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BLOQUE 1. BASE MOLECULAR'Y
FISICOQUIMICA PARA LA VIDA

1.6 Enzimas

German Tenorio

Y entonces el doctor me dijo que mi
diarrea se debia a intoleranciaala
lactosa....

Biologia 12°

Idea Fundamental: Las  enzimas
controlan el metabolismo de la célula.
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Rutas metabdlicas™

Casi todas la reacciones metabdlicas en los oganismos estan catalizadas
por enzimas. Muchas de estas reacciones ocurren en un determinado
orden o secuencia, denominadas rutas bioquimicas o metabdlicas.

Una ruta metabdlica sencilla esta constituida por una cadena de
reacciones secuenciales, donde el producto de una reaccion

catalizada por un enzima, es el sustrato de la reaccion catalizada por la
enzima siguiente.

® NAD NADH ADP ATP
CIHO \ > 1 CIOO -® 2 ! (IZOO'
C—OH o CI —OH - CI —OH

|
CH,-0O -® Gliceraldehido 3 fosfato deshidrogenasa CH,-0 -® 1,3 Fosfoglicero quinasa ~ CH,- O -®

GAP DGP 3GP
Gliceraldehido 3 fosfato Acido 1, 3 difosfoglicérico Acido 3 difosfoglicérico

Fosfoglicero mutasa
(fosfoglicero isomerasa)
€

ATP ADP H,0
CIOO' : i CIOO' CIOO'
€=0 C-0-® #g—o-@
— — ==
CH3 Piruvato quinasa CHZ Enolasa CHZ' OH

Pyr (piruvoquinasa) PEP 2GP

Acido pirdvico Fosfoenol piravico Acido 2 difosfoglicérico
(piruvato)
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Las rutas metabdlicas se llevan a
cabo en compartimentos concretos
de la célula donde se encuentran
disponibles las enzimas necesarias.
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Enzimas

Las enzimas se definen como biocatalizadores de naturaleza proteica
(excepto los ribozimas) que ejercen su accidon bioldgica uniéndose
especificamente a determinadas moléculas (sustratos), sobre las que
inducen cambios quimicos, de forma que los convierten en moléculas
diferentes (productos).

Complejo
enzima-sustrato
(ES)

Enzima (E)

Enzima (E)

Sustratos (S)

Praductos (P)

E+S>ES—>E+P

Intervienen a muy bajas concentraciones y aceleran las reacciones en
las que participan sin sufrir modificacidon alguna.
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Enzimas

B Un catalizador es una sustancia que acelera un determinado proceso
quimico o una reaccién quimica concreta. Como no se modifican en el
curso de la catalisis, pueden utilizarse muchas veces.

Especificidad de accion hormonal :
|| Funciones
q‘ ..,
M {
oy _w i
Célula Célula Respeesta Inmane
hnaag kdqurda

sin con

Célula
Endocrina

U

Receptor Receptor '

®

mtamlna 1]
No respuesta ¥ / \
a‘g
6”\ ‘Surfactante

'nw
Faciina i seceesdn ¢ lesalse

[,

B Los de origen organico son los biocatalizadores: enzimas, vitaminas
y hormonas.
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Especificidad enzimatica-sustrato

En el interior celular se encuentran un gran numero de moléculas
diferentes, posibilitando infinitas reacciones entre ellas.

Sin embargo, a temperatura fisioléogica, la mayoria de dichas
reacciones no pueden ocurrir sin ayuda. Las enzimas multiplican la
velocidad de la reaccidon que catalizan, determinando qué reacciones
ocurren en cada tipo celular.

La especificidad de las enzimas se debe a que poseen en su superficie
una zona tridimensional activa, denominado sitio o centro activo, al
cual se adapta perfectamente la molécula de sustrato especifica, que
debe tener una geometria complementaria a la conformacion-especial

del centro activo. m
m Enzima p-lactamasa

Substrate % ’
+ e : ' Sifid‘Acﬁ\(o
WIye ‘\
77 AR .y
y §.

