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DEFINICIONES Y NOMENCLATURA

« CATALIZADORES BIOLOGICOS:

* ENZIMAS
* RIBOZIMAS
* ABZIMAS

o |

| |
— T —




DEFINICIONES Y NOMENCLATURA

Algunas coenzimas que actuan como cofactores enzimaticos

Coenzima Ejemplos de grupos Precursor en mamiferos
guimicos transferidos

Biocitina CO, Biotina

Coenzima A Grupos acilo Acido pantoténico B

Coenzima B,

Atomos de H y grupos alquilo

Vitamina B,

Flavina adenina Electrones Riboflavina (vitamina B,)
dinucledtido
Lipoato Electrones y grupos acilo No se requiere en la dieta

Nicotinamida
adenina dinucledtido

lon hidruro (:H)

Acido Nicotinico (niacina
B,)

Piridoxal fosfato

Grupos amino

Piridoxina (vitamina By)

Tetrahidrofolato

Grupos monocarbonados

Folato

Tiamina pirofosfato

Aldehidos

Tiamina (vitamina B,)




DEFINICIONES Y NOMENCLATURA

lones Enzima

Cu?* Citocromo oxidasa

Fe?* o Fe3* | Citocromo oxidasa, catalasa

K* Piruvato quinasa

Mg?* Hexoquinasa, glucosa-6-fosfato
Mn2* Arginasa, ribonucleétido reductasa
Mo Dinitrogenasa, nitrato reductasa
Ni2* ureasa

Se Glutation peroxidasa

Zn?* Alcohol deshidrogenasa

lones que actian como cofactores enzimaticos



DEFINICIONES Y NOMENCLATURA

Nomenclatura tradicional

Ureasa: hidrolisis de urea

Amilasa: hidrolisis de almiddn

DNA polimerasa: polimerizacion de nucledtidos formando DNA
Tripsina

Numero de clasificacion

Carboxipeptidasa A (EC 3.4.17.1)
Clase: 3 —> Hidrolasas.

Subclase: 4 — Enlace peptidico

17 — metalocarboxipeptidasas.

N2 de orden: 1



DEFINICIONES Y NOMENCLATURA

N° | Clase Tipo de reaccién Ejemplos
1 Oxidorreductasas | Reacciones de oxidacién-reduccion Glucosa oxidasa
(EC 1.1.3.4)

2 Transferasas Transferencia de grupos funcionales | Hexoquinasa
de una molécula a otra (EC 2.7.1.2)

3 Hidrolasas Rupturas hidroliticas Carboxipeptidasa A

(EC 3.4.17.1)

4 Liasas Adicion de grupos a dobles enlaces o | Piruvato
formacion de dobles enlaces por descarboxilasa
eliminacién de grupos (EC 4.1.1.1)

5 Isomerasas Transferencia de grupos dentro de Malato isomerasa
moléculas dando formas isomeéricas | (EC 5.2.1.1)

6 Ligasas Formacion de enlaces C-C, C-S, C-Ovy | Piruvato
C-N mediante reacciones de carboxilasa
condensacion acopladas a la (EC 6.4.1.1)

hidrolisis de ATP




CARACTERISTICAS GENERALES DE LAS ENZIMAS

1 Elevada eficacia catalitica de las enzimas

mlLas enzimas se recuperan en su estado inicial tras cada ciclo
catalitico

1 Son catalizadores especificos (incluso estereoespecificos)

1 Capacidad para la regulacion

NORMAL (NO ENZYME) REACTION ENZYME CATALYSED REACTION

High energy Lower energy
barrier barrier

E% R R Y & Y @ PN

Reactants Reactants
(dry frogs) Products (dry frogs) Products
(wet frogs) (wet frogs)

Reaction proceeds at a slow rate (if at all) Reaction proceeds at a significantly faster rate
due to a prohibitive activation energy threshold as the activation energy threshold is reduced




CENTRO ACTIVO DE LAS ENZIMAS

Responsable de la y de las
enzimas

Modelo de la llave y la cerradura Teoria del ajuste iInducido
(Fischer, 1890) (Koshland & Neet, 1968)

Substrate m Substrate
+ — + —

Active
site

ES complex ES complex

Enzyme Enzyme



(a) Reaccion sin catalizar

(&

£

B o =
@ ——=a—= 8
Sustrato Estado de Producto g
transicion =

(b) Modelo de Fischer (llave y cerradura)

—_— o

Sustrato 2

<

Enzima con Complejo Complejo w0

centro activo enzima-sustrato enzima-estrato g

complementario (muy estable) de transicion pet
al sustrato (se pierden

interacciones)

