


* Las enzimas. Que son y como actuan.

*Efecto del pH y la temperatura.

*Concepto de sustratos, co-factores y co-enzimas. Sitios

cataliticos y sitios reguladores.

*Cinética enzimatica.

*Enzimas alostéricas.

*Regulacion enzimatica. Inhibicion reversible e

irreversible. Inhibicion competitiva y no competitiva.
*Tipos de enzimas: degradativas (proteasas, lipasas,

glicosidasas, nucleasas), de oxido-reduccion,

transferasas, isomerasas, etc. Pro-enzimas.



Las enzimas. éQué son? ¢CoOmo actuan?

(Proteinas>>> ribosimas)



Las enzimas. Qué son y cOmo actuan
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Las enzimas. Qué son y cOmo actuan

F USTRATOS
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Extracto celular
* Defectos genéticos

e Deficiencia nutricional QK
e |nfeccion viral o bacteriana

\ 4
* Terapia génica
EnfermEdad e Farmacos



Las enzimas. Qué son y cOmo actuan

aumenta la velocidad de reaccion

catalizadores

t é estereo-especificos

ENZIMA

al menos tres puntos de union



La catalisis tiene lugar en el sitio activo
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Concepto de sustratos, co-factores y co-enzimas.

e

Apoenzima Cofactor Holoenzima

(Parte proteica) (Parte no proteica) (enzima completa)

Sustrato




Concepto de sustratos, co-factores y co-enzimas.

Some Inorganic Elements That Serve as Cofactors for Enzymes

Cu?' Cytochrome oxidase

Fe?* or Fe! Cytochrome oxidase, catalase, peroxidase

K- Fyruvate kinase

Mg Hexokinase, glucose 6-phosphatase, pyruvate kinase
Mn2* Arginase, ribonucleotide reductase

Mo Dinitrogenase

Nj2 Urease

Se Glutathione peroxidase

Zn®’ Carbonic anhydrase, alcohol dehydrogenase,

carboxypeptidases A and B



Las coenzimas sirven como reactivos en la transferencia
de grupos

Vitamin Coenzyme Typical reaction type Consequences of deficiency
Thiamine (By) Thiamine pyrophosphate Aldehyde transfer Beriberi (weight loss,
heart problems,
neurological
dysfunction)
Riboflavin (B,) Flavin adenine Oxidation—reduction Cheliosis and angular
dinucleotide (FAD) stomatitus (lesions of the
mouth), dermatitis
Pyridoxine (By) Pyridoxal phosphate Group transfer to or from Depression, confusion,

Nicotinic acid (niacin)
Pantothenic acid
Biotin

Folic acid

By,

C (ascorbic acid)

Nicotinamide adenine
dinucleotide (NAD™)

Coenzyme A
Biotin—lysine complexes
(biocytin)

Tetrahydrofolate

5'-Deoxyadenosyl cobalamin

amino acids
Oxidation—reduction

Acyl-group transfer
ATP-dependent

carboxylation and
carboxyl-group transfer
Transfer of one-carbon
components; thymine
synthesis

Transfer of methyl
groups; intramolecular
rearrangements

Antioxidant

convulsions

Pellagra (dermatitis,
depression, diarrhea)

Hypertension
Rash about the

eyebrows, muscle pain,
fatigue (rare)

Anemia, neural-tube
defects in development

Anemia, pernicious
anemia, methylmalonic
acidosis

Scurvy (swollen and

bleeding gums,
subdermal hemorrhages)




Mecanismos de regulacion enzimatica

* Regulacion alostérica:

e Modificacion covalente:

e Activacion o desactivacion por clivaje:

W
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é¢Como les asighamos un nombre a las enzimas?

1-Nombre recomendado: corto y apropiado para su uso coloquial, por ej. Creatin-quinasa.
2-Nombre sistematico: identifica la reaccidon que cataliza, por ejemplo ATP-creatinfosfotransferasa.