Active a p €
site _ _ -
ap ¢ ES complex \ L
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Enzyme
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Especificidad enzimatica-sustrato™

La union del enzima con su sustrato puede seguir dos modelos:

- Modelo de llave-cerradura: cada enzima (cerradura) solo puede unirse
(abrirse) con su correspondiente sustrato (llave).

- Modelo del acoplamiento
inducido: muchos enzimas
no presentan el centro
activo tan rigido como
propone el anterior modelo.
Se parece mas bien a un
guante (centro activo) que
adopta la forma de la mano
(sustrato) al ponerlo.

MODEL O DE LLAVE-CERRADURA MODEL O DE ACOPLAMIENTQ INDUCIDO

WSuarato

‘ L/k.( R Enzima
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Especificidad enzimatica-sustrato

En el modelo del acoplamiento inducido, es el propio sustrato el que
induce el cambio conformacional del centro activo, el cual sélo adopta la
forma totalmente complementaria a la del sustrato después de unirse a él.
El sustrato se ve obligado a adoptar una conformacion parecida al estado
de transicidon (lo que no explica el modelo de la llave-cerradura rigido).

Este modelo, a diferencia del de llave-cerradura, donde cada sustrato es
especifico para cada enzima, podria explicar la capacidad de algunas

enzimas para unirse a mas de un sustrato.
' roducnos.

@

La enzima cambia su forma
Sustrato cuando se une el sustrato

Smo activo /

El sustrato accede Complejo Complejo Los productos salen
al sitio activo del enzima  gnzima/sustrato enzima/productos del sitio activo
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Holoenzimas

B Muchos enzimas estan formados sélo por aminodacidos, pero otros,
denominados holoenzimas, carecen en su centro activo de algun
componente quimico necesario para la catalisis, por lo que necesitan de la
ayuda de determinadas sustancias no proteicas denominadas cofactores.
En estos casos, la parte proteica de la holoenzima se denomina
apoenzima, que esta inactiva y se activa al unirse al cofactor.

Enzima

24 it

Sustrato Cofactor

Holoenzima
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Holoenzimas

B El cofactor puede ser una molécula de naturaleza organica o
metaloorganica, que si se une mediante enlaces débiles al apoenzima, se
denomina coenzima, pero que si lo hace mediante enlaces covalentes
rigidos se denomina grupo prostético.

B Muchas vitaminas hidrosolubles son coenzimas o0 precursoras de
coenzimas. Otros coenzimas son el NAD™*, el FAD, el coenzima A, Q, etc.
Los grupos hemo de la hemoglobina, la mioglobina y los citocromos son
ejemplos de grupos prostéticos.

B En otras ocasiones, los cofactores son de naturaleza idnica. Asi,.ciertos
iones minerales (Mg, Zn, Cu, etc.) también actian como cofactores de
la catalisis enzimatica. Establecen enlaces entre distintas regiones_de la
cadena polipeptidica y ayudan a que la proteina adopte la forma adecuada
para que se produzca la adaptacion entre el sustrato y el centro activo.

Enzimas proteicas
APOENZIMA 1an= protsica

Cationes metalicos
Mg, Fe”. In

HOLOENZIMAS COENZIMA
COFACTOR WAD , FAD
Orgénico GRUPO  €—— Cuando el cofactor se | encuentra

PROSTETICO fuertemente unido.

Gupo hemo
de lemogb b y atociomes

Ino 1ganico
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Mecanismo de accion enzimatica

B Cualquier reaccidn quimica se inicia con la rotura de ciertos enlaces entre los
atomos que constituyen las moléculas de los reactivos para formar,
posteriormente, los nuevos enlaces que originan las moléculas de los
productos.

B Este estado, en el que los enlaces de los reactivos se encuentran debilitados o
rotos, pero aun no se han formado los nuevos, se denomina estado de
trasicion o estado activado.

B Para alcanzar el estado de transicion vy
que la reaccion tenga lugar, es preciso 28 & ®

comunicar a los reactivos cierta
energia, denominada energia de
activacion.