(¢) Modelo del estado de transicion

O
¥ ‘ E - — > a g
Sustrato -_E
Enzima con Complejo Complejo ‘g,
centro activo enzima-sustrato enzima-estado @
: P o
complementario (se crean de transicion Producto - o]
al estado interacciones) (se ganan
de transicion interacciones)
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CENTRO ACTIVO DE LAS ENZIMAS

Cambio conformacional inducido en la hexoquinasa

D-glucosa

(a) Antes de la union de glucosa (b) Después de la unidn de glucosa



a

CENTRO ACTIVO DE LAS ENZIMAS

Relacionadas con su estructura
aa alejados en la cadena peptidica
Puntos de unién al S

Enlaces débiles

Algunos aa del centro activo
participan en la transformacion del
S

Cofactores



CENTRO ACTIVO DE LAS ENZIMAS

Transition state, S+
7
AG* (uncatalyzed)
'
7 AG* (catalyzed)
T 2o | D N -
. | Substrate il
20
o | AB+C AG
c
) for the
g reaction
L
____________________ Y _
Product
A+ B-C

Reaction progress —



CENTRO ACTIVO DE LAS ENZIMAS

EXERGONIC REACTION ENDERGONIC REACTION

No enzyme j
With enzyme

No enzyme
E, without enzyme

I E, with enzyme
—_ (is lower) 2ils
g l io cH
= | Reactants | \ T
z L . !
o Wit @ | without B
& enzyme +AG » With enzyme e
g i W ERTPC (is lower)
w
¥ | ¥ v v
Products [ Reactants

Exergonic Reaction Progress —>




CENTRO ACTIVO DE LAS ENZIMAS

Factores que intervienen en la catalisis enzimatica.

Dependen de la constitucion del centro activo:
1.- Factores de proximidad y orientacion
2.- Fenomenos de superficie
3.- Factores de distorsion o tension de enlaces
4.- Presencia de grupos cataliticos

Catalisis general acido-base

Catalisis covalente

Catalisis por iones metalicos



General base form
(proton acceptor)

R—COO-
R—NH,
R—S-

R—C=CH

Amino acid General acid form
residues (proton donor)
Aminoéacidos implicados en Glu, Asp R—COOH
catalisis acido-base H
Lys, Arg R—NH
H
Cys R—SH
R—C=CH
. I \s
His HN \C /NH
H
Ser R—OH
Tyr R—QOH
(a) (b) (©) ] (d)
Centro activo de
la proteasa
\ e — Ser, 3 T\ Ser. i =\ Serj
HN__NiminHO HN NH O HN_ _N:  HO
e
H O o- __.]L‘_,;,:.\OI,:,I,.,HM Ry=NH, i
o v "
Gly Ser

Catalisis acido-
base general y
covalente en una
proteasa




CINETICA ENZIMATICA

Ky k

E+SES—E+P

K1

Ecuacion de

Michaelis-Menten E
&

_ VolS] =
[S]+K,, =

o

>

[S] (mm)


http://www.ehu.eus/biomoleculas/enzimas/enz3.htm

CINETICA ENZIMATICA

ky K,
E+SZES—E+P v Vi [S]
K1 [S]+K,,

/2

max

K, = K, +K, Cuando [S]=K,,, v=V

Enzyme Substrate K_(mm)
Hexokinase (brain) ATP 0.4
D-Glucose 0.05

D-Fructose 1.5



CINETICA ENZIMATICA
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fab)
S §
fal)
o
fal)

k _ Vmax
cat — [:EE]
.
Ky &
Paraelesquema E+S_ES—E+P Keat = Ko
K4
K _.: numero de recambio: niumero de moléculas de sustrato convertidas en

cat®
producto en una unidad de tiempo por una molécula de enzima cuando el

enzima esta saturado por el sustrato



CINETICA ENZIMATICA

La velocidad se puede cuantificar:

1.
2.

Determinando la [S] o de [P] en el tiempo

Cantidades cataliticas de enzima muy bajas (10-12-10-18 M) e inferiores

a las cantidades de S
[S] debe ser saturante
Temperatura de reaccion 37 °Cy pH 7,3-7,5.

Unidades (U): cantidad de enzima que cataliza la formacion de un pumol

de producto por minuto
Actividad especifica: U/mg

Normalmente se determinan velocidades iniciales



Product concentration, [P]

CINETICA ENZIMATICA

La velocidad de lareaccidon enzimatica
varia con la concentracion de sustrato

Time



CINETICA ENZIMATICA

VA'.A"'.'F 10 A\'A'."A".’ A’
Determinacion experimental de K, y V...

