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Definicion
Catalizadores biolégicos especificos que aumentan la velocidad de las
reacciones bioquimicas sin modificar su equilibrio.

E+S : .ES . EP

.E+P

A

= Las enzimas son necesarias para que las reacciones bioquimicas:

 Se produzcan a una velocidad adecuada para la célula

. Se dirijan hacia rutas utiles y necesarias segun necesidades
energéticas y de produccién de distintas sustancias.

= Casi todas las enzimas son proteinas excepto las ribozimas (formadas
por RNA sélo o asociado a proteinas)

* Importancia
= Agricultura

= [ndustria alimentaria

= Medicina



Caracteristicas

- Gran poder catalitico

Incrementos de velocidad producidos
por algunas enzimas

Cyclophilin 10°
Carbonic anhydrase 107
Triose phosphate isomerase 10°
Carboxypeptidase A 10t!
Phosphoglucomutase 16+=
Succinyl-CoA transferase 1013
Urease 10t
Orotidine monophosphate decarboxylase 167

- Trabajan bajo determinadas condiciones de temperatura y pH
* Regulables
- Alta especificidad



ESPECIFICIDAD

Los enzimas son estereoespecificos porque forman varias interacciones entre

aminoacidos del centro activo y los distintos grupos del sustrato

1 fHZOH ?HZOH
Glicerol quinasa
2 CHOH » OH— C—H
I ATP I
3 CH,OH CH,0PO,
Glicerol L-Glicerol 3-fosfato
1 fHZOH
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Especificidad enzimatica: especificidad de funcion

Un mismo compuesto puede ser sustrato de varios enzimas, que

lo modifican de distinta forma.

Glucosa 6 P DH . 6P-Gluconolactona
Fosfatasa .
. Glucosa + Pi
Isomerasa
» Fructosa 6P
Mutasa | Glucosa 1P




Clasificacion de las enzimas

1.- Oxidorreductasas: Reacciones de oxido-reduccion

2.- Transferasas: Transferencia de grupos intactos de una molécula a otra

3.- Hidrolasas: Reacciones de hidrdlisis

(ruptura de enlaces con participacion del agua)

4.- Liasas: Adicidn o separacion de grupos sin participacion del agua

5.- Isomerasas: Isomerizacion (transferencia intramolecular de grupo)
cis/trans, L/D, aldehido/cetona

6.- Ligasas: Unidn de dos sustratos a expensas de la hidrolisis del ATP

glucosa galactosa

O+ CHO
AT




Centro activo

Region de la enzima donde se une el sustrato
y se lleva a cabo la catalisis




Centro activo

serina reactiva de
la triada catalitica

centro activo
de la tripsina

MNPFLILAFV GAAVAVPVFDD DDIXVGGYTC EENSLPYQVS
LNSGSHFCGG SLISEQWVVS AAHCYKTRIQ VRLGEHNIKY
LEGNEQFINA AKIIRHPKYN RDfLDNDIML IKLSSPAVIN
ARVSTISLPT APPAAGTECL I GADYPDELKC
LDAPVLREAE CKASCPGKIT NS GGKDSWKRDS
GGPVVCNGQL QGVVSWGHGC A K 7

DTIAANS

triada catalitica en
la estructura primaria
de la tripsina




Centro activo

ion idnica interaccion
nte salino)

hidrofobica

subunidad Il
de la citocromo
oxidasa



Principios de la catalisis enzimatica

Disminuyen la energia de activacion sin alterar la energia libre de la reaccién

Alteran las velocidades de reaccion pero no los equilibrios

E+S - *ES  ; > EP g E + P

Estado de transicion

------ %

! Energia libre de activacion (no catalizado)

~ Energia libre de activacién (catalizado)

Energia libre

Estado
inicial
(reactivos)

. estado final (productos)

progreso de reaccion



Principios de la catalisis enzimatica

Estado de transicion

Reaccion no catalizada

AG**(A—B) AG*H(B—A)
KQD; - A — - -_— - - R > GIN M > WO O G .= - - -
£ AG* (A-B) | |
2 b AG°*(B—A)
g Estado basal Reaccién
5 catalizada

ol

Estado basal

v

A : B

Coordenada de reaccion

Energia de activacion AG%: Energia necesaria para que se alcance el estado de
transicién y que se produzca la reaccion.