3-Numero de clasificacion: asignado por convenciones internacionales de especialistas que se utilizan
como identificador inequivoco, por ej. en publicaciones cientificas, EC2.7.3.2

e 1. Oxidoreductasas (catalizan oxidaciones y reducciones)
e 2. Transferasas (catalizan la transferencia de restos con grupos glucosidos, metilos, fosfatos)
e 3. Hydrolasas (catalizan la ruptura hidrolitica de C—C, C—0, C—N, y otros tipos de uniones)

e 4, Liasas (catalizan la ruptura de enlaces C—C, C—0, C—N, y otros tipos de uniones por
eliminacion de un atomo dejando un doble enlace.

e 5. Isomerasas (catalizan cambios geométricos o estructurales dentro de una misma molécula)
e 6. Ligasas (catalizan la unién de dos moléculas acoplada a la hidrdlisis del ATP)

e Segunla IUB el nombre de la hexoquinasa es:

e ATP:D-hexose 6-phosphotransferase E.C. 2.7.1.1. Este nombre identifica a la hexoquinasa como un
miembro de la clase 2 (transferasas), subclase 7 (transferasas de grupos fosfato), sub-subclase 1
(alcohol es el aceptor del fosfato), y "hexose-6" idica el alcohol fosforilado es en el carbono 6 de la
hexosa.



Las enzimas se clasifican segun el tipo de reaccion en
gue intervengan

e 1. Oxidoreductasas (catalizan oxidacionesy
reducciones)
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Las enzimas se clasifican segun el tipo de reaccion en que intervengan

2. Transferasas (catalizan la transferencia de restos con grupos glucésidos,

metilos, fosfatos)

Hexokinase H

OH
H O, H
H
oH H
HO OH
H OH
Glucose ATP

ADP  Glucose G-phosphate
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Las enzimas se clasifican segun el tipo de reaccion en
gue intervengan

3. Hydrolasas (catalizan la ruptura hidrolitica de C—C, C—O, C—N, y otros tipos de
uniones)

EC 3.1: Actuan sobre enlaces éster. (Esterasas, nucleasas, fosfodiesterasas, lipasas,
fosfatasas)

EC 3.2: Glicosilasas.

EC 3.3: Actuan sobre enlaces éter.

EC 3.4: Actuan sobre enlaces peptidicos. (Peptidasas)

EC 3.5: Actuan sobre enlaces carbono-nitrégeno no peptidicos.
EC 3.6: Actuan sobre los anhidridos de los acidos. (Helicasas, GTPasa)
EC 3.7: Actuan sobre los enlaces carbono-carbono.

EC 3.8: Actuan sobre los enlaces haluro.

EC 3.9: Actuan sobre los enlaces fosforo-nitrogeno.

EC 3.10: Actuan sobre los enlaces azufre-nitrogeno.

EC 3.11: Actuan sobre los enlaces carbono-fosforo.

EC 3.12: Actuan sobre los enlaces azufre-azufre.

EC 3.13: Actuan sobre los enlaces carbono-azufre.



Las enzimas se clasifican segun el tipo de reaccion en
gue intervengan

e 3. Hydrolasas (catalizan la ruptura hidrolitica de C—C, C—0O, C—N, y otros tipos de
uniones)

* Lalipasa es una enzima ubicua que se usa en el organismo para disgregar las
grasas de los alimentos de manera que se puedan absorber. Su funcidn principal es
catalizar la hidrdlisis de triacilglicerol a glicerol. Las lipasas se encuentran en gran
variedad de seres vivos.

0
0 R—C—OH
CH,—O—C—R CH,—OH
0 LIPASA (")
CH—O—G_pr  + 3H,0 R—C—OH + CH—OH
0 0




3. Hydrolasas (catalizan la ruptura hidrolitica de C—C, C—0O, C—N, y otros tipos de
uniones)

La lipasa es una enzima ubicua que se usa en el organismo para disgregar las
grasas de los alimentos de manera que se puedan absorber. Su funcién principal es
catalizar la hidrdlisis de triacilglicerol a glicerol. Las lipasas se encuentran en gran
variedad de seres vivos.



QUIMIOTRIPSINA



Las enzimas se clasifican segun el tipo de reaccion en

gue intervengan

4. Liasas (catalizan la ruptura de enlaces C—C, C—0O, C—N, y otros tipos de
uniones por eliminacion de un atomo dejando un doble enlace.