Representacion de
Lineweaver-Burk

1 K, 1. 1

= +
V Vmax [ S ] Vmax




INHIBICION ENZIMATICA

|

|

INHIBICION

I
1r

[1]=0 uM

W
— r

—eo—o [I]-0,5uM

velocidad
(mmol min)
N

—

5—0 [I]= 1,0 uM

0 01 02 03 04 05
[S] (mM)
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(1) INHIBICION COMPETITIVA

2) INHIBICION NO COMPETITIVA |

'@)’lNHIﬂCIGN ACOMPETITIVA

(b)

(©)

(d)

(a) Reaccion

E+S—=E —>E+P

11&

B >

E+S<—=EE—>E+P

-

Bl + S === ESI >%>

E+S—=FE—>E+P
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ESI >

4
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Representacion grafica
+ 1 +
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Vos Vs / vl_ Vg 3
= &
T /\ t 7N
“AAE A .
B K K Ko Ko Ko
Variacion de parametros cinéticos
Vs = Vo Voei < Vs Viesw € Vinse
K. > K, Ky =K, Ky <K,
2 ﬂ) . .. P, [
Ko = K"‘(' K Vous = 14+ (0VK) Voras = 14 (VK) Ke=3 + (MK)
K.=K, Vit = Vi / 2 Vs = Vi 161 K.=K, la
Ecuacién de Michaelis-Menten
V= Vit (5] v = Vo 8] o Ve 6]
_ K+ 05 L Ky + (8] _ Ke+18)

1
D104




INHIBICION ENZIMATICA

Inhibidores reversibles competitivos

E+S ES — > E+P
_|_
(S)
I = @
Kx (3
m T @

(a) Competitive inhibition




Inhibidores reversibles competitivos

aumenta

a K,

@)

Vihax iNvariable

O-C\I/\

sustrato
HMG-CoA

0 1/[S]

inhibidor
lovastatina

Tabla 13.2 Seleccion de inhibidores enzimaticos relevantes

fisiologicamente.
Farmaco Enzima inhibida Usado como
lovastatina HMG coenzima A disminuidor

reductasa de colesterol



INHIBICION ENZIMATICA

Inhibidores reversibles NO competitivos

1/V

E+S

_|_
I

K,

EI

+ Noncompetitive

/ inhibitor

\ No inhibitor

present

1/15]

ES—“ E+P

@ G@
@@ @



INHIBICION ENZIMATICA

Inhibidores reversibles acompetitivos

E+S =—— ES — E+P

1V + inhibidor
acompetitivo

Ausencia
inhibidor

\

1/[S]



INHIBICION ENZIMATICA

Medicamento Enzima inhibida Enfermedad tratada

Amburicin® Topoisomerasa 2 Cancer (quimioterapia)

Antabuse® Aldehido deshidrogenasa Alcoholismo

Captopril® Enzima de la sintesis de Hipertension
angiotensina

Celebrex® Ciclooxigenasa 2 Artritis

Digoxin® ATPasa de la bomba de Problemas cardiacos
K*Na*

Hycamtin® Topoisomerasa 1 Cancer (quimioterapia)

Lipitor® 3-hidroxi-3-metil-glutaril CoA | Exceso de colesterol

Viagra® Fosfodiesterasa 5 Disfuncion eréctil




modulador
alostérico
positivo

centro
activo

S -«

Sustrato

gy

Enzima alostérica
sin modulador
(poca afinidad por S)

9
7

Enzima alostérica
con modulador +
(aumenta la afinidad por S)

Bioquimica. Conceptos Esenciales
Feduchi / Romero / Yanez / Castineyra / Garcia-Hoz.
Editorial Médica Panamericana © 2015



ALOSTERISMO

MWC model
Monod, Wyman and Changeux

(a) the enzyme consists of two or more
identical subunits, each containing a

site for the substrate or effector.

(b) at least two different conformational
states (usually designated as R and T
states)

are in equilibrium and differ in their

affinities for substrate or effector.

(c) The conformational changes of all
subunits occur in a concerted manner
(conservation of

structural symmetry).

{a)

A dimeric protein can exist in either
of two conformational states at equilibrium.

) PR
l . ~ y. ).
~ l
/ o -
L 'a
<™ i
Ty

L is large. (T; > = Ry)

{b) Subsirate binding shifis equilibrium
in favor of R.

s

Sk
(substrate
binding site)

Substrate

—

- _5'\/511115&:1&-

bound

(effector or
allosteric
binding site)



ALOSTERISMO

MWC model
Monod, Wyman and Changeux

T state
K; |0, o, 0, o,|o,
02 02 o2 02 02
T state \ R state
strongly Jr | Jr strongly
favored \ \ favored

| r
LE0 G000
OEOOOOIOO
R state

Biochemistry, Seventh Edition
© 2012 W. H. Freeman and Company



rate, (vi)

ALOSTERISMO

MWC model

norimal etzifme

1009 R 100% R 100% R
¥ ¥ v
[5]

rate, (v,)

allosteric enzyme
% R 40% R
%% T 60%T

¥ v

0% R
109 T

(3]

Fig. 18 Per cent of enzyme in the active form.



