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ESTRUCTURA DE LA TRIOSAFOSFATO ISOMERASA

esta proteina es una eficiente enzima involucrada en
la via glucolitica.

[EINEZIAS

Caracteristicas generales

Cinética quimica

Nomenclatura

Centro activo

Cofactores

Factores que modifican la actividad
enzimatica

Cinética enzimatica

Inhibidores enzimaticos

o Las enzimas séricas en el diagnostico clinico
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CARACTERISTICAS GENERALES

Estructura quimica:

la mayoria son proteinas,

una minoria son moléculas de ARN.

e Una enzima puede estar formada por:
- una sola cadena polipeptidica,
- por varias subunidades

- o0 formar parte de un complejo
multienzimatico.

e Son indispensables para la vida.

e Son eficaces catalizadores. Cétedra de Bioguimica - FOUBA

Reacciones bioquimicas

ctemperatura, pH, eficacia
catalitica, control?

Cétedra de Bioquimica - FOUBA
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Aceleran la velocidad de la reaccion quimica
Disminuyen la energia de activacion

No modifican el cambio neto de energia

No forman parte de los productos finales

No se desgastan en el proceso, son
reutilizables

Aceleran la llegada al equilibrio, pero no varia
su posicion

Céatedra de Bioquimica - FOUBA
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La buena salud exige no solo
que se produzcan reacciones
quimicas sino que sucedan a
velocidades adecuadas,
compatibles con la vida.

000000000000

=> Las enzimas aceleran
la velocidad de la reaccion gquimica

Cétedra de Bioquimica - FOUBA

12/04/2012



Estudia: mecanismo y la velocidad
con que interaccionan las moléculas
en condiciones determinadas

Céatedra de Bioquimica - FOUBA

CINETICA QUIMICA:

Velocidad de una reaccion quimica se puede
medir como:

a) Velocidad de formacion de sus productos

b) Velocidad de consumo de sus reactivos

Produetos

-

V.=k [Reactantes n

7

NUmero de
orden

Reactivos

Céatedra de Bioquimica - FOUBA
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V, = k | Reactantes|n

W,

(velocidad de reaccion) = (constante) x (<c de reactivos)"

donde “n” es el orden de la reaccion

osin=1 ---2 reaccion de primer orden:

V., = k. [A]
osin=2 ---2 reaccion de segundo orden:
V. =k.[A][B] o
V.= k[A]?
asin=0 ---- reaccion de orden cero.

independiente de la concentracion de rvos

Cétedra de Bioquimica - FOUBA

VELOCIDAD DE REACCION Y EQUILIBRIO

Reaccion de 1° orden y en el estado de Eq Qco

A+E—C

k, [A] =k, [B]
equilibrio gquirnico

A+Bq—cC

C—A+E

Velocidad de reaccion

Catedra de Bioquimica - FOUBA

Tiempo

wr




FACTORES QUE AFECTAN
LA VELOCIDAD DE UNA REACCION

» Concentracion de los reactivos
> Temperatura de reaccion

> Concentracion y/o area de superficie de un
catalizador

Céatedra de Bioquimica - FOUBA

ENERGIA DE ACTIVACION

Es el valor minimo de enertgia de colision
necesaria para que ocurra la reaccion

Estado
activado

energia de activacion E,

energia libre

sustrato o
H/H H
Q&

[}
Producto=CO, + H,0

Cétedra de Bioquimica - FOUBA
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Para que una reaccion tenga lugar

superar la energia de activacion.

Estado
activado

o

=

~£ I'4 -] a7

=] energia de activacion E,
e

@

- [3
sustrato | "

[y o,
H/H H
4 o

oH  Hfon

B a

H

-
Producto =CO, + H,0

()aumentando la T° de reaccién o

Cétedra de Bioquimica - FOUBA

(2)disminuyendo la energia de activacion.

