ENZIMAS:
CONCEPTOS BASICOS

Y CINETICA




Enzimas: catalizadores

de naturaleza proteica




Seis clases de enzimas

Clase
1. Oxidoreductasas

2. Transferasas

3. Hidrolasas

4. Liasas

5. Isomerasas

6. Ligasas

Tipo de reaccion
Oxidacion-Reduccion
Transferencia de Grupo
Reacciones de Hidralisis

(transferencia de un grupo
funcional al agua)

Adicion o remocion de grupos
para formar dobles enlaces

Isomerisacion
(transferencia intramolecular
de un grupo funcional)

Ligacion de dos substratos
a expensas de la hidrolisis
de ATP

Ejemplo
Lactato deshidrogenasa

Nucleosido monofosfato quinasa
(NMP quinasa)

Quimotripsina

Fumarasa

Triosa fosfato isomerasa

Aminoacil-tRNA sintetasa




Las enzimas requieren de cofactores

enzimaticos




Cofactores Enzimaticos

Coenzima

Tiamina pirofosato

Flavina adenina nucleotido
Nicotinamida adenina dinucleotido
Pyridoxal fosfato

Coenzima A (CoA)

Biotina

5°-Deoxyadenosil cobalamina
Tetrahidrofolate

Metal
Zn2+
Zn2+
Mg+
Mg+
Ni2+

Piruvato deshidrogenasa
Monoamino oxidasa
Lactato dehydrogenasa
Glicogeno fosforilasa
Acetil CoA carboxilasa
Pyruvato carboxilasa
Methylmalonil mutasa
Timidilato sintetasa

Anhidrasa carbonica
Carboxipeptidasa

EcoRV

Hexoquinasa

Ureasa

Nitrato reductasa
Glutation peroxidasa
Superoxido dismutasa
Propionil CoA carboxilasa




Cinética enzimatica:

Formacion de un complejo entre la enzima y

el sustrato (complejo ES).




Dihidrofolato reductasa

Reaccion catalizada:

dihidrofolato + NADPH + H* S tetrahidrofolato + NADP?










Las enzimas no modifican la
posicion del equilibrio de la
reaccion quimica.

Aceleran la velocidad de la reaccion
debido a que modifican el mecanismo
de la reaccion.




Dos posibles mecanismos para la misma reaccion
1) reaccion no catalizada:

SSP

2) reaccion catalizada por una enzima:

S+ESESSEPS E+P




Transition state (%)

S
z
O
-
O
Q
O
—

=

Reaction coordinate




Table 8.1. Rate enhancement by selected enzymes

Enzyme Nonenzymatic Uncatalyzed rate Catalyzed rate Rate enhancement
half-life (kuny 57) (keair 5) (kealkun)
OMP decarboxylase 78,000,000 years 2.8x107" 39 1.4x10"
Staphylococcal nuclease 130,000 years 1.7x107" 95 56x10"
AMP nucleosidase 69,000 years 1.0x10™" 60 6.0x10"
Carboxypeptidase A 7.3 years 3.0x10°° 578 1.9x10"
Ketosteroid isomerase 7 weeks 1.7x10°7 66,000 39x10"
Triose phosphate isomerase 1.9 days 43x10°° 4,300 1.0x10°
Chorismate mutase 7.4 hours 2.6x10°° 50 1.9x10°
Carbonic anhydrase 5 seconds 1.3x10°" 1x106 7.9x10°

Abbreviations: OMP, orotidine monophosphate; AMP, adenosine monophosphate.
Source: After A. Radzicka and R. Wo fenden. Science 267 (1995):90-93.




Modelos de union de una enzima al sustrato:

a) Llave-cerradura
b) Encaje inducido




llave-cerradura

W

Substrate

+

Active site

ES complex

encaje inducido

W

Substrate

N —

ey

ES complex




Cinética enzimatica




V.=V

CURVA DE PROGRESO

inicial

no catalizada

Vequilibrio= O

tiempo




Curva de Progreso




Curva de progreso a diferentes concentraciones de sustrato

A

[P] |Et] = cte
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Analisis de Estado Estacionario

Mecanismo Michaeliano (Michaelis y Menten)

k, ks
E+S«—< ES«—E+P
k, k,

[P] =0, k, no se considera para el analisis

k,
y escribimos: E + S f ES —»E + P
2

donde k; es la constante de velocidad de la etapa
limitante o lenta




Teoria del estado estacionario

Permite deducir una ecuacion de velocidad en
funcion de la concentracion de sustrato.