MWC model @ |[————==mremcm————aa - =

R state —~~
+ Activator

= No activator
or inhibitor

[S]



ALOSTERISMO

AKNF model

Adair, Koshland, Nemethy & Filmer

(a) Two conformational states A and B are available to each subunit

(b) only the subunit to which the ligand is bound changes its conformation

(c) the ligand-induced conformational change in one subunit alters its

interactions with neighboring subunits.

)

Figure 7.14
Biochemistry, Seventh Edition
© 2012 W. H. Freeman and Company
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ALOSTERISMO: HEMOGLOBINA

Decoyfsamogloban

{b}
Forma T Forma R



ALOSTERISMO: HEMOGLOBINA

*Tipos de hemoglobina

*Hb A;:
* Mas abundante en adultos
* 3,

*Hb A,:
* 2% en adultos
* 0,0,

*En el feto:

.Cyg - a‘? BDY?S
*Hb F: a,y,



Oxygen saturation (Y)

ALOSTERISMO: HEMOGLOBINA

Peripheral tissue Lung

1.00 1 Mb

HbA

0.75
Ecuacion de Hill
0.50 - n
= [pO, ]
[P..]" + [pO,]"

0.25 -

0 L 1 | | | 1
0 (20 [0 60 80 100 120
Fetal—!  Fetal Adult pO, (mmHg)
Venous arterial  venous

blood blood blood



ALOSTERISMO: HEMOGLOBINA

Factores que afectan a la liberacion de O,
* Presencia de 2,3-bifosfoglicerato (BPG)
* Dificulta la union de O, de |a proteina en forma T
* Hb F une BPG con menor afinidad que Hb A
* Efecto Bohr
* NN acidez = M liberacidn de O, (menor union de O,)

Hb + 4 O, < Hb(O,), + xH"
T R

* Temperatura
* N Temperatura = M liberacion de O,

* Monoxido de carbono: CO
* Mayor afinidad (210 veces superior) por el Fe que el O,
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_O—I|’= O
O-
2,3-Bisphosphoglycerate

pOs in pOs in
pOsin  lungs lungs
tissues (4500 m) (sea level)
v v v




Pulmones

Eritrocito a Eritrocito

)
HCO3

cr
HCO3

Figura 8-4. Interrelacion entre el sistema amortiguador del bicarbonato
y la hemoglobina.

£ ELSEVIER.



REGULACION DE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA

* Regulacion por feedback o retroalimentacion:
‘ feedback ‘

A € B e, e e; -D

 Modificacion covalente:




Modificacion covalente

Residuos que aceptan
la modificacion covalente

Fosforilaciéon

Enzima

ATP ADP

Enzima—(P)

Tyr, Ser, Thr, His

Adenilacion

Enzima

ATP PP,

Enzima—(P)
(0]

Tyr

NAD nicotinamida

- Enzima Enzima
ADP-ribosilacion Arg, Gln, Cys
S-adenosil S-adenosil
MetllaC|én metionina  homocisteina Glu
Enzima Enzima—CH;




REGULACION DE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA

« Activacion de zimdgenos

inactiva |1 6|7 tripsinégeno 245|
Val-(Asp) 4-Lys-lle-...
enteropeptidasa w
ANS
l \;a\'\P\sv\A Y ‘
activa [l tripsina 245

 |soenzimas

Lactato [
deshidrogenasa @) AN B\ A
86 66 60 80 06
N\ Pt AN AN
Q 9 Q L 2 Q L s 4 k/ LA



APLICACIONES CLINICAS DE LAS ENZIMAS

Reactivos para la cuantificacion de metabolitos

Marcadores moleculares de patologias

ENZIMA

o-amilasa

Creatina quinasa (CK)

Lactato
deshidrogenasa (LDH)

Aminotransferasas
(Transaminasas)

g—glutamil transferasa
(g—GT)

Fosfatasa alcalina

ALTERACION

N En pancreatitis aguda o insuficiencia renal crénica

\/ Casos de pérdida importante de funcién pancreatica (fibrosis
quistica)

N En el infarto de miocardio (isoenzima MB) y en las afecciones
musculares (isoenzima MM)

N En patologias musculares, cardiacas, renales, hepaticas y en
anemias hemoliticas
N En enfermedades hepaticas como la hepatitis o la cirrosis

N En enfermedades hepatobiliares y en el alcoholismo

N En las hepatopatias



APLICACIONES CLINICAS DE LAS ENZIMAS

Agentes Terapéuticos

Estreptoquinasa: producida por Streptococcus pyogenes
— Eficaz en el tratamiento del infarto de miocardio
— Disuelve coagulos:

Estreptocinasa Plasmindgeno Precursor plasmina

Fibrina

Activador de plasminogeno tisular humano (tPA)