MECANISMO DE ACCION ENZIMATICO:

Las erzimas actlan como un catalizador:

I + Disminuyen la energia de activacion. I

4

Las enzimas se
combinan con los
Rvos para producir
un estado de
transicion de <E

Energia de activacién
sin la enzima

. “Energia de activacién
#con la enzima

Energia ———

Energia de
los reactivos
Variacion
dela
energia
Energia de
los productos

Progreso de la reaccion ——————»

Las enzimas disminuyen la energia de activacion

Cétedra de Bioquimica - FOUBA J
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COMPARACION DE LAS E, DE LAS
REACCIONES CON Y SIN CATALIZADOR:

sin enzima

Energia de
activacion sin
la enzima
e Energiade
activacion con|
la enzima |

Energia

Sustratos F ge rgé a total
P iberada

p- gje CH,,O, + O, durante la
reaceion

Productos

CO, + H,0

Las enzimas no modifican el cambio neto de energia

Avance de la reaccién Cétedra de Bioquimica - FOUBA

Energla libre s

DIAGRAMA DE ENERG;A PARA UNA
REACCION QUIMICA

CATALIZADA Y
I NO CATALIZADA
Energia libre
imrq(a libre de ‘ncls
I reaceidn dineca de la reacen EN SENTIDOS
(no catalizada)
IR \ E DIRECTO
de csivacan i § \|=wee:  INVERSO
dela reaccida i ela
catalizada

Cétedra de Bioquimica - FOUBA

= Lavariacién de energialibre de la reaccién (AG= Gf-Gi)
no se modifica en presenciadel catalizador.

12/04/2012
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LA ENZIMA SE RECUPERA INALTERADA AL
FINAL DE UN CICLO CATALITICO

Siio activo Sacarosa

Frucme;a
. ‘ 1- Enznmay
Gluwsa sustrato libres

4-Los prod uctos
son liberados

Complejo Complejo
Enzima-Producto Enzima-Sustrato)
3- El sustrato se

convierte en producto 2- El sustrato se
une al sitio activo
de la enzima

o Las enzimas no forman parte de los productos finales
ni se desgastan en el proceso. Son reutilizables.

Céatedra de Bioquimica - FOUBA

... Entonces hasta ahora
podemos decir que las enzimas
se caracterizan por:

o Alta especificidad.
o Elevado poder catalitico.
o Alta eficiencia.

o No sufren modificaciones quimicas
durante la catalisis.

Cétedra de Bioquimica - FOUBA




NOMENCLATURA: ‘@

» Nomenclatura histérica:
SUSTRATO + ACTIVIDAD + SUFIJO -asa: glucoquinasa
SUSTRATO + SUFIJO -asa: ureasa
DONADOR + ACEPTOR + ACTIVIDAD + SUFIJO -asa:
oxalacetil-amino-transferasa

Céatedra de Bioquimica - FOUBA

NOMENCLATURA: @

Sistematizacion de la nomenclatura
(International enzime comission)

Clasificacion: «Oxidorreductasas
« Transferasas
« Hidrolasas
« Liasas
« Isomerasas
« Ligasas

Cétedra de Bioquimica - FOUBA

12/04/2012
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CENTRO ACTIVO

Unién débil

Prnductl
¢

N
)
Enzyme changes shape :
Substrate slightly as substrate binds’

NA

{ ;tive site
=

= =

Sgbstr_ate entering Enzyme/substrate Enzyme/products Products leaving
active site of enzyme complex complex active site of enzyme

Céatedra de Bioquimica - FOUBA

GRUPOS CATALITICOS

Siete residuos del centro
-1 catalitico del sitio activo de la
" fructosa 2,6 bifosfatasa

E * Fru-2,6-P,

es indispensable mantener la estructura terciaria
de la enzima para que sea cataliticamente activa.

Céatedra de Bioquimica - FOUBA

12/04/2012
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GRUPOS
CATALITICOS

Ue Bioquimica - FOUBA

ESPECIFICIDAD ENZIMA SUSTRATO

el sustrato debe tener una forma adecuada para

| introducirse e interaccionar con el centro activo
MODELO DE LLAVE-CERRADURA MODELO DE ACOPLAMIENTO INDUCIDO
"—Sustrato "—Sustrato
L A ! —Enzima wEmima

v

v
) Complsjo—__ £ .fI\ ;IK
u enzima- sustrato v

M Cétedra de Bioquimica - FOUBA M

\ (1890) (1958) J

12



SIMPLES:

