El grupo carbonilo del aminoacido se une en forma bidentada al metal al mismo
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tiempo quc el Glu-270 funciona como un regulador para mantener el namero de coordinaciéon
cinco en el metal.

Sc produce el rompimicnto del enlace C-N causado por la adicion de un protén al
nitrégeno del grupo amino. Este protén podria venir de Glu-270 el cual regresa al estado
jonizado. El segundo protén necesario para transformar el nitrégeno del grupo amino en NH;"
podria surgir del exceso de protones del grupo carboxilico coordinado con el sustrato.

Finalmente ¢l metal retrocede para recuperar al ligando bidentado de Glu-72 y la
descomposicion de péptidos lo libera mientras mas moléculas de agua se unen al metal y se
separa del grupo carboxilato libre de Glu-270.

Una vez que la hidrolisis se ha desarrollado, la descomposicién del aminoacido sigue
interactuando con Arg-145 y con la cavidad hidrofobica, y otra vez el grupo carboxilato de un
nuevo aminoacido terminal reacciona con zinc (SCHEPARTZ., 1987).

D. Fosfatasa Alcalina.

La hidrolisis de ésteres fosféricos catalizada por metaloenzimas se ejemplifica con la
fosfatasa alcalina. La proteina es un dimero de 94 kDa conteniendo dos dtomos de Zn(II) ¥ uno
de Mg(il) por cada mondmero. La fosfatasa alcalina cataliza la hidrélisis no especificamente de
una variedad de monoésteres de fosfato al igual que reacciones de transfosforilacién. Por medio

de rayos X se¢ ha indicado la estructura con resolucién de 2.4 A demostrando tres metales en cada
subunidad (Fig 5.8)

Los sitios M1 y M2 son ocupados por zinc y M3 por magnesio. M1 esta 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, cste ultimo 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 5.8 Sitio activo de fosfatasa alcalina (BERTINI, 1994).

Investigaciones espectroscopicas indican una coordinacién de cinco para el sitio M1
mientras que para M2 y M3 una coordinacién de seis completada por moléculas de agua. El sitio
M1 es esencial para la actividad sin embargo, toda la eficiencia catalitica es encontrada cuando
los tres iones metalicos estan presentes (BANCI, 1987).

Algunos aspectos claves del sitio activo son: la presencia de un residuo serina (Ser-102),
un dtomo de oxigeno cercano al par M1-M2 y el incremento de actividad catalitica con el pH.

El posible mecanismo para la hidrélisis de éster fosférico catalizado por la fosfalasa
alcalina podria incluir los siguientes pasos:

1) Union del sitio M1 de los oxigenos no protonados y la activacion del atomo de fésforo para un

ataque nucleofilico. La unién del sustrato parece esta favorecida por la interaccion del residuo
Arg-166 positivamente cargado.

El cambio estérico en cl sitio activo causa movimiento del Ser-102 hacia el sitio M2,
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2) El ataque nucleofilico sobre fésforo por una molécula de alcéxido coordinada a serina realiza

elr imi » del eni éster y libera el alcohol.

3) La formacién del intermediario fosfoseril con rompimiento del enlace M1 fosfato, disminuye
el pK. debido a una segunda molécula de agua y el protén se libera por el alcohol saliente.

4) E! hidréxido coordinado al metal realiza un ataque sobre el derivado fosforil posiblemente con
M2 otra vez polarizando ¢l oxigeno seril, produciendo un ion fosfato libre coordinado a M1. Una

molécula de agua ayudaria en la liberacidn del fosfato via un mecanismo asociado (Fig 5.9).

Figura 5.9 Posible ciclo catalitico de Fosfaiasa Alcalina (BERTNI, 1994).

El ion magnesio tal vez actaa en la enzima sélo para orientar al sustrato, por lo tanto el
zinc es el grupo atacante. La constante de hidrélisis de zinc en 1a enzima es 10’ mas grande que H
el zinc libre, sin embargo, el sitio activo contiene varias propicdades cataliticas extras (BERTINI,
1989).
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Figura 5.10 Estructura de fosfatasa alcalina (FRAUSTO, 1991).

E. DNA polimerasa.

Esta enzima cataliza la adicién de un mononucleotido a un extremo libre de la cadena de
acido desoxiribonucleico(DNA). La DNA polimerasa 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. Ademis de necesitar al zinc requiere de otros metales divalentes como Mg?* 0 Mn?* para la
catilisis (ABBOTTS, 1988).

El mecanismo comprende una nucleotidil transferencia catalizada por Zn** (Fig 5.11). El
zinc se coordina con el primer término 3-OH facilitando su desprotonacién y preparindolo para

un ataque nucleofilico sobre el dtomo de fdsforo del nucleotido atrapado (PANDEY, 1994).

80



Figura 5. 11 Mecanismo de DNA polimerasa (KENDRICK, 1992).

El zinc por lo tanto tiene al menos tres funciones en las polimerasas: 1) un papel catalitico
en la unién del primer sustrato. 2) un papel estructural en el mantenimiento de la configuracién
propia de la polimerasa, 3) Un papel regulador en la replicacién genética (LIN, 1994).

F. Acido & aminolevulinico deshidratasa.

Muchas proteinas biolégicamente importantes conticne grupos tiol y en el caso de
enzimas con zinc, el metal cvita la oxidacion de estos grupos.

La acido S-aminolevulinico deshidratasa (8-ALD) es un cjemplo de enzima donde el
papel del zinc parece ser la proteccion de grupo tiol de estas protecinas. La §-ALD cataliza la

condensacién de dos moléculas de aminolevulinato para formar porfobilinégeno, el segundo paso
en la sintesis del grupo hemo (Fig 5.12).



Figura 5.12 Mecanismo propuesto para la sintesis de PBG.

La 8-ALD de la célula roja humana esta formada por ocho subunidades con un peso
molecular de 31 a 35 kDa. Cada subunidad contiene zinc y la integridad tanto de la funcién como
de la estructura de la enzima depende de la protecciéon de los grupos tiol a la oxidacion. La &-
ALD de higado de bovino consiste de ocho subunidades con un peso molecular de 35 kDa. cada

subunidad contiene un Atomo de zinc(Il) y ocho grupos tiol, ademas de dos cisteinas, dos
histidinas coordinadas al zinc dentro del sitio activo.

La apoenzima (libre de zinc) se mantiene bajo condiciones aerobicas teniendo ocho
grupos tiol libres por subunidad y es totalmente activa. Esto implica que el zine no es necesario
para la actividad catalitica sino que es importante para mantener los tioles. Cuando se expone al
aire, la apoenzima pierde dos grupos SH y su actividad catalitica total.

El plomo pucde sustituir al zinc estequiométricamente y entonces causar pérdida de
actividad de 8-ALD.
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G. Aspartato transcarbamilasa.
Esta enzima esta en muchos organismos catalizando la condensacién de carbamil fosfato

con L-aspartato para dar carbamil aspartato (Fig 5.13), este es el precursor clave en la biosintesis

de piridinas.

NH GOz NH,  co,
<':o GHa a . <'>0 CH,
hd 5| tat ), i
? ICH NH2 par o Transcarbamilasa NH cH
2- - L
PO co; co>
Carbamil Fostato Aspartaro Carpbamil Aspanaio

Figura 5.13 Reaccidn catalizada por Aspartato transcarbamilasa (ANANDA, [993).

El peso molecular de la aspartato transcarbamilasa de la E. coli es de 310.000 Da, su
actividad es inhibida por piridin nucleotidos tales como citosina trifosfato (CTP) micntras que su
actividad se ve mcjorada por purin nucleotidos como por ejemplo adenosin trifosfato (ATP). La
enzima contiene seis dtomos de zinc por mol de proteina. Uno de estos dtomos se encuentra
unido a la cadena lateral de residuos y no es necesario para la actividad catalitica, sino mas bien
parece ser esencial para el mantenimiento de la estructura cuaternaria de la holoenzima. El zinc
que tiene propiedad catalitica csta unido por cuatro residuos cisteina en una geometria de
coordinacion tetraddrica (TSURUTA; 1994); sin embargo, el papc! del zinc en la enzima sigue

siendo desconocida.

H. RNA polimerasa.
El zinc es un ton metilico imprescindible en la RNA polimerasa, de tal forma que su

ausencia provoca la pérdida de actividad enzimatica. El zinc ademas jucga indirectamente un
papel estructural en el mantenimiento propio de la conformacion (BONNER, 1994).
El movimiento y renovacién del ion metdlico es mas dificil para una polimerasa con

multisubunidades que una enzima de cadena sencilla sugiriendo que algunos metales en las
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enzimas con multisubunidades pueden afectar la estructura cuaternaria de la polimerasa. La
funcién estrutural del metal es muy distinta en RNA polimerasa de eucariontes , 1a cual contiene

un mayor niimere de subunidades que la enzima de procariontes (L1U, 1994).

1. Leucina aminopeptidasa.

Esta enzima cataliza la hidrélisis de aminodcidos N-terminales de de proteinas , péptidos
y amidas, gencralmente requiriendo de un grupo amino libre (grupo a-amino) en configuracién
1.: por otro lado, su especificidad con el sustrato ¢s amplia, particularmente aquellas con
aminodcidos hidrofobicos; estas enzimas conticnen dos dtomos de zinc por mol de subunidad y
su peso molecular es mayor de 200,000 Da (PLAKIDOU-DYMOCK, 1993). En aminopeptidasa
bovina, el zinc no ticne una funcién estructural, los dos dtomos estan unidos a leucina y entonces
trabajan en la aminopeptidasa de dos distintas formas: uno de cllos tiene una funcion catalitica

micntras que el otro regula la actividad inducida por el dtomo de zinc del primer sitio (WU,
1995).

