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Algunos hitos importantes en el descubrimiento de las enzimas

CH,,0, = 2CH,CH,OH +

Buichner en 1890

demostro que un

Fermentacion de extracto libre de
azucares células de levadura
podia transformar la

glucosa en etanol

Saccaromyces cerevisiae

2CO,

Summer, en 1926
cristalizé la enzima
ureasa y demostro
Su naturaleza
proteica



La palabra "ENZIMA” viene del
griego:

Prefijo “en” (en el interior) y “Zymé”
(levadura)
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Cada punto representa un
metabolito dentro de esta red
de reacciones que constituyen el
metabolismo intermediario.
Cada reaccion es catalizada por
una enzima especifica
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http://www.web.virginia.edu/Heidi/chapter1/Flash/metamap_db.html
http://www.web.virginia.edu/Heidi/chapter1/Flash/metamap_db.html

Sitio Activo o Catalitico



(A)

(B) N- 1l 1 L€
1 35 52 62,63 101 108 129




Mecanismo de la actividad de una enzima

Sustrato Productos

Enzima Complejo Enzima
Enzima-Sustrato



ENZIMAS

[E-S] —, Seforma un Complejo Activado

o Estado de transicion

E La Enzima disminuye la energia
necesaria para lograr el estado de
transicion




Energia libre, ¢

Perfil de energia de una reaccion quimica exergonica (AG<O0)

Estado de transicion 'If,i)

Energia de
activacion

G,
s N - 15(_'; ro
Estad -
basal P
Estado
basal

Coordenada de reaccion



Los catalizadores bajan la Energia de activacion facilitando la reaccion

Estado de transicién ()

Energia libre, ¢

Coordenada de reaccion

P Curso de la reaccion


file:///C:/Users/Marco/Desktop/Docencia Lenov 2016/Unidad-2 2016/Enzimas animaciones/Enz Catálisis curso de reac.mov
file:///C:/Users/Marco/Desktop/Docencia Lenov 2016/Unidad-2 2016/Enzimas animaciones/Enz Catálisis curso de reac.mov

Modelo Llave = Cerradura

Sustrato %
T >

Sitio
activo

Complejo
Enzima-sustrato

En Zi ma Stryer 8 - 2000



Modelo de Ajuste Inducido

W

Suétrato

© [

Complejo
Enzima-sustrato

En Zi ma Stryer 8 - 2000



{a) No enzyme o
. N L P,

(J

Free energy, ¢

Eubstrate Transition state Products
imetal stick) (bent stick) (broken stick)




{a) No enzyme an T

Fubstrate Transition state
imetal stick) (bent stick)

(b} Enzyme complementary to substrate

Magnets

——

O

ES

— dy

Products
(broken stick)

Free energy, ¢

Free energy, &G




{a) No enzyme

a ) —— é/\é —r&%

Fubstrate Transition state
imetal stick) (bent stick)

(b} Enzyme complementary to substrate

Magnets

——

O

ES

{c) Enzyme complementary to transition state

Products
(broken stick)

Free energy, &G Free energy, ¢

Free energy, &G

Reaction coordinate
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reaccion
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reaccion
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eaccion o

La orientacion espacial de
los grupos quimicos
reacclonantes afecta a la
velocidad de las reacciones.
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TABLE 6-5 Some Rate Enhancements
Produced by Enzymes

Cyclophilin

Carbonic anhydrase

Triose phosphate isomerase
Carboxypeptidase A
Phosphoglucomutase

succinyl-CoA transferase

Urease

Orotidine monophosphate decarboxylase

10’

10°

1{]11
1{]12
1{]13
1{]14
1{]1?’




Caracterisitcas generales de las Enzimas :

Facilitan una reaccion termodinamicamente posible
(Disminuyen la E de Activacion)

Se recuperan al final de la reaccion

Tienen Sitio Activo Catalitico: en el que se reconoce al
sustrato y ocurre la catalisis

Son especificas : Reconocen a su Sustrato y lo
modifican siempre igual

Son altamente eficientes

Su accion puede ser regulada : lavelocidad de
reaccion puede aumentar o disminuir




En algunas Reacciones Enzimaticas se requiere la
participaciéon de una Coenzima o de un Cofactor :