En bioguimica, una liasa es una enzima que cataliza la ruptura de enlaces quimicos en compuestos
organicos por un mecanismo distinto a la hidrdlisis o la oxidacion, reacciones que son realizadas por
enzimas especificas llamadas hidrolasas y deshidrogenasas respectivamente. Resultado del proceso
de ruptura se forman frecuentemente nuevos dobles enlaces o nuevas estructuras en anillo.

Los nombres sistematicos de estas enzimas son "substrato grupo liasa". Los nombres comunes
incluyen descarboxilasas, deshidratasas, aldolasas, etc

EC 4.1, incluye enzimas que rompen enlaces carbono-carbono como las descarboxilasas (EC 4.1.1),
aldehido liasas (EC 4.1.2), oxodcido liasas (4.1.3) y otros (4.1.99).

EC 4.2, incluye enzimas que rompen enlaces carbono-oxigeno como las deshidratasas.
EC 4.3, incluye enzimas que rompen enlaces carbono-nitrégeno.

EC 4.4, incluye enzimas que rompen enlaces carbono-azufre.

EC 4.5, incluye enzimas que rompen enlaces carbono-haldgeno.

EC 4.6, incluye enzimas que rompen enlaces carbono-fésforo como la adenilato ciclasa y la
guanilato ciclasa.

EC 4.99, incluye otros tipos de liasas como la ferroquelatasa.



Las enzimas se clasifican segun el tipo de reaccion en
gue intervengan

e 4. Liasas (catalizan la ruptura de enlaces C—C, C—0, C—N, y otros tipos de uniones por
eliminacion de un atomo dejando un doble enlace.

OH OH Q 9 0=P—O0 OH
0—P—0—P—OH o
o O

Adenilato ciclasa cataliza la conversion de ATP a AMPc, una importante molécula
en la transduccidén de la sefial en eucariotas, conocida como un segundo
mensajero, y pirofosfato:
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Las enzimas se clasifican segun el tipo de reacciéon en que intervengan

5. Isomerasas (catalizan cambios geométricos o estructurales dentro de una
misma molécula)

En bioquimica, una enzima isomerasa es una enzima que transforma un isémero
de un compuesto quimico en otro. Podra, por ejemplo, transformar una molécula
de ribulosa en una de xilulosa.

Son isdmeros dos cuerpos quimicos que tienen la misma férmula molecular pero
unas caracteristicas distintas debido a la organizacion diferente de los atomos en la
molécula.

OH ,° OH
% ) OH oH ,° i
4 N OH
OH / y,
— OH
—
OH W z
H-O OH H

planar . Xylulose-5-phosphate
intermediate



Las enzimas se clasifican segun el tipo de reaccion en que intervengan

e 6. Ligasas (catalizan la unién de dos moléculas acoplada a la hidrdlisis del

ATP)/Sintetasa, carboxilasa. Una ligasa (del latin ligar "pegar") es una enzima capaz de catalizar
la unién entre dos moléculas de gran tamafo, dando lugar a un nuevo enlace quimico; generalmente,
sucede junto con la hidrélisis de un compuesto de alta energia, como el ATP, que proporciona energia
para que dicha reaccion tenga lugar.

Glycogenesis

OPO;2
OH } Glucose 1-phosphate
y 1% . r' -
31
i
- i .‘

“
./

'.u)' - h
&
.

Glucokinase (hexokinase 4) |

Phasphoglucomutase

glycogen branchi

2H OH
uracil-diphosphate glucose

glycogen synthase glycogenin
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Temperatura

* EIQ10, o coeficiente de temperatura, es el factor por el cual la velocidad del
proceso bioldgico aumenta cada 10°C de aumento de la temperatura.

T2 6ptima

Velocidad de reaccion

>
temperatura



Concentracion de idon hidrégeno

Actividad
(%)

100+

pH optimo
pH optimo

pH éptimo




Free energy, G

Cinética enzimatica

Transition state ()

:':IZ

Ground
state

Free energy, G

Transition state ()

Reaction coordinate

Reaction coordinate

Las enzimas disminuyen la barrera de |la energia
de activacion para determinada reaccion.