J. Citocromo oxidasa.

En recientes cstudios la citocromo oxidasa del misculo de corazén de bovino demostréd
tener un dtomo de zine y dos de hierro. Otras pruebas indican un contenido de iones Cu, Fe y
Zinc. El promedio de los radios momicos de CwFe, Fe/Zn y Cw/Zn son 1:3, 2:1 y 1:8
respectivamentc.

Se sugiere que el zinc tiene un papel tanto catalitico como estructural en la reduccién de
oxigeno molecular. Las cargas positivas del zinc se consideran importantes para estas funciones.
También sc sefiala que un ligando unido a Zinc(ll) (por cjemplo, imidazol o agua ) pueden

promaver la catdlisis por medio de 1a donacion de un protén a un dgtomo de oxigeno durante la
reducciodn.
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K) SOD.

Al extraer ¢l Zn(ll) y Cu(ll) de la superoxido dismutasa se produce una apoproteina
estable; asi mismo, varios metales pueden ser sustituidos por cobre dentro del sitio catalitico, por
ejemplo Cd?*, Co®" y Ag® y también cn el centro estructural, sustituyendo al Zn(II). Una mayor

informacidn acerca de esta enzima se coments en el capitulo del cobre.

PRINCIPALES REACCIONES DE ENZIMAS CON ZINC

Anhidrasa carbonica | HO + CO; — H>CO3z == HCO;: + H”

Alcohol
Deshidrogenasa

Alcoholes Primarios — Aldehidos
Alcoholes Secundarios — Cetonas

Carboxipeptidasa

Hidrolisis de Péptidos por la parte carboxilo terminal.

Fosfatasa alcalina

RPO,~ + H;O — ROH + HPO,™

DNA Polimerasa

Adicion de Mononucleotidos al DNA

Acido
S-aminolevulinico
deshidratasa

Promover la deshidratacion y la condensacién de dos moles de
aminolevulinato para formar una mol de porfobilindgeno.

Aspartato
transcarbamilasa

Carbamilfosfato + Aspartato — Carbamilaspartato

Lecucina
aminopeptidasa

Hidrolisis de Péptidos por la parte amino terminal.
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VL. COBALTO EN ENZIMAS



COBALTO EN ENZIMAS.

E! cobalto utilizado en sistemas biolégicos se presenta en una forma estable de bajo espin

y su configuracién electrénica, caracterizada por un electrén no apareado, lo hace adecuado para
reacciones via radicales libres.

Estc meial se encuentra formando un complejo cobalto-corrina dentro de la naturaleza. La
quimica del cobalto y la del carbono, estan asociadas por el ficil desarrotlo de carbocationes,

carbaniones y radicales libres, lo cual significa que la fisién del enlace cobalio-carbono puede
tomar lugar tanto homo como heteroliticamente,

El cobalto logra complcjos con oxigeno en estados de oxidacién por debajo de tres y su
tipo de estructura electréonica demuestra diamagnetismo del complejo; esto conduce a una alta

estabilidad del complcjo con oxigeno, incrementindosce de igual manera !a interaccién con el
ligando.

A. Cobalto y coenzima Bja.

La vitamina de mas baja concentracidn en el cuerpo humano es el complejo cobalto-
corrina. Hay alrededor de oncce recacciones de los sistemas biologicos donde necesitan del
complejo B: estas se identifican por ser reacciones organicas extremadamente sensibles. El uso
de este metal es importante para llevar una catdlisis por radicales libres al mismo tiempo que
mantiene un control. El control cn este sentido significa que los radicales libres no deben ser tan
reactivos como para hacer un dafio fisiologico al tejido (MEALLL 1987).

La coenzima B,z (S-desoxiadenosil cobalamina) participa como cofactor en un niimero de
reacciones enzimaticas donde hay un total reacomodo del sustrato y frecuentemente un stomo de

hidrégeno se intercambia por un grupo funcional sobre un carbono adyacente (Fig 6.1} GENO,
1987).
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xX H H X

Figura 6.1 Reaccidn caralizada por la coenzima By 3 (¢ GENO. 1987).

Donde X puede ser -OH, -NHz, =0, -SCoA, -CH;CH2COOH.

Hay cuatro reacciones importantes de la coenzima Bz
1) La reduccion de ribosa a desoxiribosa

2) El reacomodo de dioles y moléculas similares

3) El reacomodo de malonil a succinil

4) La transferencia de grupos metilo.

Un punto significativo en todas éstas r iones, cs la t idad de un bastante

amplio para los sustratos grandes asi como para la transferencia metilica.

Se ha establecido un intermediario tipo Co(ll) en las reacciones 1, 2 ¥ 3 mientras en la 4
aparece Co(l). En un analisis del mecanismo, ¢l rompimiento del enlace Co-C en la enzima
requierc de una pequefia cantidad de energia (10 Kcal) comparada con la necesaria en solucion
(20 Kcal), de esta forma se describe 1a potencia que tiene la proteina.
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Figura 6.2 Estructura de la vitamina(i) y coenzima Bz (il)(KENDRICK, 1991).

La estructura de la vitamina y coenzima s¢ muestran en la Fig 6.2, ¢l dtomo de cobalto
yace aproximadamente en un plano con cuatro nitrogenos como ligandos del complejo corrina,

este ligando macrociclico monoaniénico puede ser considerado un tetrapirrol reducido.

Una difercncia sorprendente con las porfirinas s¢ pruscnta en la union directa entre los

anillos A y D. La conjugacidn se extiende solo sobre 10s trece atomos excluyendo al Cobalto.
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1. Metil malonil-CoA mutasa.

La transformacién de metilmalonil-CoA a succinil-CoA es un paso esencial en el
metabolismo del tejido animal. La enzima ha sido extraida de la bacteria que produce dcido
propidnico y de¢ higado de oveja, sin embargo la proteina del mamifero es mas grande (peso
i (peso molecular 65,000 Da), Ia

b

fum ser

molecular de 165,000 Da) que de la Propi
coenzima se libera facilmente, sobre todo en la bacteriana aln cuando proporciona completa

proteccion.

Por otra parte. la coenzima unida a la enzima demuestra una estabilidad a la luz y al
clanuro indicando que el cnlace cobalto-carbono es muy fuerte: esta propiedad la pierde al estar

la coenzima en solucién.

Se ha estudiado ¢l proceso estereoquimico de la reaccién y resulté ser de tipo
intramolecular, de tal forma que no interviene ni el solvente ni otras especies. La reaccidn del
metil-D3-malonil-CoA lleva a un producto totaimente deuterado. La reaccién de R-2-D;-
Metilmalonil-CoA (Fig 6.3a) con la enzima conduce a dcido (+)-S-succinico (Fig 6.3b), la
isomerizacion ocurre con retencion de configuracién del carbono 2; un dtomo de hidrégeno es
desplazado por el grupo -CO-S-CoA, esta transferencia del hidrogeno se realiza por medio de la

posicién C-5 de la apoenzima unida.

Q CH Ha
@ e oo g
Hooc™ R+ I Hooo Ny )
S —Coa
S—CoA

Figura 6.3 Reaccidén catalizada por Metil malonil-CoA mutasa.
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2. Glutamato mutasa.

El estudio de la fermentacidon del acido glutdmico por Clostridium tetranomorphum
condujo a la separacién de la coenzima de forma de a-(adenil)-cobamida, esta enzima cataliza la
conversidn reversible de L-glutamato a L-treo-B-metilaspartato con un equilibrio favorecido
hacia glutamato.

La enzima se divide en dos partes, la mas grande es el componente E (peso molecular
128,000 Da) que une al glutamato y en ausencia del componente mas pequeito S, se une una
molécula de coenzima B2, 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
conticne de 6 a 7 de estos grupos, dos de los cuales estan expuestos. Entre la enzima libre y la
unida hay un pecqueiio cambio que consiste en la modificacién del grupo 5°-desoxiadenosil
provocando una pérdida completa de actividad.

La reaccion comprende la transferencia de una parte de glicina y un atomo de hidrégeno,
1a glicina libre, el ion amonio, el acrilato y el x-cetoglutarato no son intermediarios; ademas de
que ningun hidrégeno del solvente es incorporado. La isomerizacion de R-metilmalonilCoA a
succinil-CoA ocurre con retencién de configuracion del carbono 2, la isomerizacion de 28-38-3-
metil aspartato (Fig 6.42a) a glutamato (Fig 6.4b) se distingue por inversién de configuraciéon del
carbono 3 de metil aspartato.

HeN. )H

-~
+HOOC c COOH
(a) HoOt~ 2 ~Scoon = =———r \c:Hz < (b)
He YO H DH NH2
)
Figura 6.4 R i lizada por gl ’
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Dc esta manera, se pucde decir que ¢l hidrégeno migra desde el grupo metil, de metil
aspartato, atacando al carbono 3 en una direccién opuesta a la salida del grupo ~-CH(NH:z)COOH,
esta transferencia del nitrégeno se logra a través de la unién 5°-desoxiadenosilcobalamina
actuando como transportador del hidréogeno (HOLLOWAY, 1994).