[ | Esto ocurre tanto en reacciones
endotérmicas como en exotérmicas.

Transition State

Gibbs Free Energy

Heactants

B En las reacciones espontaneas esta
energia de activacién es tan baja que —

se obtiene de la propia energia cinética
de las moléculas o de la luz incidente. Feaction Coordmale
Reaction: HO"+ CH,Br = [HO—CH,—Br]* = CH,0H + Br
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Mecanismo de accion enzimaticaPP/PAU

B La accion catalizadora de las enzimas consite en debilitar los enlaces de
los sustratos, disminuyendo la energia de activacion para alcanzar
facilmente el estado de trasicion y permitir que la reaccion se
lleve a cabo. Sin la presencia de la enzima no es posible alcanzar el
estado de transicion espontaneamente.

Estado de transicion

Energia libre de activacién (no catalizado)

=
g ________
«
g Energia libre de activacién (catalizado)
w L .
Estado
inicial ~ &stado final (productos)
(reactivos) ;
q

progreso de reaccion
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Mecanismo de accion enzimatica*

B Las enzimas realizan su accion favoreciendo la aproximacion de las
moléculas de los reactivos, pero no actuan como tales.

B El centro activo de la enzima esta formado por ciertos Aa, cuyas cadenas
laterales R aportan determinados grupos funcionales activos capaces de
crear las condiciones fisicoquimicas optimas para que el sustrato
se transforme en producto. Asi, algunos enzimas aportan en su centro
activo un ambiente idnico, otras generan un ambiente apolar, etc.

B Una reaccidon catalizada enzimaticamente consta de dos reacciones
elementales:

- En primer lugar el S se une al E en una reaccion reversible para formar
el complejo ES.

- Posteriormente, dicho complejo se descompone y da lugar al/P y se

regenera el E libre. . S z S — . P

——

Unién del sustrato ~ Etapa catalitica
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Mecanismo de accion enzimatica*

Una molécula de sustrato solo puede unirse al sitio activo del enzima si
se despleza muy cerca de él. A este contacto entre una molécula de
sustrato y el sitio activo del enzima se denomina colision.

La mayoria de las
reacciones ocurren en un
medio acuoso, donde las
tanto los sustratos como
los enzimas se encuentran
en disolucion rodeadas de
moléculas de agua y en
continuo movimiento.

Este movimiento es al azar
y puede ser en cualquier
direccion, moviéndose mas

rapidamente los sustratos /

que las enzimas, debido a
su menor tamano.

0009%0 e 00 oe®
00 e® 0.‘0. 0o @8 varcimoecuies

XL X :” 20000

part of enzyme

IMAGEN: blog.canacad.ac.jp
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Mecanismo de accion enzimatica*

Por tanto, aunque muchas colisiones tiene lugar entre las enzimas y sus
sustratos, solo aquellas en las que el sustrato interacciona con la
geometria complementaria para el sitio activo, permitira la formacién de

enlaces entre ambOS. G IMAGEN: gleesonbiology.pbworks.com
H
: CH H H
O v Wt 7 ) ‘
| €
~'r 1§ B ) G
19%) : wr —CH L . T —CHy—Q Fe
. NH NH . NH pey
N N° N
N ' N : > N
: i i Hx H

ihil

En resumen, la catalisis enzimatica implica desplazamientos de
moléculas y la colision de los sustratos con el sitio activo.
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Cinetica enzimatica
B La cinética enzimatica estudia la velocidad o tasa a la que transcurren
las reacciones catalizadas por enzimas y deduce la actividad del E, su

afinidad por el S y los mecanismos a través de los cuales se lleva a cabo
la catalisis.

B Si se representa la velocidad con que aparece el P (moles de P por
unidad de tiempo) de una determinada reaccidon enzimatica, en funcién
de la concentracidon de S inicial, para una cantidad constante de enzima,
se obtine el siguiente grafico:

Vmax - - - — =

B Al aumentar la concentracién de
S, aumenta la velocidad de la
reaccidon, ya que mientras
existan moléculas libres de E, a Uﬂ
mayor numero de moléculas de
S mas P aparecera.