Las enzimas no afectan la constante
de equilibrio Keq

Si bien las enzimas pueden pueden pueden sufrir modificaciones
transitorias durante el proceso de catalisis, siempre terminan intactas
después que se completa la reaccion.

GO para la reaccion final, es funcion exclusivamente de los reactantes de
las etapas iniciales y finales de la reaccion

AG" = —RTIn ﬁfeq
A+B+Enz=P+0Q +Enz
BIONENS
Eﬁq = = ].'[1:.' HE.'

Al[B][Enz]
P[C]
Pl
[A][B




La concentracion del sustrato afecta la
velocidad de reaccion

v="V_,
S
o
=
©
S
IT) Substrate
2 molecule _Active site
[ \ g
p—

1/2 Vmax

Enzy‘me

molecule

Vmax [SJ ~\o
Km + (S)

Km Concentracion de sustrato [S]



La ecuacion de Michaelis-Menten muestra el efecto de
la concentracion de sustrato

V5]
K, +][s]

: )
i =7 )

1. Cuando [S] es mucho menor que Km, el término Km + [S] es esencialmente
equivalente a Km. Si Km + [S] por Km reducimos la ecuacién a (29)

]

Vo [ ] Vesr [S] |

= V. = =
Ko, +15] K.,

Vi |5] (30)

|'Ilrl'l'l L8
IP::l-l'l'l

En donde significa que es “ aproximadamente igual a” . Debido a que Vmax y Km son
ambas constantes, su proporcion es constante también. En otras palabras, cuando [S]
es considerablemente menor que Km, Vo es proporcional a [S]. La velocidad de Ia
reaccion inicial por lo tanto es proporcional a [S].



La ecuacion de Michaelis-Menten muestra el efecto de
la concentracion de sustrato

e 2. Cuando [S] es mucho mayor que Km, entonces el término Km + [S] es
escencialmente igua a [S]. Reemplazando Km + [S] por [S] reduce la ecuacidon (29)
a:

Ve [S] - VelS]

CK +[s] ¢ [s] 0™

W

Entonces, cuando [S] excede significativamente Km, la velocidad de la reaccion es
maxima y no es afectada por mayores concentraciones de sustrato.



La ecuacion de Michaelis-Menten muestra el efecto de
la concentracion de sustrato

3. Cuando [S] = Km la ecuacién (32) establece que cuando [S] esigual a Km, la
velocidad inicial es la mitad del valor maximo. La ecuacion (32) también muestra que

km la concentracion de sustrato a la cual la velocidad inicial es la mitad del valor
maximo

_ VSl Ve[S Vi
K +[5] 2[s] 2

et

En resumen, la ecuacion de Michaelis Menten, es la
ecuacion de la velocidad para una reaccion de un solo
sustrato catalizada enzimaticamente.



La forma linear de la ecuacion de Michaelis-Menten se
usa para determinar K m & V max

Vi [S]
K +[S]
1 K., +[5]
v V]
| K 5]




La doble reciproca o ecuaciéon de Lineweaver-Burk o el grafico
de 1/viversus 1/[S] se usa para evaluar Kmy Vmax.

1 1/(1
" 31(m)




El analisis cinético distingue entre la inhibicion
competitiva y no competitiva

La estructura de los inhibidores competitivos mas
clasicos se parecen a la estructura del sustrato, por
lo tanto se los denomina analogos.

En la inhibicion competitiva el inhibidor se une a la
parte del sitio activo. Por lo tanto, interfiere con la
union del sustrato .

Los efectos de los inhibidores competitivos pueden
ser revertidos aumentando la concentracion de
sustrato.



El analisis cinético distingue entre la inhibicion
competitiva y no competitiva

ki
E—1z *E+1 (45
S + (45)
E .
_IE_k .
[E_l] k—i

Los inhibidores competitivos actuan disminuyendo el nimero de moléculas
de enzima libre disponibles para unir el sustrato, por ejemplo para formar ES,
y por lo tanto eventualmente forman productos tal como se describe a

continuacion:



Grafico de Lineweaver-Burk para inhibidores competitivos.