= Es la energia necesaria para:

 Alinear grupos reactivos
* Formar cargas inestables transitorias
* Reordenar enlaces



Modelos de interaccion E-S

W

Modelo llave — cerradura
Sustrato

= % (Fischer 1890)

Centro
activo

Complejo ES

Enzima

Sustrato e % Modelo del ajuste inducido
comro (Koshland 1958)
activo

Complejo ES

Enzima'



El centro activo de los enzimas es complementario al estado
de transicion de la reaccion catalizada

{a) No enzyme enia, %

@) Ny — 4% — & % %

Substrate Transition state Products g
(metal stick) {bent stick) (broken stick)

(b) Enzyme complementary to substrate
Magnets
O ——

{¢) Enzyme complementary (o transilion slate
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Progreso de la reaccion



Modelos de interaccion E-S

Cambio conformacional inducido por la glucosa en la hexoquinasa




Tipos de catalisis

= Catalisis covalente
= Catalisis acido-base

= Catalisis por iones metalicos



Centro activo

Sitio de union

Sitio catalitico

(C-terminus)

Quimotripsina



Mecanismos de la catalisis

enzyme active site
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Mecanismos de la catalisis

enzyme active site
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Mecanismos de la catalisis

enzyme active site

Quimotripsina



Mecanismos de la catalisis

enzyme active site
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Quimotripsina



Mecanismos de la catalisis

enzyme active site
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Mecanismos de la catalisis

enzyme active site
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A pH fisiologico [H*] y [OH-] bajas: Baja velocidad

Catalisis acido-base

Enzimas donantes o aceptores de [H*]: Aumentan velocidad

Grupos funcionales
de aminoacidos
del centro activo
participan en el
proceso catalitico
como

donadores o
aceptotes de H*

Amino acid General acid form General base form
residues (proton donor) (proton acceptor)
Glu, Asp R—COOH R—COO~
H .
Lys, Arg Rig H R—NH,
Cys R—SH R—S
R—C=CH R—C=CH
, Y ;U
His HN\ /NII HN\ /N.
C C
H H
Ser R—OH R—O~
Tyr R~ )—OH R— V-0




Catalisis acido-base

Triosa fosfato isomerasa

CHD H
0 ¥ C Bo CH § 0
N e =N S
(e I '--H.-.'_.'F"-_'.-_. = == H . OF ¢ r— Ol e (CH_OPO) 2
/ < - / 2 ? /._, - " :
@ : H
. o~ 0 B - -~—
N/ NP N/
Glu 165 é é é
Intermediario enediol, se
G3P se une al forma por transferencia de DHAP unida al
centro activo un protéon de C2 al Glu 165 y centro activo
un proton de His 95 al
carbonilo

E + G3P «— E- G3P~—E-enediol «——E- DHAP «—— E DHAP



Muchos enzimas requieren cofactores para su
actividad

Apoenzima + Cofactor = Holoenzima

I

TABLA 8.2 Cofactores de enzimas

\ Cofactor Enzima
Coenzima
+ . P Tiamina pirofosfato Piruvato deshidrogenasa
Flavina adenina nucle6tido (FAD) Monoamino oxidasa
coenzima Nicotinamida adenina dinucledtido (NAD) ~ Lactato deshidrogenasa
apoenzima holoenzima P‘iridm.(al fosfato G]uc‘(’)genu fusforilfasa
J Coenzima A (CoA) Acetil-CoA carboxilasa
A Biotina Piruvato carboxilasa
5'-Desoxiadenosil-cobalamina Metilmalonil-mutasa
Tetrahidrofolato Timidilato sintasa
) Metal
Zn*" Anhidrasa carbénica
| Zn*" Carboxipeptidasa
x e, Mg®* EcoRV
\*". cc° A / Mg®* Hexoquinasa
Ni** Ureasa
Mo Nitrato reductasa
J Se Glutation peroxidasa
Mn?* Super6xido dismutasa
K" Propionil-CoA carboxilasa




Tipos de coenzimas




Cinética de las reacciones enzimaticas

Las reacciones enzimaticas siguen los principios generales de la cinética de las
reacciones quimicas, pero ademas muestran un rasgo caracteristico: la
SATURACION POR SUSTRATO

Vo = Velocidad inicial ( n° moles P formados/s )

o e e e e e e S R R R R R R R R R S R e e e e

Velocidad, V

[S] = K,y
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Concentracion de sustrato, [S]