®m Sin embargo, llega un momento
en el que por mas sustrato que

se afnada, la velocidad de la
reaccion no aumenta (Vmax). [S]
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Cinetica enzimatica
B La Vmax se alcanza cuando todas las enzimas estan trabajando, es decir,
tienen sus centros activos ocupados y forman complejos ES.

B Para aumentar dicha velocidad habria que aumentar Ila
concentracion de enzima, que se ha mantenido constante.

B Por tanto, la velocidad de una reaccién enzimatica es funcion de ambos
parametros: la cantidad de enzima y la concentracién de sustrato.

ﬁ
+*

2,0

_h
g

_L
@

NH, liberado (umol L-')
“
+

=
il

O T T T 1 O T T T T T 1
0 0,025 0,050 0,075 0,100 0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 06
Urea (umol L) Enzima (mg L")
——0mgL*'—=—10mgL"——25mgL" ——0mg L' —=—1.0mg L' ——25mg L

FIGURA 3. Efecto de la concentracion de enzima sobre la actividad en-

FIGURA 4. Efecto de la concentracion de sustrato sobre la actividad en- e
zimatica de la ureasa.

zimatica de la ureasa.
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Cinetica enzimatica
La cinética de una reaccién catalizada enzimaticamente responde a la
ecuacion de Michaelis-Menten:

La constante de Michaelis
(Ky) se define como la
concentracién de sustrato a la
cual la velocidad de Ila
reaccion es la mitad de la
velocidad maxima.

Esta constante es especifica
para cada enzima Yy hace
referencia a la afinidad del
enzima por el sustrato, y por
tanto, su eficacia catalitica.

Cuando un E tiene un valor
bajo de K, significa que
consigue una alta eficacia
catalitica incluso a bajas
concentraciones de S.

Vinax ()

K., +(S)

1-'|IEI"-"|'”|.=.J-:—I- i
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Regulacion de la actividad enzimatica: Sustrato”

B La temperatura, el pH y la concentracion de sustrato afectan a la
tasa de actividad de las enzimas.

B El movimiento aleatorio de las moléculas en una disolucidn acuosa, hace
que las moléculas de sustrato colisionen con el enzima. La enzima no
catalizara la reccidn hasta que el sustrato no colisione con el sitio activo.

B Si aumenta la concentracién de sustrato, estas colisiones tendran lugar
mas frecuentemente, aumentando la tasa de actividad enzimatica.

A

B Sin embargo, este
aumento de Ila actividad
tendra lugar hasta que que
se alcanza una
determinada concentracion
en la que todos los sitios
activos estan ocupados, e
incrementos posteriors de

All enzymes present are
working at maximum rate

Initial rate of reaction

sustrato no tienen efecto Increased substrate -
L. concentration leads
sobra la actividad. to increased ;

reaction rate

IMAGEN: sahiljhamb.files.wordpress.com
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Substrate concentration
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Regulacion de la actividad enzimatica: Sustrato*

Un incremento en la concentracion ., e
A la concentracion optima

de sustrato conlleva un ,

) . de moleculas de sustrato,

incremento en la velocidad de la . . p
., todos los sitios activos estan

reaccion. \

ocupados y funcionando a su
pa’xima eficiencia.

Vméx - - - - \\

Cualquier incremento
en la concentracidon por

Fn encima del optimo no
2 tendra ningun efecto al
O %I:D:,} no haber sitios activos
GEJ S disponibles.

' 3
3 <
o] | / L LA

>

Concentracion de sustrato
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Regulacic’)n de la actividad enzimatica: Temperatura

B Como se ha comentado, las moléculas en disolucion acuosa poseen una
determinada energia cinética, debida al movimiento aleatorio que
poseen.