Estos componentes participan

E-CoEnz- S en el Estado de transicion
CoEnz CoEnz
Modif
s E



TABLE 8.2 Enzyme cofactors

Cofactor

Enzyme

Coenzyme
Thiamine pyrophosphate
Flavin adenine nucleotide
Nicotinamide adenine dinucleotide
Pyridoxal phosphate
Coenzyme A (CoA)
Biotin
5"-Deoxyadenosyl cobalamin
Tetrahydrofolate

Metal
7n2t
7n2t
Mg2+
Mg2+
Ni2+
Mo
Se
Mn2+
K+

Pyruvate dehydrogenase
Monoamine oxidase
Lactate dehydrogenase
Glycogen phosphorylase
Acetyl CoA carboxylase
Pyruvate carboxylase
Methylmalonyl mutase
Thymidylate synthase

Carbonic anhydrase
Carboxypeptidase

EcoRV

Hexokinase

Urease

Nitrate reductase
Glutathione peroxidase
Superoxide dismutase
Propionyl CoA carboxylase




Las enzimas se clasifican de acuerdo al tipo de
reaccidon que catalizan en seis grupos:

Oxido-reductasas
Transferasas
Hidrolasas

Liasas (sintasas)
|Isomerasas

Ligasas (sintetasas)

O AWNE

BIOCHEMICAL NOMENCLATURE COMMITTEES: http://www.chem.gmul.ac.uk/iubmb/nomenclature/



http://www.chem.qmul.ac.uk/iubmb/nomenclature

Class

Reaction type

Important subclasses

O = Reduction equivalent

oY) De drogenasesd
; Oxidases, peroxidases
1 Oxidoreductases N m - > . ‘0 U\ Pyl
Monooxygenases
Ared Box Aox Bred Diaxygenases
- Ck-’Trar;,?feras?s
] Glycosyltransferases
2 Transferases & ;o % Aminotransferases
Phosphotransferases
A-B C A B-C
Q Es';erasss
i Glycosidases
i Cﬂ) o Peptidases
Amidases
A-B H>O A-H B-OH
C-C-Lyases
[ C-O-Llyases
4l:yases ; & P — C-N-Lyases
(“synthases”) C-S-lyases
A B A-B
; : Epimerases
") cis trans Isomerases
¢ 2 -— | Intramolecular
: transferases
A Iso-A
B x=A.G.U.C XDP C-C-Ligases
Ligases > 1 C-0O-Ligases
6(‘sy thetases”) * -« * C-N-Ligases
C-S-Ligases
A XTP ® ga




Reaccion que ocurre en el citosol de las células animales

Lactato
C|JOO' deshidrogenasa COoO"
=% H—%—OH
s CHg
Piruvato —

NADH + H* NAD*
Cofactor Cofactor
reducido oxidado

EC1.1.1.27



0 2
H H
Q=P —0" H H
HO HO
0 NH,
N
0=P— 0" </ f\m
H N
H H
HO OH

Nicotinamide adenine dinucleotide
(NADH)
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— A. Lactate dehydrogenase: structure

.
7

Lactate
Pyruvate — dehydrogenase _’[ Lactate
/ 1.1.1.27 \'
NADH +H® NAD®
1. Tetramer 144 kDa
Zanctivecenter Substrate Mobile Coenzyme
Essential (lactate) loop (NAD®)
amino Enzyme
acids protein
Arg-109
His-195
Arg-171
. >
>
» &




Espectro de absorcion del NAD

Absorbance

Oxidized
(NAD")

5| SRR | 1

1 | | 1 | 1

220 240 260 280 300 320 340 360 380
Wavelength (nm)
(b)

Una forma de poder medir la concentracion de NADH en un medio
acuoso a traves de la absorbancia a una longitud de onda de 340 nm



Isoenzimas o Isoformas

— B. lsoenzymes

Lactate dehydrogenase M

RYLMGERLGYHPLSCHGWVLGEHGDSSVPVWSGMNVAGCSLKTLHPDL GTD..
1. Gepe

RYLMAEKLG IHPSSCHGW | LGEHGDSSVAVWSGV NVAGVSLQELNPEMGTD..
Lactate dehydrogenase H

LDHT  (Hgy) % Skeletal muscle
LDH2  (M1H3) % Liver
LDH3  (M2Hp) %
LDH4  (M3Hy) %

Cardiac muscle

LDHS (M
(Ma) % LDH5 LDH4 LDH3 LDH2 LDH1

2. Forms 3. Separation by gel electrophoresis

Brain




CINETICA ENZIMATICA

. Cual es el mecanismo de catalisis de una enzima?
. Quée factores afectan la catalisis?
., Como se regula la velocidad de catalisis enzimatica?



