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TEMA 5. Enzimas.

Clasificacion. Principios de la catalisis enzimatica. Energia de activacion.
Velocidad de reaccion y equilibrio de reaccion. Cinética enzimatica:
ecuacion de Michaelis-Menten. Ecuacion de los dobles reciprocos.
Inhibicion enzimatica. Tipos de inhibicion. Mecanismos de regulacion
de la actividad enzimatica: alosterismo, modificacion covalente,
proenzimas. Isoenzimas.
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ENZIMAS

 Catalizadores de las reacciones biologicas.

* La mayoria son proteinas aunque hay moléculas de RNA con
actividad catalitica (ribozimas).

* Gran poder catalitico.

» Alto grado de especificidad.

e Actuan en soluciones acuosas a 37°Cy pH neutro.
 Su actividad puede regularse.

* El 25% de los genes humanos codifican enzimas que catalizan
reacciones metabdlicas.
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IMPORTANCIA DE LOS ENZIMAS

Cada paso de una via metabdlica esta catalizado por un enzima.

La medida de la actividad enzimatica en fluidos bioldgicos o tejidos
es importante para el diagndstico de muchas enfermedades.

Muchas farmacos son inhibidores de la actividad enzimatica.

Importancia en la industria de alimentacion y agricultura.
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ENZIMAS: DEFINICIONES

» Cofactor: necesario para la actividad enzimatica. Pueden ser iones
metalicos o una molécula organica, denominada coenzima. Si el
cofactor esta unido fuertemente al enzima se denomina grupo
prostético.

* Apoenzima: parte proteica del enzima (no activa).

* Holoenzima: apoenzima + cofactor.

NOMENCLATURA DE LOS ENZIMAS

SUSTRATO + TIPO DE REACCION + ASA

Jesus Navas Méndez
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UN TERCIO DE LOS ENZIMAS REQUIEREN
ALGUN ION METALICO

Some Inorganic Elements That Serve as Cofactors for Enzymes

Gus Cytochrome oxidase

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

K* Pyruvate kinase

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

Mo Dinitrogenase

Nj2* Urease

Se Glutathione peroxidase

Zn?* Carbonic anhydrase, alcohol dehydrogenase,

carboxypeptidases A and B

Nelson, DL and Cox, M.M. Lehninger Principles of Biochemistry. 32 ed. Worth Publishers, 2000.
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MUCHAS VITAMINAS SON COFACTORES O
PRECURSORES DE COFACTORES DE ENZIMAS

Vitamin

Coenzyme

Typical reaction type

Consequences of deficiency

Thiamine (B;)

Riboflavin (B,)

Pyridoxine (Bg)
Nicotinic acid (niacin)
Pantothenic acid
Biotin

Folic acid

Bi>

C (ascorbic acid)

Thiamine pyrophosphate

Flavin adenine

dinucleotide (FAD)
Pyridoxal phosphate

Nicotinamide adenine
dinucleotide (NAD™)
Coenzyme A
Biotin-lysine complexes
(biocytin)

Tetrahydrofolate

5"-Deoxyadenosyl cobalamin

Aldehyde transfer

Oxidation—reduction

Group transfer to or from
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

Beriberi (weight loss,
heart problems,
neurological
dysfunction)

Cheliosis and angular
stomatitus (lesions of the
mouth), dermatitis

Depression, confusion,
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)

Nelson, DL and Cox, M.M. Lehninger Principles of Biochemistry. 32 ed. Worth Publishers, 2000.
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CLASES DE ENZIMAS
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LOS ENZIMAS ACELERAN LAS REACCIONES
DISMINUYENDO LA ENERGIA DE ACTIVACION

UNIVERSIDAD
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Nelson, DL and Cox, M.M. Lehninger Principles of Biochemistry. 32 ed. Worth Publishers, 2000.
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LOS ENZIMAS SON ESTEREOESPECIFICAS PORQUE FORMAN VARIAS
INTERACCIONES ENTRE AMINOACIDOS DEL CENTRO ACTIVO Y LOS
DISTINTOS GRUPOS DEL SUSTRATO