3. Diol deshidrasa.

Algunas

de Aecrob. ias y Escherichias son capaces de formar grandes
cantidades de 1,3.propanediol a partir de glicerol. Precisamente la derobacterogenes ATCC8724
crece anaerdbicamente sobre el glicerol convirtiendo etilenglicol a acetaldehido y también 1,2-
propancdiol a propanaldehido en forma irreversible (Fig 6.5).

H D
.t -
(ay "° W, 8 - - CHy-CHD - CHO

H R Rlon

Ha O Py
(b) */c’——c; — - CH,- CH,-CDO
HyC S R Son

Figura 6.5 Propanediol dehidrasa caralizando la reaccién de I-R-1i3-2R propano-
1.2diol (a) y de 1-R-1-D-2-S-propano-1,2-diol (b).

La enzima 1,2-propanediol dehidrasa requiere de un catién monovalente como K*, NH,",
TI' o Rb" y también de un derivado de la coenzima B,z. Sin embargo la vitamina misma,
cianocobalamina y la hidroxocabalamina actan como inhibidores.

La coenzima es sensible a cambios en muchas partes de la molécula, por ejemplo, una
modificaciéon del grupo Co-C’5-desoxiadenosil afecta a la actividad, aunque la fotdlisis de la
enzima puede incrementarla,
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La glicerol dehidrasa purificada de A. acrogenes 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 disociacién de la apoenzima. En cierta forma la hidroxocobalamina protege
a la apoenzima contra un ataque por reactivos, por ejemplo grupos sulfhidrilos e incrementa la
estabilidad térmica cnzimatica. En presencia de Mgz’ Yy S0O3*" la hidroxocobalamina puede ser

sustituida por 5’-desoxiadenosilcobalamina para dar la holoenzima.

Al investigar la molécula reactiva de propano 1,2-diol se observa que ningin hidréogeno
del solvente es incorporado ya sea al sustrato o al producto. Asi también se indica que no hay
intermediarios; mas bien hay evidencias convincentes de migracién del hidrégeno entre la unién
del sustrato y la enzima.

Se ha concluido que la migracién del hidrégeno del carbono 1 al carbono 2 se lleva con
inversién de configuracién del carbono 2. Esto sugiere que el enlace Co-CH: podria actuar como
receptor de hidrégeno. Durante el proceso la holoenzima es reducida por glicerol aldehido dande
5°-desoxiadenosil lo cual senala que el hidrégeno de transferencia toma lugar por medio de 5°-
desoxiadenosilcobalamina, de hecho, los dos hidrégenos de C5 son equivalentes por lo tanto no

hay prueba para manifesiar la relacion de hidrégenos del C’4 en la reaccién.

4. Etanolamina deaminasa.

Esta enzima extraida de Clostridium utiliza colina o ctanolamina como sustrato y requiere
de coenzima cobamida y un catién monovalente, tiene un peso molecular de 520,000 Da y
presenta de 8 a 10 subunidades. En ausencia de oxigeno, la coenzima inactiva a la enzima. La

proteina conticne dos moléculas de coenzima, cada una separada e independiente del sitio activo.

Como en la diol dehidrasa, existe la transferencia de hidrégeno a la coenzima y entonces
el atomo de carbono del grupo amino se activa perdiendo amonio para dar como producto
acetaldehido. La enzima puede distinguir ¢l hidrégeno del alcohol. y por otro lado, mantiene el
oxigeno en la molécula. Hay prucbas de una disociacion homolitica reversible del enlace
carbono-cobalto, es decir, que s¢ han detectado especies conteniendo clectrones no apareados
durante la catdlisis.

92



5. L-B-lisina Mutasa.

La descomposicion anaerébica de lisina por wvarias Closrridium produce un dcido
carboxilico y amonio (Fig 6.6).

6 5 4 3 2 1 .
NH;CH;CH,;CH; CH,CH(NH;)COOH + H,0 + PO + ADP —

6 5 4 3 2 1
CH;3CH,;CH,COOH + CH,COOH + 2NH, + ATP

Figura 6.6 Reaccion catalizada por L-f-lisina Mutasa.

Se requiere una coenzima cobamida como catalizador; el primer intermediario en el
proceso es €l grupo amino que sc transfiere del carbono 2 al carbono 3 para dar -lisina (3,6-
diaminohexanolato). el paso reversible depende de cobamida y produce 3,5-diaminohexanoato.

La B-lisina mutasa de C. sticklandii ha sido purificada y dividida en dos proteinas, una de
las cuales contiene muy unida una cobinamida a-(adenil)-5’desoxiadenosilcobamida (peso
molecular 160,000) mientras que la otra paric es una proteina con grupos sulfhidrilos (peso
molecular 60,000), ambas protefnas ¥ un catidén monovalente (K*, Rb*, NH4") son esenciales para
la actividad.

El sistema incompletamente purificado requiere de ATP, tiol, FAD, Mg?* y piruvato,
aunque todo esto excepto el piruvato estan relacionados en la sintesis de una 5°-
desoxiadenosilcobamida, la coenzima cobamida funciona con un transportador de hidrégeno, el
cual migra del C'5S de B-lisina a C’5 de la cocnzima. Otras dos enzimas dependientes de
cobamida han sido aisladasa de C. sticklandii. Tanto la D-a-lisina mutasa (cataliza la formacién
de 2,5.diaminhexanoato) como la omitina mutasa dan el mismo producto. Estas dos enzimas son
bastante similares a [-lisina mutasa consisticndo de una proteina unida a cobamida (peso
molecular de 60,000): la D-a-lisina mutasa requicre ademads un catién monovalente y un metil

divalente con ATP y fosfato piridoxal para su actividad. La segunda enzima quiza reacciona con
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el grupo 6-amino, haciéndolo mas ficil de migrar al carbono 5. el ATP incrementa la afinidad de

D-a-Lisina mutasa por el sustrato.

6. Ribonucleotido reductasa.
Un derivado de la vitamina Bix se encuentra relacionado en la transformacién de

ribonucleotidos a 2-desoxiribonucleotidos. Los ribonucleotidos trifosfatos GTP, ITP, ATP, CTP
y UTP son los sustratos de la enzima. En £. coli los ribonucleosidos difosfatos se utilizan como
sustratos, sin embargo, no requiere de una cobamida con coenzima. La ribonucleotido reductasa

tiene un peso molecular de aproximadamente 115,000 Da.
En la reaccion de la reductasa, los azufres unidos a los hidrégenos se intercambian

rapidamente por hidréogenos del solvente. La reaccién se demuestra en la Fig 6.7

R H nn
s—N N— .—N
‘\ [c»_'] " CH0P305*
“0H "
u_c ~ul N
s - H° [‘:"1 ' a CH,0P,0;*
Figura 6.7 M ;. de ion de la Rib leorido Red

Para la reduccién de citosina trifosfato es necesario a-(5.6-dimetilbenzimidazolil) 5-

desoxiadenosilcobamida, ATP, un ditiol reductor y en ocasiones también de Mg?*" El ditiol debe
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ser capaz de formar un ciclo intramolecular en la oxidacién, por cjemplo, dihidrolipoato, la

oxidacién de dihidrolipoato esta quiométri 1ite relacionado a la reduccién del nucleotido.

Un punto interesante ¢s que los 2-desoxiribosidos trifosfatos actiian como productores
alostéricos positivos, siendo la reduccién de cada trifosfato estda ampliamente estimulada por
diferentes 2-desoxiribonucleotidos trifosfatos, por ejemplo, dATP por CTP, dCTP por UTP,
dGTP por ATP y dTTP por GTP, de todas formas, en ausencia del sustrato siempre se requiere la

presencia de estos 2-desoxiribonucleosidos.

El ditiol reduce Co-5-desoxiadenosilcobalamina para dar 5°-desoxiadenosina como un
intermediario, la reaccién es reversible aunque la velocidad es mas ripida que en la de
transferencia de hidrégeno del complcjo 5°-desoxiadenosina a el ribonucleotido.

Aunque el complejo Co(ll) cobamida en presencia de dihidrolipoato ¥ un nucleosido
trifosfato ha sido demostrado en la holocnzima, se ha concluido que éste solo se forma por
degradacion oxidativa de Co(l) cobalamina, ya que la velocidad de formaciéon fue mucho mas
lenta que la velocidad de transferencia de hidrogeno con el solvente o la reduccion del
ribonucleotido (DA VIS, 1994).

7. Metionina sintetasa.
La cnzima purificada de £. coli tiene un peso molecular de 140,000 Da. La biosintesis de
metionina comprende la transferencia de un metil de N-metiltetrahidrofolato (5-CHj-Hy-folato) a

monocisteina (Fig 6.8)

Es esencial una cobalamina y ticne como cofactor S-adenosilmetionina (SAM) un
reductor flavina y 1,4-ditiotreritol (DTT).. La metilcobalamina forma un intermediario en la
reaccién de metilacion aunque es posible que un tiol-cobalamina este presente en la apoenzima.
La funcién de los dos agentes metilados, 5-CHj-Hi-folato y SAM han sido resueltos

gradualmente.
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Figura 6.8 Reaccion catalizada por Metionina sintetasa.

Solo cantidades cataliticas de SAM son importantes para llevar la reaccion de
transmetilasa y aunque se ha descrito una enzima independicnte de SAM, ésta cs restablecida por

reaccién con homocisteina en auscncia de 5-CHjs-Ha-folato o por una proteina “desmetilada™.