B Al calentar una disolucion, aumenta la energia cinética de las moléculas,
por lo que las moléculas de sustrato colisionaran con el sitio activo del
enzima con mayor probabilidad. Por tanto, si aumenta la temperatura,
aumenta la tasa de actividad enzimatica.

37°C

LN Enz*,frnes denature

| | ' T at high]
Heat energy causes /| temperatures |

more collisions 5o rate falls
between enzyme i
and substrate. X rapidly

F o T 1]
ptimum
7/ temperature |
7 for humans is close \

/ to 37°C
|| \

0 10 20 30 40 50 60
Temperature °C

Rate of reaction

IMAGEN: www.bbc.co:uk
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Regulacion de la actividad enzimatica: Temperatura

B Los enzimas son proteinas y como tales, su estructura, y por tanto, su
actividad, se ve influida por los mismos parametros que afectan al resto
de proteinas.

B Como la funcion de los enzimas depende de la
estructura terciaria (o cuaternaria), la actividad
puede llegar a desaparecer si se producen cambios
importantes de temperatura que desnaturalicen al

enzima, al romperse por vibracion los enlaces que

e mantienen la estructura terciaria y de sitio activo.

Urea, 6M
p -mercaptoetanol

Substrate

Heat "
Above 40°C

The active site of the enzyme changes
shape and can no longer bind to the
substrate. It has been denatured.

Ribonuclessa reducids
Vv dnsnaturalizeds

IMAGEN: http://www.uib.cat IMAGEN: sciencelearn.org.nz
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Regulacion de la actividad enzimatica: Temperatura

B La mayoria de las enzimas se inactivan, al desnaturalizarse, a
temperaturas superiores a los 50 °9C, excepto las que se encuentran en
bacterias termofilas.

B El descenso de T2 disminuye o anula la actividad enzimatica, pero las
enzimas no se desnaturalizan, por lo que el proceso es reversible. Por
ello, los animales poiquilotermos (ectotérmicos) se ven obligados a
hibernar en la estacidn fria.

100-

B Los demas animales
homeotermos controlan su
temperatura mediante
mecanismos homeostaticos,
por lo que no necesitan
hibernar. Existe una
temperatura optima en que
la actividad es maxima, a T tptiria
partir de la cual, la actividad T 1 T
decae, conforme mas y mas 20 40 60
enzimas se desnaturalicen. | B &

U
<

de actividad

Porcentaje maximo
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Regulacion de la actividad enzimatica: pH

Las enzimas poseen grupos quimicos ionizables (-COOH, -NH,, -SH, etc.)
en las cadenas R laterales de sus aminoacidos, que segun el pH del medio
pueden tener carga negativa, positiva o neutra.

Variaciones en el pH del medio interno ocasionan grandes cambios en la
actividad de los enzimas, pues se modifican las cargas superficiales y se
altera la conformacién espacial de los enzimas, desnaturalizandolos.

- Pepsina _ Tnpsina
! & Achive sihe

Denature 1 Loweer pH, ebe.

H
pH optimo _pH optimo /\—W
T T T I T

2 4 6 8 | 0 Mo activity
pH

Actividad relativa

El pH o6ptimo, en el que la actividad es maxima, varia mucho en los
distintos enzimas. Asi, la pepsina del estomago esta adaptada' a un pH
acido, mientras que la tripsina del intestino esta adaptada a un pH basico.
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Desnaturalizacion enzimatica

B Las enzimas son proteinas, y como tales, su conformacién o estructura
nativa o tridimensional puede verse afectada de forma irreversible bajo
ciertas circustancias. Es decir, se desnaturalizan.

B Las enzimas se desnaturalizan
por altas temperaturas o pH
acidos o basicos, perdiendo su
estructura terciaria, y por
tanto actividad bioldgica, en
este caso, su actividad.

B Cuando un enzima se
desnaturaliza, se modifica su
sitio activo, de manera que el
sustrato no puede volver a

unirse.
m En alguno casos, dicha
desnaturalizacion de la

enzima, que se encuentra en
estado soluble, se vuelva
insoluble, precipitando.