Estructura

S

proteica

Estructura

CONJUGADAS:

proteica

Céatedra de Bioquimica - FOUBA

+

cofactor

[E[‘\i “ |M (proteinainactiva)_
) /I-NORGANICO= Levemente unido
) + | Ion metdlico [
[L Firmemente unido
p ( metaloproteinas)
ﬂFABTﬂH
% COSUSTRATO
7] ORGANICO = (Levemente unido,
unién no covalente)
VAR
_ Coenzima |
(activa) N~ N\ 6RUPO PROSTETICO
Firmemente unido

Cétedra de Bioquimica - FOUBA

(Unidn covalente)

12/04/2012
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Ejemplo de enzima conjugada

Mitochondria Inner Structure

Inner
~—Membrane

Outer
Mombrane

pirLksato hiotina O\\\CXD_
| +F CHo
poye Mg |
o C O
' o

o COo Pi a

0

Céatedra de Bioquimica - FOUBA

Algunas vitaminas funcionan como coenzimas en
distintas rutas metabolicas

VITAMINAS FUNCIONES Enfermedades
carenciales

C (4cido Coenzima de algunas peptidasas.
5 - p . p Escorbuto
ascorbico Interviene en la sintesis de colageno
Coenzima de las descarboxilasas y de
las enzima que transfieren grupos Beriberi
aldehidos

" Constituyente de los coenzimas FAD |Dermatitis y lesiones
B2 (riboflavina)
y FMN en las mucosas
e Constituyente de la CoA FEIZE Y T eE
antoténico del suefio
: Constituyente de las coenzimas NAD
B5 (niacina) y NADP
B6 ( piridoxina)| Interviene en las reacciones de
B12
(cobalal )

transferencia de grupos aminos.
Biotina

Pelagra

|
ina)|

Depresion, anemia

Coenzima en la transferencia de
grupos metilo.

Coenzima de las enzimas que
transfieren grupos carboxilo, en Fatiga, dermatitis
metabolismo de aminoéacidos.

Anemia perniciosa

Cétedra de Bioquimica - FOUBA

12/04/2012
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FACTORES QUE MODIFICAN
LA ACTIVIDAD ENZIMATICA:

O Temperatura
o pH (ionizacién)

o Concentracion de sustrato

Céatedra de Bioquimica - FOUBA

.

INFLUENCIA DEL pH y LA TEMPERATURA
SOBRE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA

. . 1004
g ~ Pepsina . Tripsina
.H : ¢ ‘E .a
g 'E 3
K] &% 501
b o
§ vo
5
& | . : = i
pH dptimo pH éptimo T? dptima
T T T T L T T T
2 4 6 8 10 20 40 60
pH T°C
Cada enzima acttia a un pH dptimo. Cada enzima tiene una temperatura ptima

para actuar.
Los cambios de pH alteran la estructura o
terciaria y por tanto, la actividad de la Las variaciones de temperatgra_provocan
enzima. cambios en la estructura terciaria o
cuaternaria, alterando la actividad del

Desnaturalizacién o pérdida del ™"
estado i6nico de la enzima Cétedra de Bioquimica - FOUBA

12/04/2012
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CURVAS DE ACTIVIDAD ENZIMATICA EN
FUNCION DEL pH

n
2 |
< | Colinesterasa
= Tripsina
3
=
2|
Z|
<
5 8 10 4 ] A 0
pH
i
Papaina

(sustrato = benzoilargininamida)

. .
] o 4 B 3

Cétedra de Bioquimica - EgUBA pH

ESQUEMA DE UNA REACCION ENZIMATICA

C)
> (¢ —

Enzima (E)

Complejo
enzima-sustrato
(ES)

Enzima (E J
® Sustratos (S)

Productos (P)

E+SS>ES>S>E+P

Influencia de la concentracion de SUSTRATO en
la reaccion enzimatica

Cétedra de Bioquimica - FOUBA

12/04/2012
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FENOMENO DE SATURACION
de la enzima por el sustrato ‘ ' ’

& 3‘E>"
1.‘>". @D S , ."v"‘

Baja concentracién de Alta concentracion de

sustrato B sustrato C
A = wl
- VIMAX | o e e o e e e o — ——— — :/
L,
® c
4 Vm“’z
N o7 O O W e (E L
p Vmax/2'
1 1 1
Cétedra de Bioquimica - FOUBA
Leonor Michaelis (187 5-1949) Maud Menten (1879-1960)

A
Leonor Michaelis Maud Menten

Cétedra de Bioquimica - FOUBA

12/04/2012
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L. Michaelis y M. L. Menten (1913)