Quiza cxiste una transferencia de grupos metil a la cobalamina en presencia de flavin
reducida a DTT. SAM produce una metilcobalamina, la cual reacciona con la homocisteina para
dar metionina y una cobalamina reducida activa. El proceso ciclico continua a menos que el
intermediario activo, tal vez Co(l) cobalamina sea bloqueado por propilaciéon o inactivado por
oxidacion. SAM y los reductores son necesarios para compensar esta inactivacién durante la
catalisis (Fig 6.9).




RS ColL(Enzima) -—i——-& Col(Enzima)

H‘FOLATO 4 HOMOCISTEINA
OXIDACION
C, H#L
M 5-CHH FOLATO METIONINA

n-CyH, Co(l)L(Enzima) -

Figura 6.9 AMecanismo de accion de Metionina Sintetasa.

Algunos detalles no estan claros todavia, por ejemplo, ni SAM ni 5-CHj-Ha-folato
reaccionan con hidroxocobalamina en presencia del sistema reductor flavin, sino en ausencia de
la apoenzima. La enzima, sin embargo, se parcce a la holoenzima conteniendo metilcobalamina ¥

1a velocidad de reaccidn se incrementa por 5-CHj3-Hs-folato.

8. Metano sintetasa y metil transfcrasa.

Algunas bacterias forman metano a partir de la descomposicion anaerébica de ciertos
compuestos orginicos como metanol y acetato. La AMerhano sarcina barkeri y \a Methanobacillus
omclianskii demuestran la formacién  de metano utilizando bidxido de carbono, formato,
formaldehido, metanol y piruvato.

Una gran varicdad de complejos caracterizados por Co-metil son convertidos en metano
incluyendo metilcobalamina y a-(5-hidroxibenzimildazolil)-metit cobamida. En presencia  de
cantidades cataliticas de Co(lI)-cobalamina algunos complejos Co-metil actitan como donadores
de metilos siendo transferidos primero a la cobalamina.

Como un intermediario unido a la enzima se ha sefizlado a un derivado de Co-metil.

La fotslisis del corrinoide logra un producto que en EPR da una forma parecida a

Co(Illcobalamina.
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Comunmente la re ion en pre ia de una red

tal como piruvato deshidrogenasa
produce la formacién de metano. Sin presencia de un grupo reductor, el grupo metil puede ser
transferido a Co(l}cobalamina.

El mecanismo de reduccién o de transferencia no es conocido aun. Recientes evidencias

sugieren que ¢l grupo metilo es transferido a una pequefia molécula, coenzima M y entonces la
reduccién toma lugar.

9. Acetato sintetasa.

La reacciéon del bioxido de carbono para producir acetato en 1a Clostridium
thermoacetaticum requiere de un corrinoide, esta enzima cataliza la sintesis de complejos Co-
metil corrinoides a partir de biéxido de carbono llevando a la formacion de acetato. Ambos
atomos de carbono del acetato provienen del bidxido de carbono. Hay pruebas que expresan un
intermediario clave: w-(5-metoxibenzimidazolil)-Co-mectilcobamida. Dos fracciones proteicas
han sido obtenidas de la célula libre. La coenzima A, piruvato y una ferrodoxina transforman
metilcobalamina a acetato aunque también uno de ellos convierte carboximetil-cobalamina a
acetato.

Parece que una molécula de bidxido de carbono en un derivado del Hs-folato es capaz de
transferir el grupo metilo a una cobamida reducida. Esta metilcobamida podria ser carboxilada y

entonces sc obtienc un carboximetilcobamida la cual se reduciria para formar el acetato (Fig
6.10).

CH3 002 CHQCOOH [H]

| — | — CoL + CH;COOH
CoL CoL.

Figura 6.10 R, ion lizada por A i

98



En este caso, solo dos de los hidrégenos del grupo metilo apﬁrece;‘ian en'él ncétato. solo:
que el hidrégeno perdido en la carboxilacién fuera retenido por la proteina'y usado en.Ia
reduccién del complejo carboximetil. S )

Otra alternativa es el rompimiento heterolitico del enlace carbono-cobalto obteniendo un :
intermediario Co(lIl).....CH3 . Este intermediario reacciona para dar CH3;CO-O-CoL y
posteriormente acetato. Es posible que cn la reduccién anterior, el intermediario Co metil sea un

mejor donador de CHj3 ™ para el biéxido de carbono.

B. Cobalto en sustitucién metilica de metaloenzimas.

Hay una considerable cantidad de investigaciones relacionadas con metaloenzimas
sustituidas con cobalto, la principal razén de esta sustitucion, por ecjemplo, en cnzimas que
contienen Zine, es que ¢l cobalto es paramagnético y presenta gran sensibilidad a cambios en su
geometria de coordinacion. de esta manera , es frecuente encontrar algunas ventajas al remplazar
el Zinc por cobalto para estudiar al sitio metdlico (BERTINL 1989).

Muchos investigadores han preparado modelos estructurales y electrénicos del sitio activo
cn metaloenzimas sustituidas. Tanto espectros visibles como de MCD son muy similares
mientras que las estructuras por rayos X sefialan pequefias diferencias en las enzimas conteniendo
Zinc y las sustituidas .

Algunas de las enzimas sustituidas con cobalto incluyen a alcoho! deshidrogenasa, SOD,
carboxipeptidasa y algunas otras mas (SKJELDAL,1988). inclusive se han obtenido pruebas de
ta unién de Cobalto (II) en el sitio de protefnas contenicndo cobre. Trabajos recientes habjan
sido restringidos a mediciones de UV-Vis, donde la interpretacion espectral ern limitada
sobretodo por cl espin permitido y por excitaciones de trasferencia de carga. Por otra parte,
estudios en CD y MCD son capaces de envolver bandas para verificar ¢l sitio de union del metal.

Espectroscopicamente sc han caracterizado a oxidasas azules sustituidas. A partir de estos

espectros ¢s como fue obtenida la informacion estructural y el centro de coordinacion del cobre.
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PRINCIPALES REACCIONES DE ENZIMAS CON COBALTO

Metilmalonil-CoA
mutasa

Transposicién intramolecular de un metilo.

| Glutamato mutasa
Diol deshidrasa

Transposicién intramolecular de un metilo.

Transposicién intramolecular de un hidroximetilo.

| Etanol deaminasa

Pérdida del grupo amino y oxidacién del alcohol.

L-p-Lisina mutasa

NH:(CH:);CH(NH;)COOH + H;O + HPOs> + ADP —»
CH3(CH3):COOH + CH3;COOH + 2NH; +ATP

Metionina sintetasa

Transferecnia de un grupo metilo de
5-CH,-Hy-Folato a la monocisteina para formar metionina

Metano sintetasa y
metil transferasa

Acetato sintetasa

Formacién de metano a partir de CH3;OH, CH3COOH o CO»

Formacion de CH3COO" a partir de CO>




VII. OTROS METALES EN ENZIMAS




OTROS METALES EN ENZIMAS.

Hoy en dia el molibdeno es un  metal de transicién asociado ampliamente con las

reacciones de NO5~, SO, aldehidos y nitrégeno molecular dentro de los sistemas bioldgicos. Es
aqui dondc surge la hipétesis sobre la prescncia de grandes cantidades de este metal en un
periodo anterior. en €l que ¢l oxigeno molecular se presenta en la atmosfera. El molibdeno quiza

participa en las enzimas para atacar al sustrato desde hace mas de 10° afios. Una segunda forma
de encontrar molibdeno en la vida corresponde al bi

> en la bioquimica del mar, es decir, en
una etapa cercana a la evolucion de la vida en una atmésfera reductora; este metal se encuentra
en forma soluble como algunos aniones solubles de Mo/S en un estado de oxidacién menor de
seis.

Lo mismo sucedié con el vanadio y el tungsteno, sin embargo

el primer metal podria
haber estado como sélido (V3Ss y VS4) o for j

do complejos solubles como VS, VSSH".
Posteriormente. como resultado de la oxigenacidn progresiva de la atmdsfera, los tres metales

pasaron a ser oxidados y aparecen ahora en el agua salada como molibdato, vanadato y tungstato.
Cuando la vida consideré la capacidad de utilizar la luz, el nacimiento de reductores sobre

la membrana se hizo necesario. La captacién de luz ocurrié y el sulfuro de hidrégeno podria ser
ideal debido a la reaccién HyS - S™ + 2H + e d d

ser el 2 o(1l) un metal
necesario, sin embargo el vanadio también podria ser usado para intervenir en reaccioncs

similares. Esta es la razén de acumulacién de v di T ies fotosintéticas primitivas.
por esp P

A). Molibdeno.

La mayoria de las enzimas que contienen molibdeno utilizan como cofactor a complejos
Fe/S. Dentro de estas protcinas la xantin oxidasa. aldehido oxidasa, sulfato oxidasa y nitrato
reductasa llevan a cabo la transferencia de oxigeno:

X+0 —» XO

Esta reaccion se logra por medio de radicales libres y de ahi la razén de usar al
molibdeno; este elemento se caracteriza por el ficil rompimiento del enlace M=0O paradar M + O

produciéndose fuera del citoplasma celular. Otra propicdad es cambiar de cstado de oxidacién en
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forma scncilla, por ejemplo de Mo(Il) a Mo(IV), esto conduce a tener fuertes grupos salientes y
también a que la diferencia entre los potenciales redox del metal sean muy pequeiios, por
ejemplo en Mo(I11)/Mo(IV) hasta Mo(V)/Mo(VI) ademis de que los valores de estos potenciales
son bajos.