Curva de Progreso S— P

[P]

S—P

S— P

tiempo

Indica cobmo cambia la concentracion de Sy P en el tiempo




[Si]

[ElT

Curva de progreso para una reaccién
catalizada por un enzima

[S] [P]

[E]

[S]>> [E]

tiempo



Cinética Michaelis - Menten

Leonor Michaelis, Maud Menten,
1875-1949 18791960

Michaelis y Menten desarrollaron un modelo que
intenta explicar las reacciones enzimaticas (1913)

Michaelis L and Menten M L 1913 Kinetik der Invertinwirkung; Biochem. Z. 49
333-369



Velocidad de reaccién V),

Curva de Michaelis - Menten
0.35 -

0.30 - \

0.25 -

% Vmax
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0.15 A

0.10 -

0.05 -

0.00

0 1000 2000 3000 4000

Concentracion de sustrato [S]



La velocidad de la reaccidén al inicio de esta

Equilibrium

T 0
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k,
S +E [E - S]

k,

ky

Consideraciones:

> Sistema en Estado Estacionario : [ES] cte.

> E total — E libre + ES = cte.
> Se mide vel. inicial .. v =k, [ES]

> (Cuando toda E estd como ES: E saturada; v=
Vmax ; S = concentracion saturante

k, [S][E] = k,[ES] + Kk, [ES]



S + E [E - S] E +P
k,
Velocidad de formaciéon de [ES] = kl [SI[E] = k1 [S] (Etotal_ [ES])
Velocidad de desaparicion de [ES] = k2 [ES] + k3 [ES]

Se asume que el sistema se encuentra en estado estacionario, por lo tanto [ES] = constante

k, [S][E] = k,[ES] + k, [ES]



k, [S] [E] = k,[ES] + k; [ES]

YOT K+ (S

V, corresponde a la Velocidad inicial
Cuando la enzima est4 saturada se logra la Velocidad maxima V.,

K., = Constante de Michaelis ( k; + k,)/ k,

Vinax = Kz [Eo]



Efecto de [ S ] sobre 1a velocidad de una Reaccién Enzimatica

E + S—— ES E + P
/'Vmax

T Vmax

=

-

O

O

(&)

o

CT) Vmax/2 |

o |

2 |

ge; |

O |

o |

QL |

> K
| M
|/

Concentracion de sustrato [S]



1V

-1/K,_

[S]

1V max

1/[8]

_ VoilS]
Yom gk, + (8]

MICHAELIS - MENTEN

1
I — m +
VO V Efx[s] Vg

LINEWEAVER - BURK

(Gréfico de dobles
reciprocos)



Vmax

Keat =
[E]+

Numero de recambio de una enzima es el numero de
moléculas de sustrato convertidas en producto en unidad de
tiempo por una molécula de enzima cuando esta esta saturada

de sustrato.




Enzima Sustrato | Ky M | k.. 6D | k../ Ky

(M -1S1)

Acetilcolinesterasa | Acetilcolina 9,5x 107° 1,4 x 104 1,5x 108

Anhidrasa CO, 1,2 x 102 1,0 x 106 8,3 x 107

carbonica HCO. 26x102 | 40x10° | 1,5x 107

Catalasa H,0, 2,5 x 102 4,0 x 107 4,0 x 108

Quimotripsina | Nacetilglicna | 4 4x 101 | 5,1 x 102 1,2 x 101
etil ester

N-acetiltirosina 6,6 x 10 4 1’7 x 101 2,9 x 105

etil ester




Numero de recambio de algunas enzimas

TABLE 6-7 Turnover Numbers, k..., of Some Enzymes

Enzyme Substrate Keat (571
Catalase H-05 40,000,000
Carbonic anhydrase HCO3 400,000
Acetylcholinesterase Acetylcholine 14,000
3-Lactamase Benzylpenicillin 2,000
Fumarase Fumarate 800

RecA protein (an ATPase) ATP 0.4



Definiciones estructurales

 Estructura proteica y otro
componente idnico o molecular

|

Apoenzima

*Parte proteica

|

Parte no
proteica

e Cofactores
e Coenzimas

Si la parte no proteica esta firmemente unida a la proteina:
Grupo PROSTETICO




¢, Como se modifica la actividad de las enzimas?

