Tema 11
Catalisis acido"basica y catalisis electrostatica

Se trata de la estabilizacion de las cargas generadas en el estado de transicion, debida a aminoacidos pola
(la posesion o no de carga es funcién del C.A.). A través de estos aminoacidos, se justifican las
estabilizaciones, y aun siendo catalisis electrostatica por cation se llama catalisis electrofilica.

En este tema se sentaran las bases de las posibles catalisis mediante ejemplos conocidos, de modo, que €
examen, puedas inventar un método conociendo aminoacidos del C.A. o bien el sustrato. Puede ser que se
trate de uno de los ejemplos que veremos a continuacion, o puede que no.

Empezaremos haciendo una clasificacion bioquimica de las reacciones:

 De transferencia de grupo: Hidrolasas, trasferasas.

* Redox

« Eliminacion de isbmeros y reorganizaciones: Isomerasas.

» Ruptura y formacion de enlaces carbono'carbono: Ligasas y liasas.

Cada uno de estos tipos requerira un tipo diferente de enzima con una catdlisis caracteristica, por ejemplo,
tipo transferencia de grupo, se basa en el paso de un grupo electrofilica desde un nucleéfilo a otro, lo que s
denoming_sustitucién nucleofilica.

Catalisis general basica

Utilizando la hidrélisis de un éster como reaccion tipo, veremos el trabajo que realiza el grupo basico, en es
caso el nitrégeno de una histidina, que para ser basico requiere estar desprotonado, con dos electrones no
apareados.

Como se ve en la primera figura, la mision de este grupo basico consiste en abstraer un protén del agua pa
hacer a esta molécula mas polar, o lo que es lo mismo, aumentan " del O lo que favorece el ataque
nucleofilico de éste al carbono carboxilo. En el segundo paso, quedara un intermediario tetraédrico (tipico €
la hidrdlisis de dobles enlaces) en el que el carbono esta unido a tres oxigenos, uno de ellos con carga
negativa, que empezard la excision del OR atacando al carbono para conseguir el doble enlace. También

guedard la histidina protonada.

Catalisis general acida

Seguiremos con el mismo ejemplo, siendo ahora la histidina el grupo acido al tener tendencia a soltar en
protén que abstrajo del agua. Nos quedamos en que el oxigeno con carga negativa ofrecia los electrones p
formar un doble enlace, haciendo que se debilite el enlace del oxigeno con el radical. Esto se vera favoreci
por la cesion del proton de la histidina a este grupo saliente para formar un alcohol. En definitiva, la
transferencia del protén de la histidina al grupo saliente (anion alcéxido, RO") posibilita la salida del grupo €
forma estable, la de alcohol.

También puede tener otra funcidn esta catalisis acida, la de aumentar la reactividad del centro de reaccién
(aumentar + del centro). Se diferencia de la basica en que esta Ultima hace mas reactivo al centro atacante
(aumentar "), mientras que la acida, o bien favorece la salida de un grupo cediéndole un protén, o bien, has
mas reactivo el blanco, lo el grupo atacante. Por supuesto, al tratarse de un grupo acido, lo que hace es
provocar la atraccion de electrones hacia el O. Al final, el oxigeno se queda con el doble enlace y con el



protén, con la subsiguiente carga positiva. Esta debilitara el doble enlace a | polarizarlo, aumentando el
caracter electrofilico del carbono, haciéndolo, por tanto, un mejor centro de reaccion.

Catalisis electrostatica

Su misién es la de estabilizar las cargas generadas en el estado de transicion. Esto se consigue de varias
formas:

* Interaccién con cargas de signo opuesto de cadenas laterales del C.A.

« Interaccién con dipolos orientados, como por ejemplo el NH de los enlaces peptidicos.

* Interacciéon con iones metalicos del C.A. A esto de le denomina catalisis electrofilica (a pesar de ser
electrostatica). Es evidente que los iones a utilizar son muchos y variados, dependiendo del nimero
cargas o de la fuerza del mismo.