Todas las enzimas que tienen molibdeno son muy grandes y complejas. Se distinguen
muiltiples subunidades, varios sitios de depésito, centros Fe/S y cofactores aparte del molibdeno
para controlar varias reacciones, otras mas necesitan de flavin adenina dinucleotido (FAD) como
cofactor, las flavinas tal vez llevan reducciones ganando uno o dos electrones para formar
semiquinonas y quinonas.

Los estados de oxidacién del molibdeno bioldgicamente importantes son Mo(VI), Mo(V)
¥ Mo(1V) mientras que los numeros de coordinacién son para Mo(V) 5 y 6 y para Mo(VI), 4y 6

El Mo(V) es parar ético en sus especies y los complejos de Mo(V) son regularmente

aniénicos, teniendo oxigeno. halégeno, tiocianato o cianuro como ligandos. Las especies oxo son
particularmente importantes y la dimerizacién casi siempre ocurre a través de éstos (puentes
0ox0).

El Mo(VI) forma complejos anionicos con oxigeno al mismo tiempo que hidroxo-
complejos organicos son conocidos. El tetraedro del oxo anién MoO,?" esta bien definido, sin
embargo, en solucién dcida se realiza la polimerizacién obteniéndose iones molibdato con cierta
complejidad.

En los sistemas biolégicos, el molibdeno estd unido por medio de grupos carboxilato o
hidroxilicos de los residuos tirosina o serina aunque algunos estudios indican la union de SH de

cistefna con el ion metalico (MASON, 1989),

1. Nitrogenasa.

La nitrogenasa consiste de dos proteinas llamadas componente I y coﬁponcnlc . El
primero de cllos contiene un complejo Mo-Fe (molibdenoferrodoxina) mientras que el segundo
representa una ferroproteina (azoferredoxina). Se han propuesto los términos nitrogenasa y
nitrégeno reductasa para ser usados en lugar del componente [ y Il respectivamente; sin embargo
la nomenclatura sera usada en cualquiera de las dos formas.

El componente | ticne un peso molecular de aproximadamente 220,000 Daltons y esta
conformado por un tetramero con dos pares de subunidades diferentes. Hay dos atomos de
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molibdeno, de 32-33 dtomos de hierro no hemo y de 27-32 atomos de azufre por tetramero. El
componente Il es un dimero con subunidades idénticas y con un peso molecular de alrededor de
60.000 Da. conteniendo un complejo de 4Fe-4S.

Los dos componentes son extremadamente 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 unién del sustrato asi como de la
reduccién. Por otra lado, se scilala que tanto fierro como azufre estdn muy cercanos al Molibdeno
en el componente 1. Para la reduccidn de nitrégeno molecular a amoniaco se requiere como
cofactores una fuente de energia tal como ATP y una fuente de electrones con bajo potencial
redox.

La nitrogenasa contiene como cofactores tanto Fe/S como ATP. El centro de reaccion
ticne un peso molecular de 1,500 Da, demostrando un isocitrato y una composicién inorganica
FesMoSs. Aqui cl fierro esta unido al azufre y algunos enlaces del molibdeno son hacia el azufre.

Este complejo a conducido a varios modelos (Fig 7.1) (MILLER, 1993).

<s\'L /o (S\J,L,/o
N/l \s N/I \S
T3] NJ k,"'_/

Figura 7.1 Algunos modelos del complejo (FRAUSTO, 1991).

El complcjo como se mencioné anteriormente tiene al molibdeno unido a grupos tiolato,

algunos de los cuales son sustituidos por oxigeno durante la reaccion.
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“ - Cdnlodos estos datos se puede creer que el sitio de reaccién del nitrégeno moleculares el.osx - ¢
molibdeno. La activacién dc este metal es a través de la formacién de un hidruro (Mo-H"), en la

reduccidn del nitrégeno se observa inicialmente que una mol de hidrégeno molecular se libera:

H*+ Mo — Mo-lH~
Mo-H" + H* —» Mo* + H»

Mo* es el estado con el que se forma la unién de nitrégeno molecular
Mo* + Nax — MoN;

La reaccién del hidrégeno puede ser una forma de mantener la enzima libre de oxigeno
molecular. La reduccién de nitrégeno molecular es vista como una manera de’ regular los estados
de oxidacion del molibdeno.

Mo-N2 — Mo=N-NH: — Mo=N-NH; —» NHj;+ Mo=N — Mo=NH -—»- MoN!l; — Mo +
NH;

Se observa también la hidrélisis de varias moléculas de ATP, parte de la cnergia es
utilizada en mantener a las dos proteinas unidas asi como para generar el estado especial Mo* y
posiblemente también en la protonacién y en la transferencia electréonica. Todo esto o hace una
reaccion bastante compleja. Sin embargo. la fijjaciéon de nitrogeno se coloca junto con la

fotosintesis como uno de los procesos mds importantes de 1a vida en la tierra.

Los complejos Fe/S conforman la cadena de transferencia electrénica: mientras que dos
moles de ATP son consumido por cada transferencia clectronica del sustrato (MOTTNER, 1993).
Sc piensa que la Ferroproteina (componente {1) actiia como depdsito de electrones y de
ATP y que la MoFeproteina (componente I) une al nitrégeno molecular; son necesarios ademas
cationes divalentes como Mgz' para cl ATP (Fig 7.2).
La reaccién general es:

Nz + 6¢” + 6H™ —» 2NH;



N s 4
SN R U Vv
o
Ny
(] s s
Figura 7.2 R i de la nitrog y estructura del complejo (FRAUSTO, 1991).

2. Xantin oxidasa

La oxidacién de xantina para dar dcido urico es catalizada por xantin oxidasa. El oxigeno
adicional no provienc del oxigeno molecular sino mas bien del agua. Esta enzima es extraida de
leche de vaca y contienc dos atomos de Molibdeno, dos grupos FAD y dos diferentes tipos de

complejos FezSa.
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Figura 7.3 Reaccién caralizada por xantin oxidasa.

La enzima esta compuecsta por dos subunidades, cada una presenta un atomo de
molibdeno, por lo que estos dos estan muy separados; esta totalmente comprobado el papel del
molibdeno como sitio de unién y reduccion de xantina.

Durante la reaccién, la enzima podria perder molibdeno o azufre espontianeamente y
entonces se¢ piensa que el molibdeno esta unido por un ligando persulfuro (-S-S7). El otro
molibdeno es reducido de Mo(VI) a Mo(1V) pasando por Mo(V). La reoxidacién para volver a
obtener Mo(V1) ocurre a través de la transferencia de dos electrones (MORIWAKI, 1993). La

transferencia electronica atraviesa por varias etapas:

Xantina — Mo — FAD — Fe)S; — O

En forma general, se puede observar como hay una dependencia en el pH y sc sefiala 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 reaccién se ven involucrados dos clectrones y al menos un protén. Por otro lado, aparecen
como intermediarios especies como E-Mo=S8 y E-Mo=0 micntras que al realizarse la protonacion
surgen especies E-Mo-SH y E-Mo-OH. Esto significa que ¢l proton transferido de la posicién
ocho es aceptado por el complejo Mo=S.

El mecanismo propone la transferencia tanto de un protéon como de un electrén al mismo

tiempo que un ataque nuclecofilico de unidn hidroxido sobre el C-8. Los sitios redox de xantin
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oxidasa pueden llevar simultineamente la transferencia de scis electrones por lo que tres moles
de sustrato son necesarios para la reduccién completa.

Se describen por lo tanto tres ctapas: adicién del sustrato, transferencia electrénica y

liberacién del producto.
La reoxidacién implica la reaccién de oxigeno con FADH2:
E-FADH; + O: == E-FAD....Oy

y la formacién del superédxido; sin embargo, la cantidad de superdxido es muy pequeiio y

entonces:;

E-FAD...Oy == E-FADH,...0>"
2H" + E-FADH2....0;" = E-FAD + H:0:

Por lo tanto, la regeneracion riapida de la enzima depende de la oxidacién de FADHa.
Mientras que la reaccion del oxigeno con flavina para producir el intermediario es bastante

desfavorable y el potencial O2/H;0: es muy positivo y extremadamente espontaneo.

3. Xantin deshidrogenasa.

La xantin deshidrogenasa contiene el mismo ntimero de centros redox que la xantin
oxidasa. Algunos aspectos importantes de esta enzima son 1) utiliza NAD* en lugar de O; como
receptor primario oxidante 2) cantidades substanciales del radical flavina se han observado en la
enzima parcialmente reducida (la produccién de radical es mds del doble del obtenido con
oxidasa).

Los valores de los potenciales redox también son muy similares a los de xantin oxidasa,
no obstante, en la xantin deshidrogenasa cl potencial para la semireaccion FAD/FADH; es de -
366 mV comparado con el valor de -245 mV de la oxidasa: esta diferencia en el potencial
conduce a varios cambios. En primer lugar, la concentracién de radical flavina es muy grande en
la enzima parcialmente reducida por lo que los potenciales de primera y segunda adicién
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clectrénica son iguales. por otra parte, la presencia de intermediarios es relativa. Por cada cuatro
clectrones ganados por la deshidrogenasa (reduccién) la cantidad de molibdeno en el sitio activo

como Mo(VI) es cerca del 20% dcl total de este metal presente en la proteina.