Teoria general acerca de accion y cinética enzimatica

@ ky k,
+ SZ=ZES—=E+P
\ Ki ) J
Y Y

Unioén del sustrato Etapa catalitica

Céatedra de Bioquimica - FOUBA

ECUACION DE MICHAELIS - MENTEN

J

Ecuacion de velocidad para las reacciones catalizadas
por enzimas que actuan soélo sobre un sustrato

50 /'

By

v [S] hipérbola

R 4 4 - S —
Vo ="Ky + [S]

o
\

204

L L
0 N—rt 100 150 200

Cétedra de Bioquimica - FOUBA Concentracion de sustrato

Velocidad de reaccion

12/04/2012
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Km =( S Jnecesaria para alcanzar la ' de la Vmax

Unidad de concentracion
/ (Molar)

A < Km

> Afinidad de la Ez por el S

Céatedra de Bioquimica - FOUBA

Representacion de V, en funcion de la [S]
para una reaccion dada:

Y [=]

—_—
Vo ="Ky + [5]

Cétedra de Bioquimica

=]

E
]

k]

- JOUBA

50 7

40+

30+

20+

10

I]_

Michaeli,s Menten-
hiperbola =

Lineweaver Burk-
Ilnea recta

1/fs]

y m.x +b

25 80 75 100 125
[s], uM

12/04/2012
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Representacion grafica de ecuacion de
Michaelis - Menten segun

LINEWEAVER - BURK (doble reciproca)

pendiente =

b L X
e [Si\mar

Cétedra de Bioquimica - FOUBA

INIEICIoRN BN TIeA

Aot

¥

Proteasa del virus del SIDA
+

Cétedra de Bioquimica - FOUBA el inhibidor ritonaVir

12/04/2012
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TIPOS DE INHIBIDORES

+ IRREVERSIBLES:

- el I se une en a la E en forma covalente

- provoca un cambio permanente en su molécula
- pérdida definitiva de la actividad

+ REVERSIBLES:
- Competitiva:
» Iy S tienen estructura similar
» Compiten por le sitio activo
» Se desplaza por aumento de [S]
- No competitiva:
» I puede unirse a E libre o al Complejo E-S
» Interfiere la accion de ambos
> No se desplaza por aumento de [S]

Cétedra de Bioquimica - FOUBA

““ INHIBIDORES IRREVERSIBLES

ES —= E+P

El ESI

inact

EI*

No puede ser tratada por Michaelis - Menten

Cétedra de Bioquimica - FOUBA

12/04/2012
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http://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/a/aa/Irreversible_inactivation2.svg

#* INHIBIDORES REVERSIBLES:
competitivos

ES —> E+P

? (3
8

2 e

Inhibicién competitiva

Céatedra de Bioquimica - FOUBA

EFECTO DE UN INHIBIDOR COMPETITIVO

Sustrato
\‘ f

Inhibidor

o

Los sustratos no
pueden unirse al

\ centro activo

» B

Inhibidor unido ﬁ
Sustrato ala enzima

Enzima

Cétedra de Bioquimica - FOUBA

12/04/2012

22



Representacion de V, en funcion de la para una
reaccion enzimatica en presencia de

Inhibidor COMPETITIVO

A
“Sin inhibidor

Vmsx

T
- e
P
' _~"Con Inhibidor

Vmaxlz "/,,’

sin Inhibidor

- v
T ]

Km Km aparente [S

1 Km/ concentraciones
Vmax crecientes de |
vmax P
Km 1 e
Vmax cte Sl —
Km Km_ap 81
Catedra de Bioquimica - FOUBA

“* INHIBIDORES REVERSIBLES:
no competitivos

E+S ES E+P
i +
I I :
®
{I(, WK, — S

EI + S =—— ESI

s

I I

Cétedra de Bioquimica - FOUBA apsin e s
Inhibicion no competitiva ‘

12/04/2012
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Representacion de V, en funcién de la para
una reaccion enzimatica en presencia de