Mathews & Van Holde. Bioquimica. McGraw-Hill, 1998.
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EL CENTRO ACTIVO DE LOS ENZIMAS ES COMPLEMENTARIO
AL ESTADO DE TRANSICION DE LA REACCION CATALIZADA

(a) Noenzyme oo

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

(b) Enzyme complementary to substrate

Magnets
e

A A A
2N
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Q)  Encaie

inducido

Cambio conformacional inducido por glucosa en la hexoquinasa
(Hexoquinasa = ATP: glucosa fosfotransferasa =2.7.1.1).

D-Glucosa
(a) (b)

Nelson, DL and Cox, M.M. Lehninger Principles of Biochemistry. 32 ed. Worth Publishers, 2000.
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P~0-H.C Gliceraldehido - 3P Dihidroxiacetona - P
| o CHO OH.OH
0
AN HCOH C=0
I CH,~O~P | |
OH H,C—O~P' (Productos) H,C—O~P
Fructosa 1,6 - difosfato\

(sustrato) PO oM
. B Dy

Camplejo enzima-sustrato

Aldosa libre

Ciclo catalitico de la enzima fructosa bifosfato aldolasa. Esta enzima cataliza la siguiente reaccion: fructosa 1,6-difosfato --> gliceraldehido
3-fosfato + dihidroxiacetona fosfato en la glucolisis. Después de la unidn de la fructosa 1 6-difosfato v la formacion del complejo
enzima-sustrato, la conformacion de la enzima es alterada, lo que introduce tension en ciettos enlaces del sustrato, el cual se rompe dando
lugar alos dos productos.
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LAV__ SE ALCANZA CUANDO TODOS LOS CENTROS
ACTIVOS ESTAN OCUPADOS CON SUSTRATO
1/2 Vmax

Enzyme

molecule

v
Km

Concentracion de sustrato [S]

Garrett, R.H. and Grisham, C.M. Biochemistry. 22 ed. Saunders College Publishing. 1999.
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RELACION ENTRE V., y [E]

[E]

La velocidad inicial es funcion lineal de la concentracion de
enzima, siempre que la concentracion de sustrato sea alta.
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ECUACION DE MICHAELIS-MENTEN

Vinax (S)
K., + (S)

Kl KZ
E+S — ES — P
K4
K, + K
K, =
Kl
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LAV .. SE ALCANZA CUANDO TODOS LOS CENTROS

ACTIVOS ESTAN OCUPADOS CON SUSTRATO

V= iy [ S S SRS SRS SRS RS RN RS RS
1_ K, (1 1
v Ve ([sl)"' V nax
s
(5]
£
E Substrate
g molecule
2
] Enzyme
1/2 Vmax — molecule
0 1

Km Concentracion de sustrato [S]

Garrett, R.H. and Grisham, C.M. Biochemistry. 22 ed. Saunders College Publishing. 1999.

Jesus Navas Méndez



Bioquimica Estructural y Metabdlica open
course
TEMA 5. Enzimologia ware

CALCULODEKmYV__ POR LA
REPRESENTACION DE LINEWEAVER-BURK

e g 1
T'K(E)’“El

[S]
Garrett, R.H. and Grisham, C.M. Biochemistry. 22 ed. Saunders College Publishing. 1999.
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PARAMETROS ENZIMATICOS

1. K (constante para cada enzima) = concentracion de S a la que la Vo es
1/2 V... Es una medida de la afinidad del enzima por S. Cuanto menor
es K., mayor es la afinidad del enzima por S.

2. K, (constante para cada enzima) = numero de recambio = numero de
moléculas de sustrato convertidas en producto por molécula de enzima
y unidad de tiempo, en condiciones de saturacion de sustrato.

3. V., = velocidad maxima tedrica = la velocidad cuando todos los centros

activos estan ocupados con sustrato (nunca alcanzada en la realidad).