La incapacidad de la proteina de usar Oz como receptor clectrénico parece ser causado
por la disminucién del potencial FAD/FADH2, particularmente si el dcido drico permanece
unido. Por lo tanto, en cstas condiciones FADH: no es adecuado para reaccionar con Oz por lo
que la unica cspecie que conticne bastantes cantidades de FADH: es la enzima totalmente
reducida. Sin embargo, NAD" recacciona mds rapidamente con la flavina totalmente reducida, y
de esta forma, la actividad reductora con oxigeno podria ser expresada como reactividad reducida
con NAD™ (KARRASCH, 1990).

4. Sulfito oxidasa.
La sulfito oxidasa es muy especifica para el sustrato (sulfito) pero puede reaccionar con
una amplia variedad de receptores clectrénicos. Con oxigeno como receptor, la desaparicién del

sustrato y el consumo de oxigeno molecular demuestra una cinética de segundo orden.

Se ha encontrado que la oxidacién de sulfito en la mitocondria se realiza exclusivamente
a través de la cadena respiratoria con una estequiometria sulfito/oxigeno de una unidad. Por
consiguiente, el sulfito depende del consumo de oxigeno molecular.

Se ha propuesto la existencia de sitios de unién scparados ¢ independientes para sulfito y

citocromo c sobre la enzima oxidada y conteniendo un mecanismo de tipo ping-pong.

La transformacién de sulfito a sulfato es una oxidacién con transferencia de dos
electrones y sefalando al citocromo ¢ como el receptor fisioldgico de un electrén. En
consecuencia, no hay evidencia de la formacién del radical sulfito en el proceso de oxidacién y
parece razonable concluir que la oxidacién ocurre en el centro molibdeno y la reduccion del
citocromo ¢ en el grupo hemo. Basado en estos datos, un ciclo de oxidacién-reduccion esta en la
Fig 7.4
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Figura 7.4 Mecanismo catalitico propuesio para sulfito oxidasa (SULLIVAN, 1993).

La reaccién inicial es la conversién de sulfito o bisulfito a sulfato en el sitio hexavalente
del molibdeno con atomos de oxigeno provenientes de la molécula de agua. El molibdeno es
reducido al estado tetravalente. Solo el Mo(VI) es capaz de aceptar electrones del sulfito; Ia
transferencia clectronica interna resulta de la reduccion del citocromo y la formacién de Mo(V).
Esta transferencia se presenta del citocromo Il al citocromo II ¢ permitiendo transferir el
segundo electrén desde el Mo(V) al citocromo y formandose un Mo(V1) y citocromo reducido.
La enzima es oxidada totalmente por transferencia electrénica al citocromo ¢ al mismo tiempo

que podria reaccionar con otra molécula del sulfito logrindose la enzima completamente




reducida conteniendo Mo(1V) y citocromo reducido. La oxidacidon por citocromo ¢ podria generar
la forma dos y entonces se completa cl ciclo.

El mecanismo anterior asume que la enzima dimerica contiene dos sitios reactivos
independientes ¢ idénticos; de acuerdo a este mecanismo, la sulfito oxidasa es tratada con exceso
de sulfito cn presencia de oxigeno molecular, conduciendo a la acumulacion de la enzima
reducida con especies (3) y (6). tal que el hemo esta reducido y el centro tiene los estados Mo(V)
y Mo(IV). Aunque la adicion anacrédbica de sulfito a la enzima podria convertir todo el
molibdeno a el estado Mo(V) (SULLIVAN, 1993).

5. Nitrato reductasa.

Varias hip6tesis y modelos quimicos son resumidos a continuacion:
a) reduccién a biéxido de nitrégeno.

En cste modelo, los complejos molibdeno con trifenilfosfina en un medio ambiente

hidrofébico (diclorometano) conducen a reacciones redox entre Mo(IV) y un monomeérico Mo(V)
(AUGIER, 1993).

El proceso conduce a la formacién de NO» como intermediario y obteniéndose un ion
nitrosonio:

Mo(V) + NO3" + H* — Mo(VI) + NO; + OH"
2NO; == N;O; == NO;y" + NO*

El ion nitrosonio (NO™) reacciona extremadamente rapido oxidando a Mo(V):
Mo(V) + NO* —» Mo(VI) + NO

Entonces el producto final viene a ser el oxido de nitrégeno aunque también el ion

nitrosonio pucde rcaccionar con agua o iones hidréxidos para formar nitrito

NO* + OH(H;0) — NO; + H*(ZH")
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b) Modelo Molibdeno-flavina.

Esta basado en la interaccién directa entre Mo y flavina, lograndose la formacién de

plejo: El i I | ra la trasferencia de dos electrones y una reaccidén
desproporcional:

FMNH: + Mo(VI) = FMN + Mo(1V) + 2H"
Mo(V1) + Mo(IV) == 2Mo(V) é [Mo(V)]; (dimero)

FMNH; + 2Mo(V1) == FMN + 2Mo(V) 6 [Mo(V)}: +2H"*

Lo mas probable es que Mo(V) se encuentre como dimero [Mo(V)]:2 ; sin embargo, se
postula el monomérico debido a que se obtiene un complejo Mo(V)-FMNH?; esta asociacion

entre Mo(V) y FMNH?® se presenta en presencia del citocromo bssz

Mo(V1) + FMNH, = FMNH°Mo(V) + H*
FMNH"Mo(V) + NO3™ + H* == FMN + Mo(VI1) + NO;" + H;0

En este mecanismo s¢ observa al monomérico Mo(V), y el reparto de dos electrones entre
el metal y la flavina semiquinona (AUGIER, 1993).

¢) Sistema ligando nitrato-molibdeno.

El nitrato como ligando al mwlibdeno antes de las reacciones redox proporciona una
posible base para este mecanismo; se propone un complejo bidentado de nitrato-molibdeno y
para saber cual atomo de oxigeno podria ser transferido se diseiid un modelo de diferentes

longitudes de enlace (Fig 7.5)
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Figura 7.5 Modelo para el complejo Nitrato/AMolibdeno.

La estabilidad de cnlace provoca una tendencia de transiciéon tautomérica hacia la
estructura (B). La estructura B se estabiliza con la unién de oxigeno y entonces sc logra obtener
al complejo nitrito unidentado. El molibdeno monomérico cn este mecanismo tiene un estado de

oxidacion de V y es mas cficiente que el Mo(VI) (SILVESTRINI, 1995).

B. Manganeso.

Durante ¢l origen de la vida en la tierra, la concentraciéon de Mn(1l) fue una de las mas
altas en los mares, siendo de¢ aproximadamente S0mM: por lo tanto el hierro y manganeso eran
los dos metales mas importantes en los procesos redox primitivos. La incorporacion de hierro
dentro de las porfirinas condujo a hemoproteinas y en el caso del manganeso, éste se dirigié a
componentes necesarios para la fotosintesis de algas (KHANGULOV, 1990).

Estas algas contienen mas de 12 atomos de manganeso por centro de reaccion. EI Mn(11)
s un ion con configuracién clectronica de d*, considerandose un oxidante fuerte, aan cuando ¢s
acomplejado; debido a su poder oxidante los complejos se descomponen lentamente:; no obstante,
demuestra estabilidad en solucién dcida como Mn®" micntras que en medio alcalino sc encuentra
estable como MnO; (KHUN, 1991).



1. Piruvato carboxilasa.
La piruvato carboxilasa ticne un peso molecular de 500,000 Da y consiste de cuatro

subunidades. Cada subunidad contiene un ftomo de Mn®*; Ia reaccién catalizada por esta enzima
cst

E + MgATP® + HCO3” — E-CO;+ MgADP + P,
E-COj; + Piruvato —» E + Oxaloacetato

E= Piruvato carboxilasa (ATWOQOOD, 1993).

2. SOD de manganeso.
La descripcion del sitio activo de la superéxido dismutasa se muestra en la Fig 7.6

{ lar en un complejo de manganeso (FRAUSTO,

Figura 7.6 Prod: ign de
1991).

En este modelo se distinguen cuatro dtomos de manganeso y una dependencia de calcio y

cloro, los cuales parecen gjercer una funcién de control y provocar un cambio conformacional.



Aunque no se sabe con exactitud la unién del manganeso, si se pueden conocer los pasos
del ciclo y por lo tanto, las reacciones en donde esta envuelto este metal.

O1ra forma de control depende de la estabilidad de la unién de Mn(ll) a la proteina.
Cuando este metal se disocia se pierde la capacidad de captacién de energia solar (STALLINGS
1985).

Figura 7.7 Estructura de la SOD de manganeso (FRAUSTO. 1991).

C) Tungsteno. .

El tungsteno se ha reconocido como un metal bioldgicamente activo por varios afios,
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 formato

deshidrogenasa y aldehido deshidrogenasa.



Naturaimente el tungsteno es muy parecido al molibdeno. ambos tienen propiedades
redox y quimicas muy similares y en consecuencia también funciones bioldgicas. Los dos
elementos tienden a un cardcter no metilico, pueden ser retenidos por solo dos enlaces covalentes

y cambian ficilmente de MO,?" al estado M(OH)s a través de intermediarios pentacoordinados, a
potenciales cercanos a cero viene a presentar varios estados de oxidacidén. La diferencia principal

reside en sus tamanos, WO > MoO4* ¥y la cinédtica de reaccion es mds lenta para tungsteno,

frecuentemente como un polianién.