Como ejemplo se nos pone la Carboxipeptidasa A. en su C.A. presenta un atomo de Zn cuya mision es la ¢
polarizar en enlace C=0 con sus dos cargas positivas, lo que genera una atraccion muy significativa de los
electrones del oxigeno, que a su vez arrastrard a los del doble enlace, haciendo mas electrofilico al carbon
para que actie con mas facilidad en agua como nucledfilo. En esta reaccién, el glutamato 270 interviene cc
base general (base conjugada) haciendo posible la aparicion del intermediario tetraédrico al abstraer un prc
del agua, mision tipica de un base general. Todo este proceso se describe con mucho mas detalle en las he
demasiado para lo que se exige.

Catalisis Covalente

Hasta ahora deciamos que las interacciones entre la enzima y es sustrato eran no covalentes, sin embargo
este tipo de catalisis se trata de conseguir gue una especie poco reactiva se transforme en otra mucho mas
reactiva. Esto se consigue mediante la union covalente al catalizador. El efecto hace que disminuya la ener
de activacion por el paso por diferentes intermedios de reaccion.

Hay dos tipos:

» Nucledfilica: en ella esta implicada una cadena lateral con caracteristicas nucleofilicas. Se basa en que I
unién del catalizador al sustrato facilita el desplazamiento posterior de un grupo saliente relativamente
bésico.

« Electrofilica: se basa en que la union del catalizador al sustrato hace que el centro de reaccién sea mas
electrofilico por la retirada de electrones. El sumidero de electrones, suele ser un =N+<. Hay que tener el
cuenta que aunque el efecto es distinto de la nucleofilica, ambas se producen por cadenas laterales
nucleofilicas, por ello esta clasificacion es un poco ambigua.

No siempre la unién se produce directamente con la enzima, sino también por medio de coenzimas. Hay qt
decir gue no son excluyentes, de hecho suelen darse los dos tipos.

Nucleofilica

Es funcion de las especies ionizables, de la carga con la que se encuentren, y todo ello producira un exces
electrones. A la lista de grupos que pueden actuar como nucleéfilos habria que afiadir Thr'O" y Tyr"O", sélc
en esta forma, al igual les ocurre a los demas. Hay que tener en cuenta que se trata de las bases conjugad
gue todas ellas cursan con uniones covalentes con el sustrato.

Como ejemplo se nos pone la Quimotripsina, una serin proteasa. Se caracteriza por una triada catalitica:

« Serl95: que una vez en forma de base conjugada une el sustrato, de modo, que es la cadena



nucleofilica.

» His57: En forma de base, abstraera un protdn de la serina para hacerla catalitica.

» Aspl102: Se encarga de mantener a la histidina en su sitio para que pueda realizar su funcién, adem
de ayudar a mantener su estructura.

» Gly193: Aunque no forma parte de la triada catalitica, su NH del enlace peptidico forma un puente d
hidrogeno con el oxigeno del carbonilo atacado por la serina, lo que hace que sea mas corto y estal
a medida que el oxigeno adquiere carga negativa. En definitiva, contribuye a la estabilizacion del
estado de transicion.

La Quimotripsina corta a la derecha de aminoacidos aromaticos Phe, Tyr, Trp, (por eso presenta una cavid
hidrofica). Utiliza dos sustituciones nucleofilicas, cada una con su intermediario. Cada una de estas
sustituciones presenta las siguientes etapas:

» Adicién del nucledfilo al C carbonilo
* Formacion del intermediario tetraédrico
» Salida del grupo basico

Describiremos ahora cada uno de los pasos que sigue la enzima para hidrolizar el enlace:

« La histidina abstrae un proton de la serina, que ya empieza a atacar al enlace C"N, debido en parte a la
debilitacion del mismo al perder electrones por la interaccién del =O con la Gly y con el NH de la serina.

» Una vez la serina en forma de nucledfilo, se une al sustrato por medio del oxigeno que sigue interactuanc
con el protén, ahora de la histidina, el cual a su vez interactua con el N del enlace a romper. Como ya se
formado el oxoanién, debido a las interacciones con la glicina mencionadas en el paso anterior, el enlace
peptidico deja de ser planar, formandose el intermediario tetraédrico.