4. Unidad de enzima = cantidad de enzima que transforma 1 umol de
sustrato por min = una forma comun de expresar la velocidad.

5. Actividad especifica = unidades por mg de proteina total de |la
preparacion enzimatica. En el caso de enzimas en suero: unidades/L.

Jesus Navas Méndez
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Enzyme Substrate K., (mm)
Catalase H,0, 25
Hexokinase (brain) ATP 0.4
D-Glucose 0.05
D-Fructose 1
Carbonic anhydrase HCO; 26
Chymotrypsin Glycyltyrosinylglycine 108
N-Benzoyltyrosinamide 2.5
B-Galactosidase D-Lactose 4.0
Threonine dehydratase L-Threonine 5.0

Nelson, DL and Cox, M.M. Lehninger Principles of Biochemistry. 32 ed. Worth Publishers, 2000.
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EFECTO DEL pH SOBRE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA

Los enzimas poseen grupos quimicos ionizables (carbo-
xilos -COOH; amino -NH,; tiol -SH; imidazol, etc.) en las
cadenas laterales de sus aminoacidos. Segun el pH del
medio, estos grupos pueden tener carga eléctrica posi-
tiva, negativa o neutra. Como la conformacion de las pro-
teinas depende, en parte, de sus cargas eléctricas, habra
un pH en el cual la conformacion sera la mas adecuada
para la actividad catalitica. Este es el llamado pH optimo.

Jesus Navas Méndez
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EFECTO DEL pH SOBRE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA

La mayoria de los enzimas son muy sensibles a los cambios
de pH. Desviaciones de pocas décimas por encima o por
debajo del pH optimo pueden afectar drasticamente su
actividad. Asi, la pepsina gastrica tiene un pH optimo de 2,
y la tripsina lo tiene a pH 6.

Ligeros cambios del pH pueden provocar la desnaturali-
zacion de la proteina, los seres vivos han desarrollado siste-
mas mas o menos complejos para mantener estable el pH
intracelular: los amortiguadores fisiologicos.
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EFECTO DEL pH SOBRE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA

Pepsin Trypsin Lysozyme
B
=
T
&
o
‘g
4
g
e
2 4 6 8 10 2 4 6 8 10 2 4 6 8 10
pH pH pH

(Garret & Grisham)
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EFECTO DE LA TEMPERATURA SOBRE LA
ACTIVIDAD ENZIMATICA

Los aumentos de temperatura por lo general aceleran las
reacciones quimicas. Las reacciones catalizadas por enzi-
mas siguen esta ley, solo que al ser proteinas a partir de
cierta temperatura se empiezan a desnaturalizar.

Esa temperatura se llama temperatura optima y es aquella
en la que la velocidad enzimatica es maxima.

Jesus Navas Méndez
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VARIACION DE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA EN
FUNCION DE LA TEMPERATURA

Optimum
temperature

Enzymes
become
denatured|

Increasing
enzyme activity
_

-10 0 10 20 30 40 50
Temperature (°C)
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INHIBICION ENZIMATICA

* Inhibicidn irreversible (uniones covalentes entre
inhibidor y enzima. Ejemplo: farmacos).

* Inhibicidon reversible.
COMPETITIVA.
NO COMPETITIVA.

Jesus Navas Méndez
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INHIBICION COMPETITIVA
+ Inhibidor

Union del Inhibidor al centro
activo, compitiendo con S:

e Aumenta Km.
* No cambia V..

Inhibidor
Sustrato Competitivo

\ \
S .

el W

[Sltmm

Adaptado de: Nelson, DL and Cox, M.M. Lehninger Principles of Biochemistry. 32 ed. Worth Publishers, 2000.
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INHIBICION NO COMPETITIVA

+ Inhibidor

Unidn del Inhibidor a un sitio
del enzima distinto del centro
activo: no compite con S:

* No cambia Km.
* Disminuye V..