* La inhibicion se revierte a altas [S], la velocidad max. es independiente de su presencia.
* Mientras menor es Ki, la inhibicion es mas efectiva.
*El inhibidor competitivo no tiene efecto sobre la Vmax, pero aumenta el k'm.

—1( 1]}
¥=—11+ U 47)
'Hrrn h 'Hri 4
Inhibidor
Sustrato competitivo

[S]]

Source: Murray RE, Bender DA, Botham KM, Kennelly PJ, Rodwell v, Weil PA: Harpars
INustrstad Biacharnvistry, 28th Editian: http:/fwww,. accessrmedicine, corm

Copyright @ The McGraw-Hill Companies, Inc all rights reserved,



El analisis cinético distingue entre la inhibicion
competitiva y no competitiva

Para los inhibidores no competitivos, la union del
inhibidor no afecta la union del sustrato.

El complejo enzima- inhibidor puede unir el sustrato,
pero disminuye la eficiencia para transformarlo, y la
Vmax, disminuye.

Los inhibidores no competitivos se unen a la enzima
en sitios distinto al sitio de union al sustrato, no
tienen semejanza estructural con el mismo.

La km no se ve modificada.



Grafico de Lineweaver-Burk para inhibidores no competitivos.

Sustrato

Inhibidor Sustrato
no competitivo \t

Source: Murray RK, Bender DA, Botharm KM, Kennelly PJ, Raodwell Wi, Weil PA: Harpar’s
Nustrstad Biachamistry, 28th Editian: hitpi/fwew,. acceszmedicine.com

Copywright @ The McGraw-Hill Companies, Inc All rights reserved.



Inhibidor acompetitivo

El inhibidor no se une a la enzima sola, se une al complejo enzima sustrato impidiendo que
la reaccidn tenga lugar. Es frecuente en las reacciones que tienen mas de un sustrato

K [
T}ﬂ - (V ™ )[é] Fy Inhibidor

Sustrato \ / acompetitivo
bt .
-~

1(1
[SI\mm



o ° [ Y 4 o
Inhibicion mixta
Generalmente estas enzimas tienen uno o mas sustratos, se une al complejo enzima

sustrato y la enzima sola en un lugar distinto al sitio activo.
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[:The Effects of Inhibition on Enzyme Kinetics J

v Uninhibited
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Inhibidores irreversibles

 Modifican quimicamente la enzima.

* Se unen covalentemente a aminoacidos
escenciales para la unidn del sustrato, para la
reaccion o para el mantenimiento de la
conformacion de la enzima activa.

e Son uniones estables, la enzima es“envenenada”
por un inhibidor irreversible (metales pesados o
agentes alquilantes), permanece inhibida aun
despues que se ha eliminado el inhibidor del
medio circundante.



Inhibidores irreversibles

COO 0 g COO0
0—C. / ' OH
Ser——OH + i:/ Ner. T R 0—C + O/
_ CH, N
N CH, S
COX Aspirina COX acetilada Salicilato

Acetil-salicilico (inactiva)



Enzimas alostéricas

Las enzimas alostéricas son aquellos enzimas (proteinas globulares que
catalizan reacciones quimicas) que presentan centros alostéricos,
activadores e inhibidores, ademas del habitual centro activo.

A este centro alostérico se fija un ligando que modifica la actividad del
enzima. Los ligandos que se unen a los centros alostéricos se conocen como
efectores o moduladores alostéricos.

La grafica que presentan estos enzimas obedece a una cinética sigmoidea
(forma de  caracteristica) de la velocidad inicial frente a la concentracidon de
sustrato, tal como se puede ver en la imagen. Esto es una consecuencia de la

interaccion entre el centro del sustrato, el centro del activador y el centro
del inhibidor.

La mayoria de los enzimas alostéricos se encuentran al inicio o en las
ramificaciones de las rutas metabdlicas.



Enzimas alostéricas

Allosterie activator
stabilizes active form.

Active site
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(b) Cooperativity: another type of allosteric activation

Allostenc enzyme
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Encuesta sobre evaluacion continua

e https://forms.gle/WHEMEAzaXt4kvcZK6
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