Inhibidor NO COMPETITIVO

A
T Sin Inh.
4j"
”~
.
/
Vo2 |
\/_.aparente |. |l." S ———
| ."__,-—-—‘_ Con Inh.
V.r,xap.aﬂ? -III 4 1 # | concentraciones
rd y crecientes de |
> \Y /
Km [S] y
/7 - sin Inhibidor
- -
1 /7 -
V max ap# 7 -
| 7’ _Km/
s - |
Km cte o I
7 ”~ - -
” - 1
4 Vmax 2. =7 | v
y
I 1
, B Km —_—
Catedra de Bioquimica - FOUBA [S]

INHIBICION COMPETITIVA Y NO COMPETITIVA:
grafico comparativo

Moncompetitive Competitive
/ Inhibition Inhibition \
>
= Km Km
< Vmax = Vmax
max
KI A 1
Km [5] Cétedra de Bioguimica - FOUBA

12/04/2012
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REGUILAGION [bIE
LA ACTIVIEAD ENZIMATICA

Maltiples procesos metabdlicos celulares

!

relacionados entre si

I

estan controlados en forma precisa

MECANISMOS DE CONTROL
ESTRICTOS Y ADECUADOS
Catedra de Bioquimica - FOUBA

MECANISMOS REGULATORIOS DE LA
ACTIVIDAD ENZIMATICA

REGULACI()N A CORTO PLAZO: se modifica la
actividad enzimatica

1. Regulacion alostérica

2. Inhibicion por producto final

3. Regulacion por modificacion covalente
4. Regulacion por zimoégenos

REGULACI(’)N A LARGO PLAZO: se modifica la
cantidad de moléculas enzimaticas

5. Regulacién genética Cétedra de Bioquimica - FOUBA

12/04/2012
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()

> | o

—@ +®

* Modificadores o efectores% / }@/

* No son modificados por la

Regulacion alostérica

@ Sustrato

@ Modulador +

‘ Enz. menos activa

‘ Enz. més activa

reaccion

pOSItIVOS 0] negatlvos

Complejo Enz-S
activo

Céatedra de Bioquimica - FOUBA

@ La enzima oscila entre dos estados:
activo e inactivo

Biho Alosianco

// Sitio Active
—
E:_\gu

Forma

Activa

Forma

Inactiva

Cambios comformacionales en una enzima alostérica

Céatedra de Bioquimica - FOUBA

12/04/2012
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La actividad enzimatica se regula
por accion de efectores o moduladores alostéricos

W

. ACivador o Infoedor
s F)

P o
—
i
6\ 0(\ Forma Acliva Farma Inactiva
\3\0 -\09 aslabilizada por un estabilizada por un
6‘\0 activador alosténco inhibidar alosténco
00

Ragulacion alasbénca

Efecto opuesto de un activador y un inhibidor
sobre las cuatro subunidades de la enzima

Céatedra de Bioquimica - FOUBA

@ Inhibidores y activadores
alostéricos

1.0 q
Y (+ Activador)

(+yfhibidor)
Cétedra de Bioquimica - FOUBA S
v T T T T 1
0 2 4 6 8 10 12

27



COOPERATIVIDAD: de las enzimas
oligoméricas

INFLUENCIA de la

fijacion de un ligando a un protomero

sobre la fijacion de un ligando a un segundo
protoémero de una proteina oligomérica

EL CAMBIO CONFORMACIONAL PUEDE SER
INDUCIDO POR:

< UN EFECTOR ALOSTERICO
“ POR EL MISMO SUSTRATO

Catedra de Bioquimica - FOUBA

La cooperatividad (positiva) consiste en que la fijacion de
una molécula de substrato favorece la fijacion del siguiente,
y asi hasta ocuparse toda la molécula

Existe también cooperatividad negativa, cuando la fijacion
de una molécula de substrato dificulta la fijacion del
siguiente.

Cétedra de Bioquimica - FOUBA

12/04/2012
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CAMBIO CONFORMACIONAL INDUCIDO POR:

e UN EFECTOR ALOSTERICO
* POR EL MISMO SUSTRATO

Interaccion Interaccion
homotrépica heterotrépica

4 1

o efecto de un ligando sobre la
fijacion de un ligando
diferente

o efecto de la entrada de
un ligando sobre la
entrada de otro igual

o interacciones positivas o

o interacciones casi negativas

siempre positivas

o pueden tener lugar en
enzimas alostéricos
Cétedra de Bioguimica - FOUBA monomeéricos

(2)

INHIBICION POR PRODUCTO FINAL

(retroalimentacion negativa o feedback
negativo)