1. Formato deshidrogenasa.
El tungsteno es un metal de transicién interesante debido al papel que juega en el

metabolismo anaerébico.

2

{El' + 2e

49,

CO + H;0 ————# HCOOH ® CO;
-CHO
2e- pred HSCoA
X=CH,
2e- CH;COSCoA
X-CH, Reacciones anabélicas
COMD
CH, COM .
{2: + 2" === H,
CH3

Figura 7.8 Ejemplo de wuna reaccion con enzima conteniendo rungsteno (KENDRICK,

1992).
La formato deshidrogenasa cataliza la deshidrogenacion de acido férmico (HCOOH) o la

reduccion de COas. estas enzimas varian ampliamente a causa del tipo de sustrato reductor (NAD,

NADP, ferredoxina,y citocromo ) y al peso molecular.
s



Esta enzima ha sido purificada y caracterizada de la bacteria Clostridium thermoaceticum
y formicoaceticum.

La formacién de NADPH dentro de la formato deshidrogenasa se incrementa al contener
tungsteno.

La formato deshidrogenasa dependiente de NADP contiene W/Se/Fe no hemo/S operando
a muy bajos potenciales redox, cercano al potencial redox de H*/Hi. Aunque el molibdeno puede
reemplazar al tungsteno, 1a actividad enzimatica disminuye. Los datos experimentales proponen
la posibilidad de un complejo WFeS. Donde ¢l selenio, parece estar incorporado dentro de la

subunidad a de la estructura a:fz de la enzima en forma de un acido 1abil selenocisteina y siendo
esencial para la actividad.

La reaccidn catalizada parece ser:

CO: + NADPH == HCOO" + NADP"

Aunque ¢l cquilibrio estd desplazado hacia CO., y NADPH, el CO: modifica las

condiciones y entonces sc favorece la reduceién y la formacién del formato (LAMZIN, 1994).

2. Aldehido deshidrogenasa.

La aldehido deshidrogenasa tiene un peso molecular de alrededor de 240 kDa y esta
compuesta de cuatro subunidades equivalentes. El contenido mas alto de tungsteno que se ha

determinado 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).
L.a reaccién catalizada parcce ser

RCOOH +2H" — RCHO + H;0

lo cual no pudde ser logrado quimicamente en agua. Es necesario un potencial redox alto y

negativa (E°= -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 ¢l vanadic como el molibdeno tiene muy diferentes funciones bioldgicas, no
obstante, ambos clementos demuestran una quimica asociada con el oxigeno : VO (MoOs>)

VO y VO3© (M0oO2", MoO2" y Mo0O;*"); estas especics son agentes oxidantes capaces de
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reaccionar a través de una transfercncia electrénica y actuando como donadores de oxigeno
(TRACEY, 1988).

Otro punto en comin es la formacidén de complejos con azufre como centros anidnicos:
VS (MoS4¥) 0 como centros catiénicos VS2* y VSSH* (MoOS8?") o cumulos de tipo FeMS
asociado en biologia con la F!jncién de nitréogeno (BRAND, 1987).

La quimica del vanadio es compleja y comprende estados de oxidacidn en un rango de -1
a +5, pero sélo cl tetravalente y pentavalente son de importancia biolégica. La imponancia
bioldgica de los estados de oxidaciéon +4 y +5 viene de su relacién con Mg y con el ion fosfato.
El radio iénico de VO?®* (estado de oxidacién +4) es de 0.60 A y sc parece al Mg?* (0.65 A). El

complejo pentavalente de VO?* (estado de oxidacion +5) es analogo al ion fosfato (KOVACS,
1987).

1. Haloperoxidasas.

En primer lugar, las peroxidasas catalizan la oxidacion de una variedad de donadores,

tanto organicos como inorganicos con peréxido de hidrogeno y la reaccion general es:
H20; + 2AH; — 2AH®+2H,O0

Donde AH: es el donador electrénico y AH® es el producto oxidado. Como se menciond,
las peroxidasas son capaces de oxidar donadores inorgdnicos tales como haluros. E! mecanismo
difiere del anterior, ya que aqui, 1a oxidacion se presenta en dos partes:

H0; + X" +H* —» HOX + H,;0
HOX + AH — H,O + AX

El intermediario ¢s un acido hipohaluro si un receptor nucleofilico esta presente (AH).
Los compuestos halogenados se producen (AX). A las cnzimas capaces de llevar a cabo esta
reaccién sc les nombra haloperoxidasas (MANTHEY, 1989).

Algunas haloperoxidasas son muy cspecificas, siendo capaces de oxidar unicamente
bromo o iodo. Las bromoperoxidasas conteniendo vanadio han sido detectadas y aisladas de un
namero de algas de color café (Phacophytae) y color rojo (Rhodopythae). Su peso molecular es

de aproximadamente 90 kDa y presenta uno o dos atomos de vanadio y una composicién mayor
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de dcido glutimico y aspirtico; esta enzima es bastante termoestable y no reacciona facilmente
(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 dtomos de oxigeno

funcionando como donadores.

O
161 A

. V3
1728 -V~
O 59
O/N 5 O/N

Figura 7.9 Estructura del centro activo en br 72 el con

(CHASTEEN, 1992).

De esta manera, ¢l medio ambiente del vanadio tiene ligandos oxigeno y nitrégeno; éste
ultimo elemento, se seitala esta en ¢l plano ecuatorial del catién vanadio (KRENN, 1989).

Sobre bases espectrales, la enzima reducida expresa una geometria octaédrica
distorcionada con dos imidazoles a 2.11 A en posicidén ecuatorial, un oxigeno a una distancia
cortade 1.61 A y tres oxigenos a 1.72 A (Fig 7.9) (ARBER, 1989).

Estudios cinéticos han indicado que un grupo funcional con un pKa=5.7 esta controlando
la union de H2O; y éste fue adscrito al residuo histidina. Se ha propuesto un mecanismo cn el
cual H20: se une al vanadio (V) y entonces se activa formando un complejo que reacciona
posteriormente con bromo para dar acido hipobromoso. Se ha comprobado, que si el bromo

reacciona primero con la enzima, resulta en una inhibicion (BOER, 1988).
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Figura 7.10 Mecanismo de accién de bromop
1992).

La Fig 7.10 indica el esquema de reaccion de la brominacidn y la reaccién competitiva de

HOBr con H202 (BOER, 1988).

2. Nitrogenasa.
La transformacién de nitrégeno molecular atmosférico para ser utilizado por las plantas es

catalizado por la nitrogenasa. En los Gltimos cinco afios se ha observado ¢l papel del vanadio en
la fijacion del nitrégeno (DILWORTH, 1987).

Las proteinas compuestas de vanadio y fierro de la A. chiroococum y A. vinelandii han
sido purificadas y caracterizadas, sus propiedades son muy similares a proteinas que conticnen

MoFe, presentando las mismas subunidades a y § (ROBINSON, 1987).
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Estudios de rayos x sefialan que el vanadio es parte de un complejo VFeS, siendo
constituido por 3 %1 dtomos dc azufre a 2.31 A, 3+ 1 dtomos de fierro a 2.75 A y tres dtomos

ligeros (oxigeno, nitrégeno) a 2.15 A lo cual es muy similar al molibdeno en proteinas de tipo
MoFe¢ (LINDAHL, 1987).

Figura 7.11 Estructura del complejo del sitio activo en nitrogenasa (KOVACS, 1986).

La enzima nececsita del complejo MgATP y de un reductor de bajo potencial (S204) para
reducir el nitrégeno molecular, la reaccidn es:

Nz + 8c” + 8H" + I6MgATP — 2NH; + H2 + 16MgADP + 16 P;

El nitrégeno molecular se une al metal de transicion formando un complejo estable. El
sistema V(I{I)/V(11) es una parcja fuerte (E°= -255 mV) y ¢n presencia de Mg?* se forma un
complejo V(IDMg(ll) que cataliza 1a reduccion estequiométrica de nitrégeno molecular a NaHy y

amoniaco. Ha sido propuesto que ¢l nitrégeno molecular se une en una forma puentecada a dos
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atomos de vanadio y que el N2H, aparece como un intermediario en la ruta a la formacion de

amoniaco.
2V2? + N2 = Vo'NaVa?" + 4H® — 4V3 + NaH,

La reduccién se realiza a presion y temperatura ambiente y los productos de reduccién
N:H4 y amoniaco dependen de la cantidad de nitrégeno molecular y de la proporciéon de V/IMg
(MORNINGSTAR, 1987).

La nitrogenasa con vanadio de la Azobacrer vienlandii, se caracterizé hasta 1986, esta
nitrogenasa contiene dos proteinas, una de las cuales demuestra un complejo MoFe y con un
peso molecular de 60,000 Da, la otra proteina consiste de dos polipéptidos con un peso molecular
de alrededor de 200,000 Da, (GEORGE, 1988).