\'s
E+S + Coenzima E + P
* Sustrato
Componentes * Enzimas
« Coenzima

* Temperatura
() pH
* Fuerza idnica

Condiciones
ambientales

Presencia de .

) Metabolitos
moléculas que

« Mensajeros celulares
« Farmacos, toxinas, etc.

afectan la
interaccion E-S




Relative activity

Efecto del pH sobre |la actividad enzimatica

Papain Cholinlesterase

U Optimum pH of Some Enzymes
Pepsin Enzyme Optimum pH

Pepsin 1.5

Catalase 7.6

Trypsin 7.7

Fumarase 7.8

Ribonuclease 7.8

Arginase 9.7




Proportion BH®

Proportion A

\/
1.0- = = & — =

N/
Y

__Y_ .

-

Cuando varia el pH del medio,
cambia el estado i6nico de los
grupos ionizables. Si cambian
su estado i6nico los residuos de
aminoacidos del sitio activo de
la enzima, se altera la catalisis



=il " Denaturation
0.8 ~— | Enzyme .
' active A medida que aumenta la
temperatura se produce un
fecto cinético (mayor
Increased erect .
‘E‘ 0.6 activity e velocidad) hasta cierto punto.
+= Luego se manifiesta un efecto
J
< to tjamperature de desnaturalizacion de la
Increase _
0.4 enzima.
BH®
|
0.2 LA
Enzyme
0.0 denatured

0 10 20 30 40 50

Temperature (°C)



Modificacion de la actividad enzimatica por la accion de:

v
* Inhibidores
* [nactivadores
e Moduladores




Inhibidor

Sustrato \ competitivo

Enzima

Sustrato
Inhibidor no
competitivo




Inhibicion Competitiva

iﬂ"j FAD FAD H, H.__C0O0"
H- \\_ / C
H - ¢
| - Succinato -ngc""'* *""'H
COO0™ Deshidrogenasa
Succinato Fumarato

COOH

CH,

COOH

MALONATO



Inhibicion
Competitiva

- Reversible
- No se afecta la V maxima

YR \}ﬁ}
/'_E = I\__,/
- CEI

Stryer 8 - 2000

Velocidad inicial

100 —

S

\
fr——— G s E + P
+ :

[Sustrato] —




Doble Reciproca- Inhibicion Competitiva

1/V

+ Inhibidor

/ competitivo

\ Sin inhibidor
(Control)

]/[S] Stryer 8 - 2000




Inhibicién NO
Competitiva

-Reversible
- No se afecta la Km

- Disminuye el N° de recambio

Sustrato

Inhibidor \
no competitivo\ '

Velocidad inicial

100

80

60

40

20 |

[ =K;

[1] =5 K,

N

[Sustrato] —




Doble Reciproca- Inhibicion NO Competitiva

inhibidor No

/ competitivo

1/V

Sin inhibidor
(Control)

O ]/[S] Stryer 8 - 2000




Inactivacion de la actividad enzimatica

Proceso
Irreversible
f i
SH | 5x > PN
i o i e e H, . WS P “NH, + I + H*
Cys

Enzima

Enzima Yodoacetamida Inactivada

Stryer 8 - 2000




R ————Variable group
|

C=0 Thiazolidine
| ring
HN /CH
| H_ S ke
Hc———c/'\c\
| I | “cH,
C—N—C\ <
I q ~COO
O

Reactive peptide bond
of Plactam ring

Penicilli
enicillin R
OH (|:= 0
|
STr i\ HT\II
. | H_S CH,
Gl}\:opepfnde = HC —C/ \C/
transpeptidase ~ | | | N\
L CH,
Active enzyme 0= ? H EI\‘COO_
O
|
Ter
Glycopeptide
transpeptidase

Penicilloyl-enzyme complex
(enzymatically inactive)



ENZIMAS ALOSTERICAS

Al
HEN_‘TL_H L-Treonina
H—C—OH
dn,
-~ | E; Treonina dehidratasa
A
Las enzimas E,
alostéricas estan en B
puntos de regulacion E,
clave de una ruta ‘
metabodlica
E,
D
E5
HE
HQN_é_H

. [—I—é—GHg L-Isoleucina
Hg
Hy




[S]

Las enzimas alostéricas tienen una curva cinética de tipo sigmoideo



En 1965 Jacques Monod, Jeffrier Wyman y Jean-Pierre Changeux,
propusieron un modelo que explicaria el comportamiento de las
enzimas alostéricas. (modelo MWC)

Forma Relajada Forma Tensa

Se plantea un equilibrio entre dos conformaciones de la enzima: la forma
relajada con mayor actividad y la forma tensa con baja actividad.