« La histidina actta de acido general cediendo un proton al grupo basico saliente, completandose asi la
primera sustitucién. Pero aun queda la otra parte de la cadena peptidica unida covalentemente a la enzin
por medio de la serina, formando la acil"enzima. Entonces empieza la segunda sustitucién, que provocar
hidrdlisis de la acil"enzima. La ruptura del enlace peptidico, provoca la formacién de nuevo del doble
enlace, el cual, siguiendo un proceso idéntico al descrito en el paso 1 elimina los electrones del doble enl
recién formado, y que confiere una estructura trigonal. Una vez que ha cedido el protén, la histidina actie
como base general abstrayendo un protdn del agua polarizandola alin mas, haciendo factible asi que est
atague al corono, que también sera mas electrdfilo.

» Se forma de nuevo un intermediario tetraédrico con un oxoanién y con el proton abstraido del agua
interactuando todavia con el oxigeno ahora unido al carbono y con el oxigeno de la serina que comienza
debilitar su enlace con en sustrato. Se trata, por tanto, de la hidrélisis de un éster.

« El Ultimo paso es la salida del grupo basico de la segunda sustitucién. Esta se ve favorecida por la ruptur
del enlace covalente con la serina que recupera el proton cogiéndolo de la histidina.

Electrofilica

Se trata de conseguir aumentar el + del centro de reaccion. Ya hemos visto algunas estrategias como la
catdlisis general acida o la catalisis electofilica, y ahora afladimos la catalisis covalente electrofilica. Puede
formar intermediarios covalentes entre el sustrato y la enzima o entre sustrato y coenzima, en cualquiera de
los casos, se consiguen retirar electrones del centro de reaccién. Esto se consigue normalmente mediante
nitrdgeno catiénico, al que se le llama un sumidero de electrones.

En este tipo de catalisis utilizaremos como ejemplo la Aldolasa. Esta es capaz de formar una base de Schif
(imina) mediante la condensacion del N de un Lys del C.A. y el grupo aldehido o cetona de los azlcares
(Adicion nucledfila del amino al C carbonilo). Si esta imina estable se pone en medio acido o algun
componente del C.A. la cede un protdn se convierte en un ion iminio (+). Este ion puede perder un protdn (¢
de un carbono) apareciendo una carga negativa generando entonces un carbanién, el cual se estabiliza pol



resonancia formando una enamina, una especie mas estable.

La enamina presenta un carbono metilénico que se puede activar como nucledfilo. También puede formar
carbanién, que suele ser la base para formar un enlace C"C o para degradarlo, de hacho la aldolasa puede
hacer las dos cosas.

El ion iminio polariza el enlace con el carbono.

Al igual que hicimos en el tipo anterior, comentaremos todos los pasos de la catalisis llevada a cabo por la
aldolasa:

 La Fructosa 1,6 bis"fosfato llega al C.A. interactuando de forma no covalente con una Lys que medio
comparte un protén con una Cys y con un grupo con B. Ambas cadenas intentan neutralizar las cargas
negativas de los grupos fosfato. Para poder interactuar mejor, el protén de la cisteina pasa a la lisina,
guedando con cargas "y + respectivamente. Hay una lisina que queda orientada justo al lado de la ceton
de modo, que debido a la fuerza del NH2 se unen soltando una molécula de agua. Esta adicién nucleofili
crea un ion iminio muy inestable que favorece los desplazamientos de electrones, que harian que la
molécula se rompiera por 3"2 si no fuera por la Cys, que una vez perdido el protdn actila como nucledfilo
abstrayendo el protén del grupo alcohol en C4, lo que provoca la apariciéon de un doble enlace C=0 que
rompe la molécula.

La ruptura hace que salga el gliceraldehido 3"fosfato, dejando un carbanién en la enzima, el cual se
solventa mediante la cesién de n proton de una histidina.

La histidina en forma de base actiia como tal polarizando al agua mediante la abstraccién de un proton. E
agua polarizada busca un centro nucledfilo, y lo encuentra en el carbonilo, que ha perdido electrones por
nitrégeno catiénico, ahora formando de nuevo un ion iminio.

» Este paso es la hidrélisis de la imina, dejando el C.A. libre para unir una cetona, DHAP o F1,6BP.

Si tratamos de unir dos triosas, es evidente que en primer lugar debe entrar la DHAP y después de la
formacion del ion iminio y del posterior carbanion al quitarse una molécula de agua un G3P.