La proteina mas grande muestra vanadio y hierro en una estequiometria 1:13 mas
precisamente dos dtomos de vanadio, 23 dtomos de hierro y 20 dtomos labiles de azufre por mol

(ARBER, 1987).
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PRINCIPALES REACCIONES DE ENZIMAS CON OTROS METALES

deshidrogenasa

MOLIBDENO

Nitrogenasa N + 6"+ 6H®™ —» 2NH;

Xantin oxidasa Oxidacién de Xantina para dar dcido urico (Utiliza Oa)
Xantin Oxidacién de Xantina pam dar acido urico (Utiliza NAD™)

Sulfito oxidasa

Formacién de sulfato a partir de sulfito

Nitrato reductasa

Formacién de nitrito o biéxido de nitrégeno a partir de nitrato.

deshidrogenasa

MANGANESO

Piruvato carboxilasa | Piruvato — Oxaloacetato
Supecroxido 20,7 +2H" — O3 + H;0;
dismutasa

TUNGSTENO

Formato HCOOH —» COz+ 2H™ + 2¢”

CO+H;O0 —» HCOOH

Aldehido
deshidrogenasa

RCOOH + 2H" — RCHO + H,;0O

VANADIO

Haloperoxidasas

HyO: + X +H* — HOX + H,O
HOX + AH — HO +AX

A= Compuesto organico
X=LBr,CI6F.

Nitrogenasa

N; + 6e”+ 6H" — 2NH;

122



VIIL. DISCUSION



DISCUSION

Los detalles de las interacciones entre los metales de transicion y las enzimas han tenido
muy poca atencién; sin embargo. recientes investigaciones en el campo de la quimica
bioinorgdnica hace de é€sta un drea muy interesante ¥ que abarca muchas disciplinas. Es
importante sefialar que hasta la mitad de este siglo, aproximadamente, se comprobé el contenido
de los metales dentro de la enzima y ha sido en los dltimos diez afios cuando se conoce acerca de

la estructura y los mecanismos de la metaloenzimas.

Las propiedades que tienen los metales ayudan en varias formas a la actividad de la
enzima como: en la adiciéon de sustratos a la estructura protéica, facilitan la unién al centro

activo, dan estabilidad a la enzima y llegan hasta ser partie de la reaccién que se produce en el

sitio activo.

Como se observé en este trabajo, las enzimas se clasifican de acuerdo al tipo de sustrato y
de reaccién, de tal manera que pueden existir ciertas enzimas c¢n diferentes sistemas biolégicos
como son bacterias. plantas o animales, pero su funcién es la misma, ya sea oxidar, transferir o
hidrolizar. Esto significa que en algunas ocasiones la estructura de la enzima no cambia
notoriamente de una especic a otra y por lo tanto reacciona con el mismo sustrato y produce la

misma reaccién.

Es importante discutir sobre la forma activa de la enzima que logra su estabilizacién de
los sitios activos y de adicién por interaccidSn de fuerzas electrostiticas entre los diferentes
residuos y el metal. De esta manera, se puede presemtar la unién entre el sustrato y la enzima;

ésta depende de la presencia del metal, el cual ademas, ticne la funcién de conducir la reaccidn

enzimadtica.

Generalmente hay un cambio estructural a causa de los residuos que promueven la

transferencia electrénica y proténica durante la catilisis; no obstante, el medio también puede



participar. El agua funciona como dcido o base, provocando el rompimiento y/o formacién de
enlaces con hidrégeno durante la catilisis.

Quizi el propésito de que 1a enzima conforme una estructura con b-hoja sea prevenir
cambios estructurales muy fuertes, mientras que la estructura de a-hélice favorece la
transferencia electrénica- En ocasiones, !a enzima puede tener superficies hidrofébicas y/o
hidrofilicas. Estas colaboran para dar una orientacién al sustrato y obtener su unién a la
superficie del sitio activo.

Acerca del sitio activo, se puede mencionar que es comiin que se encuentre en la parte
interior de la proteina, de manera que se protege de agentes (moléculas) que puedan reaccionar ¢
inhibir a este. Por otra parte, la ventaja de tener un sitio interno mantienc 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 naturales pueden
facilitar el cambiio de niimero de coordinacién.

El equilibrio entre el metal y los ligandos se interpreta a través de las energias de
disociacién y se pueden observar que estas diferencias son muy pequeiias, por lo tanto hay una
oportunidad de intercambiar los ligandos.

Los dngulos y distancias que se presentan entre el metal ¥y sus ligandos favorecen las
diferentes sutituciones y en consecuencia pueden cambiar la geometria del sitio activo. Esto

significa que el sitio activo tiene cicrta especificidad hacia el sustrato.

Otro punto esencial es que en general, la enzima demuestra una configuracién abierta y
cerrada. Esta conformacién depende de varios factores como son el medio (solvente, residuos,
estructura, etc.) o de las condiciones fisicas (pH, temperatura, fuerza idnica). Estos factores y

condiciones reflejan también en cierta forma la especificidad y actividad enzimaitica.

Sobre los residuos también se puede discutir y se puede decir que la sustitucion de algin

aminodcido contribuye a una pérdida parcial o total de la actividad de la enzima debido a que el
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tamafio o volumen que ocupaba el residuo original se hace mds grande o pequeiio y entonces se
provoca un cambio conformacional, o hasta puede haber la pérdida de especificidad por parte de
la enzima.

Por lo tanto, se puede decir que el papel del metal es mantener el sitio active con una

conformacién adecuada para que ocurra la reaccién.

En el sitio activo de algunas enzimas se puede producir la deslocalizacién de carga debido
a los complejos formados entre el metal y los ligandos de la proteina promoviendo bisicamente
la catdlisis. Esto significa que la actividad biolégica expresada a través de las propiedades
cinéticas depende de factores como composicién, numero, proporcioén y distribucion de los

aminodcidos.

Otro factor importante dentro de la catdlisis es el pH. El cambio de pH puecde provocar la
descomposicion o formacién de otros tipos de intermediarios. De cualquier forma, cuando la
reaccion tiene como condicién mantenerse a un pH constante. la enzima produce una estabilidad
a través del aumento o disminucién de iones dentro de su medio ambiente. Otra forma de regular
el pH es por medio de la presencia de residuos que tiene por objeto captar protones. A partir de
esta informaciéon se puede sefialar que existe un equilibrio entre el medio y la enzima, este

equilibrio influye por lo tanto en la reaccién enzimaitica.

Hasta cierto punto, la enzima mantiene mucha relacion con el medio. En muchas de ellas
el medio influye dentro del sitio activo, por ejemplo, es muy comin que el metal tenga como
ligando a una molécula de agua; esta molécula ticne una unién muy débil con el metal, sin
embargo, cumple con dos funciones: 1) no permite la unién de alguna molécula que pueda causar
inhibicién del sitio activo y 2) estabiliza al metal. Esta molécula de agua es comun encontrarla

formando una unién axial con el metal.

Los diferentes nimeros de coordinaciéon del metal de transicion lo hace una especie muy
versdtil sobretodo con ligandos naturales como cisteina. Cuando el nimero de coordinacién
cambia se altera su geometria y entonces contribuye a la ripida y reversible transformacién del

sustrato. Esto conduce 4 que la energia necesaria para llevar a cabo la reaccién disminuya y se
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favorezca Ia formacion del producto. Cuando se produce la reaccion, puede haber un cambio de
geometria y hasta de su unién con el metal, por ejemplo, por un cambio de pH, por un cambio de
la fuerza idnica o con variacién de la temperatura, también puede encontrarse un cambio en ¢l

ntimero de electrones debido a la pérdida o ganancia de éstos por el metal.

Frecuentemente es €l quinto ligando ¢l que actia dentro de la catdlisis de la enzima, como
se mencioné anteriormente, este ligando puede ser agua o un residuo unido débilmente. Una
funcién que ademis se observa con el metal es ¢l papel de polarizar a la molécula de sustrato o

incrementar la capacidad nucleofilica para que ocurra en los procesos.

Por otra parte, la temperatura es un factor 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 reaccién y no
dnicamente el metal. Los residuos actian como receptores de grupos que participan al inicio,

durante o al final del proceso catalitico.

La capacidad de unién entre el metal y el sustrato se ve favorecido por los valores de las

constantes de equilibrio de disociacién que son muy grandes y negativos.
Finalmente, sc puede asegurar que los metales de (ransicion mantienen una interaccién

con las enzimas a través de sus propiedades fisicas y quimicas. Los metales de transicion llegan a

controlar la reactividad e influir en las propiedades termodindmicas y cinéticas de las enzimas.
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IX. CONCLUSIONES



. CONCLUSIONES

- Algunas enzimas utilizan metales de transicién como cofactor o grupo prostético

activando a la enzima para llevar a cabo una reaccidén quimica dentro de los sistemas biol6gicos.

aumentando la velocidad de reaccién sin alterar el aspecto termodindmico del proceso.

- El metal de transicién no solo actia directamente en la reaccién sino que también

puede tener un papel estructural dentro del sitio activo, ayudando a estabilizar a 1a molécula.

b El enlace del metal con los ligandos facilita la activacidn del sustrato para realizar su

wransformacién a producto.

e Las propiedades tanto oxidantes como reductoras de los metales favorecen los

procesos de transferencia electrénica de la enzima.

* La enzima mantiene su estabilidad gracias a los tipos de ligandos, la disposicion

espacial y el efecto estérico que produce el metal dentro del sitio activo.
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- Cuando sucede una reaccién en la enzima el metal llega a tener cambios en la
longitud del enlace, en los estados de oxidacién y en el nimero de coordinacién, lo cual provoca

una rapida, ficil y adecuada catilisis del sustrato.

- Los metales de transicién promueven: reacciones de oxidoreduccién, por radicales

libres y acido-base debido a su caracter de acido de Lewis.
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