Proteina dimérica en dos estados conformacionales en
equilibrio

K=—— Kesgrande (T == Ry)




La union del sustrato desplaza el equilibrio hacia la forma R

F St

7 N
L
~
\
N : FT/
4 (substrate (effector or
binding site)  allosteric
binding site)

e ©
Substrate
4

'Substrate

R, bound




En presencia de una efector positivo (activador de la enzima) M

RTDXJ

Rubstrate ._ B !\_\A-:tivat:-r

R4

Activator
N

% )

Riin g



En presencia de un efector negativo (inhibidor de la enzima) *

- 7?
B [\_\A-: Hyator \(_Inib 1tor

Substrate .y

Activator
N

% )

Riin g

Y = saturacion de la enzima




Enzimas Alostéricas Conformacion Relajada (R) vs
Conformacion Tensa (T)

Estado R
Modulador o

V Efector (<

Estado T

Modulador o
Efector (-)

[Sustrato] — Stryer 10 - 2000




Modificaciéon covalente de proteinas

ATH ADF
Il =

Enz-Ser — OH (Enz —Ser)—0—PO,>

FOSFATASA
+
Estado 1 \>@< Estado 2
HE

(enz. desfosforilada) M o (enzima fosforilada)



Modificaciéon covalente de proteinas

NH;

£ O O 0o
OH ;
- 0 p I P \ N
p 0 ¥ 0 0 / &
. 0 O o ‘ N
Enzima ,\
RESIDUOS DE: HO  OH Proteina Quinasa
' ATP
Serina
NH
Treonina | _— » y
i i 0
Tirosina SRS 4 i | E '
0 “C -
0 U UU . . O / p
i HO OH
Enzima >

fosforilada

Las Enzimas pueden activarse o inhibirse por modificacion
con fosfato

H*



Activacion de zimogenos
(Proteolisis dirigida)

Proteasa
I :) +

Proenzima o zimoégeno Enzima
(conformacion inactiva) (conformacion activa)



Muchas veces las enzimas se sintetizan
en estado de zimdgeno, un precursor
Inactivo.

Ribosomes attached to
endoplasmic reticulum




MNH,

Insulina
1
Gu:un necting @
1
2
4

pepﬂde

E@@@@@@@@ @@@@@@@@@@@@@@@@@@@

. = - “ o
@@@@@@@@@@@@@@@@@@@@@@@ a @@

! OEGE @@@@@@@@@@@@@@@@@@@a@@@@@

o

Proinsulina
N

Zimoégeno




Las enzimas proteoliticas
gue participan en la
digestion de proteinas se
secretan en forma de
zimogeno

Stomach

Pancreas

Epithelial
cells

I[.fz‘“ Chymotrypsin

—— Carboxypeptidase



Regulacion de la actividad enzimatica

Participan enzimas regulables llamadas enzimas marcapaso
0 enzimas claves de una via metabdlica

La actividad se puede modificar por union covalente a un
ligando (Modificacion covalente)

La actividad se puede modificar por ruptura dirigida de la
proteina (Protedlisis dirigida)



Regulacion de la actividad enzimatica

f \ .i [ WR 7 \

La regulacion de la actividad de las enzimas se logra
por la accion de moléculas intra o extracelulares

g e
‘; S @'ﬂ‘“‘f ;,‘%m,-»

La regulacién significa cambios en la velocidad de
las reacciones enzimaticas

9% o
~al i ¢ 'A-
Generalmente la regulacion de la actividad

enzimatica involucra cambios en la conformacion de
la proteina (enzima)




¢, Qué diferencia a las enzimas de otros catalizadores?

© ¢ Disminucion de la
E de activacion?

-= s Efectos en AG 0 en

’ ‘* ¢ Eficiencia de su
\
Y& accion?

€ | ¢Aumentoenla
¢ :. velocidad de
. reaccion?

encial
f.

,\—

~_ . ¢Reconocimiento
%) especifico de su
- & — gSustrato?

4% ¢Regulacion de su
1 actividad?




AS AS

—[S | —

Respuesta diferencial de la velocidad de una reaccion
cataliza por enzima, AV, al mismo cambio incremental en
la concentracion de sustrato cercana a la Km (AV,) o
muy por sobre la Km (AVpg).