S1 k; es la etapa limitante,

V, =K;5[ES]

S1 suponemos que la [ES] es constante, entonces:
velocidad de formacion de ES = velocidad de disociacion de ES




Substituyendo en:

V. = k;[ES]

V.= K;[Et][S]
[S] + (k, + k;y)/k;

donde k2 —+ k3 B
k1

K., 0 constante de Michaelis




Entonces:

V, = k;[Et][S]
K. + [S]

S1 la [Et] =[ ES ] entonces

VO: kB [Et] = Vmax




Ecuacion de Michaelis y Menten

Vo=V [S]
K . +[S]







SIGNIFICADO DE LA K

— 3
E+S<ES—E + P
k2

K, =K, +Kk;)/k;

S1 k; es la etapa lenta, entonces:

k, + k; = k,, de donde K, = Kk,/k;




Operacionalmente K _ = [S] con la que se obtiene V__ /2

En estas condiciones K es una medida de la afinidad
de la enzima por el sustrato




Km para algunas enzimas y sustratos

Enzima Sustrato Km (mM)
Catalasa H,O, 25
Hexoquinasa (cerebro) ATP 0,4
D-glucosa 0,05
D-fructosa 0,9
D-manosa 0,06
Glucoquinasa (hepatica) D-glucosa 10
Anhidrasa carbonica HCO; 26
Quimotripsina Gliciltirosinilglicina 108
N-Benzoiltirosinamida 2,5
B-galactosidada D-lactosa 4,0
Treonina deshidratasa L-treonina 5.0
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En forma general, para una enzima V___es funcion de
la etapa limitante y por tanto

Vmax — kcat[Et], de donde

k t=V

ca

max

[Et] numero de recambio (tiempo™!)




SIGNIFICADO DEL NUMERO DE
RECAMBIO 6 k_,:

numero de moléculas de sustrato
convertidas a producto por unidad
de tiempo y por molécula de enzima




Turnover Numbers (k_,;) of Some Enzymes

Enzyme Substrate

kcat (s_l)

Catalase H,0,

Carbonic anhydrase HCO;5
Acetylcholinesterase Acetylcholine
3-Lactamase Benzylpenicillin
Fumarase Fumarate

RecA protein (an ATPase) ATP

40,000,000
400,000
140,000

2,000
800
0.4




Determinacion experimental de Km y Vmax




Determinacion experimental de Km y Vmax




. Cual es la importancia de la razon
k

=t/ K, 0 eficiencia catalitica?




Quimotripsina
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Sitio activo y mecanismo de catalisis

Quimotripsina

carboxylic amine
acid
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Sitio activo de la quimotripsina
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Efecto de Inhibidores




(a) Competitive inhibition
E+S =—— ES >E+P
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(b) Uncompetitive inhibition

E+S ES— E+P




(c) Mixed inhibition

E+S =ES —>E+P
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Inhibicion no competitiva

No inhibidor




ﬂhibidor

1/[S]




Los inhibidores pueden ser utilizados como
agentes farmacologicos.

Drogas anticancerigenas: quimioterapia.
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Inhibicion irreversible o Inactivacion

Quimotripsina

carboxylic amine
acid







di-isopropil-fluorfosfato




Efecto del pH y la temperatura sobre la
actividad enzimatica




Glucose 6-phosphatase
(b)




Efecto de la Temperatura sobre la actividad enzimatica

Vot

desnaturacion por calor
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Regulacion de la actividad enzimatica




Alosterismo




Enzimas alostéricas

Enzimas con sitios de union

para moléculas reguladoras
de la actividad enzimatica en
sitios distintos al del sustrato




Ejemplo: Biosintesis de nucleétidos de pirimidina

Aspartate

> ® Carbamoyl
asp: ” “ phosphate

Lr
carbamc \I P;

N-Carbamoylaspartate

Aspartato transcarbamilasa

dihydroorotase
H;0

L-Dihydroorotate

presenta un sitio alosterico i o
2ATP

2ADP

para la union del CTP o lk
prOduCtO ﬁnal de la Vl,a Uridine 5'-triphosphate (UTP)

metabolica

K‘u
LADPH’

Cytidine 5'-triphosphate (CTP) ®-®-®)-«




Estas enzimas presentan
cinéticas diferentes a la
Michaeliana:

Cinética Sigmoide
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Modelo Concertado
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Ejemplo: Fosfofuctoquinasa

A‘TP A\MP, ADP

\ \
N

R @®

Fructose 6- + ATP Fructose 1,6- + ADP
phosphate 71® @ bisphosphate
[ [

\ \
citrate fructose 2,6-
bisphosphate

(c)
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Aspartato transcarbamilasa: seis subunidades
cataliticas y seis reguladoras
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el estado R

R state

T state R state
(less active) (more active)

CTP favorece el
estado T

Favored by CTP binding Favored by substrate binding




Regulacion de la actividad de una
enzima por modificacion covalente




Covalent modification

Amino acid residues known
to accept covalent modification

ATP ADP

Enz *L

Phosphorylation

ATP PP, 0

I
Enz A—L Enz—fl’—O—CHz

Adenylylation

UTP PP, o

I
Enz AL» E nz—llz'—O—CHg

Uridylylation

NAD nicotinamide

Enz

ADP-ribosylation

OH OH

S-adenosyl- S-adenosyl-
Methylation methionine homocysteine

e Enz—CHjy

Enz

Tyr, Ser, Thr, His

Arg, Gln, Cys,
diphthamide (a modified His)
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activacion por digestion proteolitica
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Regulacion de la actividad enzimatica
por modificacion de su

concentracion
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Transcription

Primary transcript VWV /UL Nucleotides

Posttranscriptional
processing l " mRNA degradation

Mature mRNA AANASNSS
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Lactose Galactoside
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