Tema 12
Catalisis electrofilica con participacion de coenzimas

La diferencia con la anterior es que en este caso se requiere un coenzima, que sera quien se una al sustrat
ejemplo que utilizaremos es el del fosfato de piridoxal (PLP) en una reaccién de transaminacién. Hay much
por ejemplo el fosfato de tiamina también presenta un nitrégeno catiénico que realiza una funcién analoga ¢
PLP.

Caracteristicas del PLP

* Deriva de la vitamina B6.

» Puede actuar en transaminaciones, racemizaciones o cambios en el estado de oxidacion.

» Presenta en la posicion 4 un grupo aldehido capaz de formar Bases de Schiff o iminas.

» Una grupo alcohol en 3 que estabiliza mediante la formacién de un puente de hidrégeno interno la
imina. Actla como catalizador 4cido"base.

» Un grupo fosfometileno en 5 que sirve como reconocimiento E"CoE, de forma analoga a como se
reconaocian las grupos fosfato en la aldolasa.

» Un nitrégeno catiénico que promueve la deslocalizaciéon de los electrones dentro del anillo.

Ejemplo, la transaminacion



Lo primero que sucede en la condensacion del PLP con la transaminasa por medio de la formacion de una
imina, a la que denominaremos aldimina por provenir de un aldehido, con una amina de la lisina del C.A. E:
deshidrogenacidn deja un nitrégeno cationico cuyo protén forma un puente de hidrogeno con el O" (debido
la pérdida del protdn en la entrada al centro activo). A partir de esa union, la aldimina a la que llamaremos
interna por producirse entre la CoE y la E, hace susceptible de un ataque nucleofilico de una amina
desprotonada de un aminoacido, al carbono carbonilo, empezando la primera sustitucién nucledfila.

» Consiste en la unién del aminoacido por su nitrégeno al PLP liberandolo de su unién con la lisina del C.A
Se forma entonces una aldimina externa por formarse entre el CoE y el sustrato. La lisina queda
desprotonada, con lo que se convierte en un nucledfilo (base) que ataca al protén del carbono
provocando una reorganizacion de los electrones por todo el complejo CoE"S.

« Esta reorganizacion de la aldimina externa se estabiliza por resonancia formando in intermediario
guinoideo, que se caracteriza por la formacidn de un doble enlace entre el carbono y el Ny entre el
siguiente carbono y el anillo. Este Gltimo doble enlace, ataca a la lisina, ahora en forma de acido debido ¢
exceso de electrones que le llega del nitrégeno del anillo, ahora sin carga.

« La pérdida del proton de la lisina vuelve a dejar a esta en forma de base, mientras que la captura del mis
por parte del doble enlace C"Anillo regenera la carga en el nitrégeno del anillo y mantiene el doble enlace
entre el carbono y en nitr6geno, fundamental en el siguiente paso. E este paso, por tanto, se forma una
cetimina, ya que proviene de una condensacién con una cetona.

 La entrada de una molécula de agua provoca la hidrdlisis de la cetimina, debido a la potencialidad
electrdéfila del carbono y a la polarizacion que realiza la lisina al abstraer un protén del agua, actuando de
base general. El resultado de esta hidrdlisis es la salida de un "cetoacido y de Piridxamina fosfato, que h
capturado el grupo amino del aminoacido que entré en el paso 1.

La Piridoxamina servira como coenzima al segundo sustrato, otro "cetoacido al que se convertira en
aminoacido mediante los pasos antes descritos pero de manera inversa. En este recorrido inverso, para libs
el aminoacido sera la amina de la enzima la que atacara.

Se podria pensar que cual es la necesidad de unir el PLP a la enzima, ya que podria saltarse ese paso y fo
directamente una aldimina externa. La respuesta es evidente, la formacion de la aldimina interna hace muc
mas susceptible de un ataque nucledfilo al carbono carbonilo. Esto en definitiva es la base de la catalisis
covalente.

La transaminacidn, como se ve, se trata de una reaccion Ping"Pong.

Sinceramente no estoy muy seguro de que sea carboxilo, pero ya que deriva de un acido creo que sera asi
Recordemos que los centros de reacciéon suelen ser + como C o P.
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