Sustrato \ Sustrato
Inhibidor no )

8 competitivo \

Adaptado de: Nelson, DL and Cox, M.M. Lehninger Principles of Biochemistry. 32 ed. Worth Publishers, 2000.
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INHIBICION COMPETITIVA INHIBICION NO COMPETITIVA
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Inhibidor
Sustrato \V competitivo

S »

Inhibidor
Sustrato Sustrato / acompetitivo

(—\

Inhibidor

no competitivo \V 8

Berg, Tymoczko and Stryer. Biochemistry. 52 ed. Freeman and Co, 2002.
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* Regulacion de la cantidad de enzima presente en las células.
* Inhibicidn reversible por productos.
* Interaccion con moduladores (proteinas u otros):
- Activacion/inhibicion alostérica:
-El modulador alostérico se une a un sitio distinto del centro

activo.

-La union del modulador es reversible e implica cambio
conformacional.

-Suelen ser enzimas multiméricas.

-Tienen cinética sigmoidea.

- Modificacion covalente:
- Fosforilacion.
- ADP-ribosilacion.
- Metilacion.

 Activacion proteolitica de pro-enzimas.

Jesus Navas Méndez
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ENZIMAS ALOSTERICOS

centro centro sustrato
activo alostérico »

), producto

ENZIMA
INACTIVA

subunidad inhibidor subunidad
reguladora alostérico catalitica

Jesus Navas Méndez
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LOS ENZIMAS ALOSTERICOS NO
PRESENTAN CINETICA MICHAELIANA

sin con
inhibidor  inhibidor

velocidad de reaccion ———»

concentracion del sustrato —*
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—  ——— + Modulador alostérico
positivo.

El sustrato es modulador
positivo.

+ Modulador alostérico

negativo.

[S] (mMm)

Nelson, DL and Cox, M.M. Lehninger Principles of Biochemistry. 32 ed. Worth Publishers, 2000.
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ACTIVACION/INACTIVACION DE ENZIMAS POR FOSFORILACION
EJEMPLO: GLUCOGENO FOSFORILASA

Ser OH OH Ser!

side | | side

chain CH, CH; chain
Phosphorylase &
(less active)

2P,  2ATP

phosphorylase

—
phosphatase

phosphorylase —_—

kinase

Phosphorylase a
(more active)

Nelson, DL and Cox, M.M. Lehninger Principles of Biochemistry. 32 ed. Worth Publishers, 2000.
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UNA ENZIMA PUEDE TENER VARIOS
MECANISMOS DE REGULACION

T —

Phosphorylase kinase -
h Phosphoprotein phosphatase 1

Phosphorylase b Phosphorylase a
Inactive Inactive
(T state) / \ (T state)
N \
AMP ATP =
g Glucose
Glucose-6-P 8 Caffeine
Glucose fé
Caffeine E
\ g \
e
roon Z

------

Phosphorylase b Phosphorylase a

Active Active
(R state) (R state)

Garrett, R.H. and Grisham, C.M. Biochemistry. 22 ed. Saunders College Publishing. 1999.

Jesus Navas Méndez




uc Bioquimica Estructural y Metabdlica

UNIVERSIDAD
DE CANTABRIA

TEMA 5. Enzimologia

ACTIVACION DE PROENZIMAS POR PROTEOLISIS

Chymotrypsinogen Trypsinogen
n?nactﬁ?e) (inactive)

Val—(Asp), Lys—Ile—

enteropeptidase

7r-Chymotrypsin
(active)

(active)

chymotrypsin

Serl4-Argls
+ Thrl47-Agn148

a-Chymotrypsis
(active)

Auto-activacion
de quimotripsina

Nelson, DL and Cox, M.M. Lehninger Principles of Biochemistry. 32 ed. Worth Publishers, 2000.
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Garrett & Grisham: Biochemistry, 2/e
Figure 15.6

(a) The five isomers of lactate dehydrogenase (b)

1% Liver

Muscle

White cells

Brain

Red cells

Kidney

Heart
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