Teoria de la accion enzimatica

M. Menten

En 1913 propusieron una ecuacion de velocidad que explica el
comportamiento cinético de las enzimas

K1 K2
E+S 3 ES : - E + P




Velocidad, V

Ecuacion de Michaelis-Menten

K,

- E + P

[S] = Ky,

|
|
|
|
|
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Concentracion de sustrato, [S]

= Bajo condiciones de saturacion,
toda la enzima interviene en la
formacion del complejo ES

= Cuando toda la enzima se
encuentra en forma de complejo ES,
la velocidad de la reaccion es la

maxima posible (V,4,)

= El complejo ES se encuentra en
estado estacionario

[S]
Kn+[S]

max




Velocidad, V

|
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Ecuacion de Michaelis-Menten

V,=V

o

max

[S]

Kn+[S]

o S e e e R R R R R S R SRR R R SRR R R R e e e e

[S] = Ky

bl

Concentracion de sustrato, [S]

o

[S]<<K,

max

[S]

[S1>>K,
V.=V

o max

[S]=K,
V, =%V

max




K.,: constante de Michaelis

K,,: concentracion de sustrato a la cual la velocidad de la reaccién es /2 V

max

K1 K2
E+S - *ES - > E+ P
K,
K = K, + K, SiK, <<< K, K = K
m m
K, K,

= K., indice de afinidad

K, alta === poca afinidad === K, > K,

K, baja =====p> alta afinidad =P K, <K,

= Valores de K, proximos a las [S] fisiologicas



Calculode Ky V... por ecuacion de Lineweaver-Burk

Dobles reciprocos de ecuacion de Michaelis-Menten




Factores que modifican la actividad enzimatica

“* pH s Temperatura ,
pH temperatura
" Inhibicidn irreversible
*» Inhibidores < -
Inhibicion reversible | Competitiva
N <

No competitiva
\.




Efecto de la temperatura

: Las enzimas poseen una temperatura éptima a la cual la enzima
presenta maxima eficiencia catalitica.

= Existe un intervalo en el cual son estables.

N
»

Actividad enzimatica

0 10 20 30 40 50

Temperatura (°C)



Actividad enzimatica

Pepsina

Efecto del pH

Quimotripsina




Inhibidores competitivos

Unién del inhibidor al centro activo del enzima, compite con el sustrato

Inhibidor S
‘Sustrato competiti o
betty Fe—- e, S ELp
+
| |
g
El >
=il
100 = sin inhibidor K, = LETTT]
80| [El]
©
4y}
3 601
S L Ko =K

[1]=5K,

N
o

o

[sustrato] —



Inhibicion reversible competitiva

Inhibidor
Sustrato competitivo

\
3 .

1./v

(0]

[1]

Aumento
[1]

17V, Aumenta K

max
-]

= Vm:«’zx

—1/0(KM

1/[S]



Ejemplos de inhibidores competitivos

Inhibidor
Sustrato competitivo

) '
Metanol Formaldehido
\_ J
Etano| — Alcohol DH ——Acetaldehido
4 N
Etilenglicol Ac. Oxalico

La intoxicacion con etilenglicol o metanol se trata con etanol



Ejemplos de inhibidores competitivos

Quimioterapéuticos: metrotrexato

H,N N N
Y et e
N P
/ N
NH, N H
N
H3C/ \©\\{

o

Metotrexato
H,N N H
\;j[ jﬁ
N
= N
H
OH HN\©\(H

0 07 70
Tetrahidrofolato

= |nhibe sintesis de DNA

= Compite por la dihidrofolato reductasa

Agentes antibacterianos: Sulfamidas

Compiten con el p-amino-benzoico,
necesario para la sintesis de DNA
de bacterias.

Estatinas

Inhiben HMG-CoA reductasa,
enzima limitante sintesis de
colesterol.



Inhibicion reversible no competitiva

Unidén del inhibidor a un sitio distinto del centro activo, no compite con el sustrato

Sustrato Sustrato S
Inhibidor no E + LS
compet|t|vo
S S F[6 - s
100 = iy inhibidor

80

60

[1] =K

Velocidad

40

20 [1] =5 K;

[1=10Ki\
<

[sustrato] —



Inhibicion reversible no competitiva

Sustrato
Sustrat
ustrato \ Inhibidor no \
8 competitivo \ 8 Kmap e Km
—
[1]
a=1+
N ihi Ki
o+ Inhibidor
N
N
K
ad m
« Slope = V. .
.. Vmax V ap = max

& max

Disminuye V

max

=Km




Inhibicion irreversible

Reaccionan con un grupo quimico de la enzima, modificandola
covalentemente.