\J N
(enzima1) (enzima2) (enzima3),
A —e—> B » C = 7

Cétedra de Bioquimica - FOUBA

12/04/2012
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(3) REGULACION POR
MODIFICACION COVALENTE

algiin AMINOACIDO de la enzima

Union covalente a algin grupo quimico

{

ACTIVACION O INACTIVACION DE LA ENZIMA

Y

grupo quimico
mas frecuente:

grupo fosfato (P)

aa enzimaticos
intervientes:

Sery Trh

Céatedra de Bioquimica - FOUBA

@ Ejemplo de modificacion covalente, 1

Fosforilacién: Protein kinasas

/
0=C
Ser  HC—CH,OH

H—N
c=0
/

R—CH

\
N—H
/

Sobre residuos de Ser, Thry Tyr

Cétedra de Bioquimica - FOUBA

12/04/2012
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@ Ejemplo de modificacion covalente, 2

Defosforilaciéon: Protein fosfatasas

N
\ Q i i o=c
Ser HC—CH,0—P—0' Ser HC—CH,OH

H—N\ e}
C=0
R—CH
\
N—H
/

Sobre residuos previamente fosforilados:
SeJé;eE?& d-erJi-Jqu;J?mEzé -IF-M)E/: P

3)

Algunas enzimas se activan al unirse al
grupo PO /3 y se inactivan si lo pierden

O
Enzima A (inactiva) + I — Enzima A~ P
R, o) (Activa)
0] \O_

Otras se activan al perder el grupo P y se

inactivan al ganarlo (|)‘

- - - . . O¢P\"'O‘
Enzima B ~ P (inactiva) — Enzima B (activa) + o}

Cétedra de Bioquimica - FOUBA

12/04/2012
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http://es.wikipedia.org/wiki/F%C3%B3sforo_(elemento)
http://es.wikipedia.org/wiki/Ox%C3%ADgeno

REGULACION POR ZIMOGENOS

Activacion proteolitica
del tripsindgeno

Val— (Asp)s —M— lle — Valv\

Tripsinégeno

. | Enteropeptidasa
Conducto pancreatico |

Conducto biliar Val— (Asp)s ~$ lle— Valv

Tripsina

Duodeno

Apertura de los conductos

pancreatico y biliar
Céatedra de Bioquimica - FOUBA

Pepsindgeno @

pH<5

Activacion del
pepsindgeno

N> Pepsina
Cétedra de Bioquimica - FOUBA

12/04/2012
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@ Regulacidon genética
control a nivel
del ADN

ADN [ > ARN [ > Proteinas

(enzimas)

Un metabolito impide la transcripcion de una
enzima

Il

disminuye la sintesis de la enzima

|

no se catalizara la reaccion

Céatedra de Bioquimica - FOUBA

VALOR DIAGNOSTICO DE LAS ENZIMAS SERICAS

Enzimas presentes en el plasma

¢/ W

ENZIMAS PLASMATICAS ENZIMAS NO
FUNCIONALES o ESPECIFICAS FUNCIONALES

s U

Ej. lipoproteinlipasa, Ej. amilasa pancreatica,
seudocolinesterasa fosfatasa alcalina biliar,
proenzimas de la fosfatasa acida

coagulacién sanguinea, etc prostatica, etc
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Enzimas séricas de uso clinico mas frecuente

ENZIMA

ORGANO O ENFERMEDAD DE
INTERES

Fosfatasa acida

Carcinoma de prostata

Fosfatasa alcalina

Enfermedades hepaticas y dseas

Amilasa

Enfermedades pancredticas

transaminasa glutamico-pirtvico
(GPT 0 ALAT)

Enfermedades hepaticas

transaminasa glutimico-oxalacético
(GOT o ASAT)

Hepatopatias y cardiopatias

lactato deshidrogenada (LDH)

Higado, corazon y eritrocito

creatin quinasa (CK)

Corazon, musculo y cerebro

5'nucleotidasa y aldolasa (ALS) hepatopatias
y-glutamiltranspeptidasa (y-GT), hepatopatias

Aldolasa Musculo, corazon
Arginasa hepatopatias

Elastasa Enfermedades del coldgeno
Seudocolinesterasa Higado (intoxicaciones)
Plasmina cuagulopatias

Lipasa pancreas
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