Por lo general son altamente téxicos. Casi todos los inhibidores
enzimaticos irreversibles son sustancias toxicas (naturales o sintéticas).

» Penicilina inhibe la sintesis de la pared bacteriana
= Aspirina inhibe la sintesis de PG

» Gases nerviosos: diisopropil fluorofosfato (DIFP), inhiben
neurotransmisores

= Hg?*, Pb?*, CN-, As



Regulaciéon Enzimatica

= Las reacciones enzimaticas estan organizadas en rutas metabolicas

A B C D
Y
Y
u
Z
Fructosa 6P Fructosa 1,6diP =— = —_J—— — = Pyr
Glucolisis

pi FB-Pasa n,

Reaccion limitante: Determina la velocidad de la ruta.
Catalizada por enzimas reguladoras (Alostericas)
Vmax mas baja



Regulacién enzimatica

= Regulacion por cambios en la cantidad de enzima
= Sintesis

= Degradacion

= Regulacién de la eficacia catalitica

d i , .
no covalente: Enzimas alostéricas

= Unién de ligandos <

\covalente: Fosforilacion

= Rupturas proteoliticas: zimogenos

= Multiples formas de la enzima: Isoenzimas, complejos multienzimaticos



Regulacién por cambios en la cantidad de enzima

DNA replication

Transcription into mRNA

Translation of mRNA

Sintesis de proteinas

B

B

Ribosome

L

Selection of tRNAs by ribosomes

Aminoacidos

m s

<

Aminnacvlation of tRNA

Proteosoma

Degradacion de proteinas




Cambios en la cantidad de la enzima

= Permite control a largo plazo

Carboxiquinasa
Piruvato Oxalacetato =())-»Fosfoenolpiruvato Glucosa

promotor

Carboxiquinasa



Regulacién enzimatica

= Regulacion por cambios en la cantidad de enzima
= Sintesis

= Degradacion

= Regulacién de la eficacia catalitica

i ) , .
no covalente: Enzimas alostéricas

= Unién de ligandos <

\covalente: Fosforilacion

= Rupturas proteoliticas: zimogenos

= Multiples formas de la enzima: Isoenzimas, complejos multienzimaticos



Enzimas alostéricas

= Enzimas alostéricas: Alostérico = otro sitio

= Proteinas con estructura 422

= Mas de un centro activo y catalitico

Actividad regulada por moduladores alostéricos, unién no covalente

Cinéticas sigmoidea

Cooperatividad

velocidad

[ sustrato ]



Regulacion de la eficacia catalitica: control alostérico

Regulador alostérico: moléculas que se unen a sitios distintos del centro activo y
modifican la actividad enzimatica

Forma inactiva Forma activa Forma inactiva Forma activa

Enzimas homotrépicas Enzimas heterotropicas
el sustrato actua como modulador el modulador es distinto del sustrato



Regulacion de la eficacia catalitica: control alostérico

= Enzimas heterotropicos
Al no ser cinética micheliana no se puede usar el término K, sino K 5

ay Modulador alostérico positivo:
max aumenta actividad

b - - o e e e o v e ) e e e e e e e s e e e e e e

\ La unién y transformacion del

sustrato es cooperativa

Vo (uM/min)

Modulador alostérico negativo:
disminuye actividad

[S] (mM)



Regulacion de la eficacia catalitica: control alostérico

cAMP

RS c [T <:f\—C v
# R R ) > +
y e . /

Activo Activo
PKA inactiva PKA activa




Modificacion covalente

Phosphorylation
(Tyr, Ser, Thr, His)
ATP ADP fl,
Enz AL? Enz —FI’—O'
o-
Adenylylation
(Tyr)
ATP PP, 0
I
L W —p—o—cH,
o-
H
OH OH
Acetylation
(Lys, a-amino (amino terminus))
Acetyl-CoA HS-CoA o
Il
Enz \ / > Enz —C—CH;
Myristoylation

(x-amino (amino terminus))

Myristoyl-CoA HS-CoA 0

\ / > Enz —ﬂ—(CHz)u—CHz

Enz

Ubiquitination

(LyS) HS- @

0
(0]
C & N ‘ Il C
~ activation i’ =S

o Activated ubiquitin

0
g—s—@
Activated ubiquitin  Hs- €2) o
N, N I _@

Enz > Enz —N—C
H

ADP-ribosylation
(Arg, GIn, Cys, diphthamide—a modified His)

NAD nicotinamide

Enz » Enz

OH OH

Methylation
(Glu)

S-adenosyl- S-adenosyl-
methionine homocysteine

N A

Enz > Enz—CH;



Modificacion covalente

= Union covalente de ligandos

= Fosforilacion/desfosforilacion o D
) | ]
ATP . AD P *HzN—C—COO *HzN—C—CO0O0
Quinasa L L
Serina Treonina
. = H
Enzima Enzma@ O
"
Fosfatasa e \c‘:HZ
P i *HzN—C—COO~
H
Tirosina

Fosforilasa quinasa

T

Glucoégeno fosforilasa b Glucoégeno fosforilasa a

(poco activa) ~—_ (mas activa)

Fosforilasa fosfatasa



Modificacion covalente

= Unidon covalente de ligandos

= Fosforilacion/desfosforilacion

Ser*  OH OH Serk

side \ | side

chain CH, CHy; chain
Glucogeno

Fosforilasa b
(menos activa)

2P, 2ATP
Glucogeno  6lucogeno
fosforilasa - fosforilasa
uinasa
fOSfoOSG 2H2O 2ADP q
@O O/@
/
CH,

N
CH,
Glucogeno
Fosforilasa a
(mas activa)




Activacion por ruptura proteolitica

Zimoégenos o proenzimas (mactlvos) _ Inactiva
Ruptura enlaces peptidicos (cambio conformacional)
ruptura

Enzima activa - - Activa

= No requiere ATP ﬂ

= [rreversible sustrato

= Enzimas proteoliticas (proteasas) del estbmago y pancreas

= Sistema de coagulacion de la sangre



Activacion por Ruptura Proteolitica: Enzimas Digestivas

= Enzimas proteoliticas (proteasas) del estdbmago y pancreas

y H+ V“
Estomago: Pepsinégeno > Pepsina

Pancreas: Tripsinogeno, Quimotripsinogeno, Procarboxipeptidasa (inactivas)

Enteropeptidase .
Enzimas activas sl Se rompen en duodeno--activan
L, l /> Después de actuar se degradan
Zimogenos 5
Trypsinogen Trypsin

f JL :
L

Proelastase  Elastase Procarboxy-  Carboxy-
peptidase  peptidase

Chymotrypsinogen = Chymotrypsin Prolipase Lipase



Activacion por ruptura proteolitica

Activacion quimiotripsindgeno

Quimotripsindégeno
(inactivo)

88— Oy

Cys
lTripsina

CYSXS\S_...-«CyS

Arg lle

m-quimiotripsina

(activa)
S—S
B =8
Quimiotripsina
Ser Arg Thr Asn
— +
v Tyr Ala

a-quimiotripsina Leu lle
(activa)
a5
=i



Activacion por Ruptura Proteolitica
Hormonas Peptidicas

Proinsulina (inactivo)

Fragmento eliminado

Insulina (activa)



Isoenzimas o isozimas

Diferentes formas estructurales de una enzima que catalizan la misma reaccion

= Difieren en sus secuencias de aa, en sus parametros cinéticos y/o propiedades
reguladoras

= Juegan un papel importante en la regulacion de procesos metabdlicos

= Ejemplo: Lactato deshidrogenasa Piruvato » Lactato (en ausencia de O,)

Dos cadenas Hy M

Corazén  Rifén/ Cel.rojas Cerebro Leucocitos Musculo Higado

H, [ | == e e e
H,M — e ] ] —

tH,M, — T S— B = s _
HM, —  —
M, e — ea i




= Aunque catalizan la misma reaccion difieren en sus valores de K_, para el piruvato

Isoenzimas o isozimas

El piruvato inhibe alostéricamente H, pero no M,

Musculo Corazon
Glucosa Glucosa
I I
I I
| LDH (M,) | LDH (H,)
Piruvato > Lactico Piruvato
Km l | Km 1
I
I
CO,'+ H,0

Trabajo anaerobio

Trabajo aerobio