Los agentes desnaturalizantes
pueden romper la estructura terciari
y cuaternaria de una proteina
y destruir su funcion biclogica

Proteina

r\ r 2 desnaturalizada
[ \ \ 7 \\\ /
~ e
\ ', l \ v‘\
4‘-//( ’ v
= )
T —
( al'n TS 7)
|\ /) ). - /
==L A
Proteina
nativa
> e — T — ———
.. | La renaturalizacion (reensambla-

<_| e de una proteina funcional)
a veces es posible, pero la
desnaturalizacion sugle

| ser irreversible

IMAGEN: www.blogdebiologia.com/
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Regulacion de la actividad enzimatica: Inhibidores

B Determinadas sustancias se comportan como inhibidores de la actividad
enzimatica, ya que disminuyen, o incluso anulan, la velocidad de la
reaccion catalizada. Pueden ser inhibidores reversibles o irreversibles.

1) Inhibidores reversibles. Es la inhibicion mas comun, donde el enzima
vuelve a tener actividad una vez eliminada la sustancia inhibidora.

La unidon enzima-inhibidor se realiza por enlaces no covalentes, faciles de
romper. Hay dos tipos, segun el lugar de unién del inhibidor:

Competitiva y No competitiva.
Sustrato

h

Inhibidor

Los sustratos no
pueden unirse al
centro activo

Enzima

Inhibidor unido ik

Sustrato 3 la enzima
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Regulacic')n de la actividad enzimatica: Inhibidores

- Competitiva: El inhibidor es una sustancia muy parecida al sustrato, por lo
que compite con él para entrar en el sitio activo. Si entra el sustrato (a), se
produce la reaccion, y si entra el inhibidor (b) no hay reaccion, hasta que
salga y pueda entrar un sustrato.

(a) Re a[:cl on

Sustrato . 'y
Sitio -
aJ:tl'm =
= =
Enzima ]
L
La enzima une al sustrato La enzima libera o
(b) Inhibicion los productas v
Inhlbldn éo ;
N 0% inhibitor
Sitio T 25% inhibitor
aJ:tl'm ) T
= 50% inhibitor
Ernzima

La enzima une al inhibidor El inhibidor compite

con el sustrato substrate concentration

A mayor concentracion de inhibidor, mayor competencia con el sustrato, por
lo que la tasa de reaccion disminuye. Esta inhibicidn se reduce si se/ aumenta
la cantidad de sustrato (cuestion de probabilidad). La Vmax alcanzable con
inhibidor es la misma que sin él.
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Ejemplo de Inhibidor Reversible Competitivo™

Un ejemplo clasico de inhibicidn competitiva es la del enzima succinato

u
deshidrogenasa por el ion malonato, al ser estructuralmente similar al idn
succinato, que es el sustrato especifico de dicha enzima.

B La enzima succinato deshidrogenasa forma parte del ciclo :_i" o
Krebs, ruta metabdlica mitocondrial que forma parte de Ia :;1- Yo KE"‘
respiracion celular para la obtencidon de energia. " H./ ©

. SUCCIMNATO DESHIDROGEMASA 0 H" L4
@,g‘? @e Clave CDDI - -1 *}\\f& \Cé
@»SH+NA?‘ Hidrigeno Admosin I FAD F"S‘DHE DDC\ ;"H ‘!} ‘J:’
s Pirtvato deshidrogenas 5 © catono AN trinsite
\\° €O, +HADH, H : eeegg@ ?Zim S S (leQ \j [ﬁ lon succinato ITon malonato
-(Cacetivcon ) [cantsn L 0% | ¢ Tremme  [5] commen CH, s {sustrato) {inhibidor)
A I I A i
Aconitasa eee CDD]. B H CODI
a Qe e . g ® e.% succinato fumarato
00 g . -
e e"g“g m El malonato es un inhibidor de/ la
@ - e u -
%9099 e_"*“ ‘% respiracion celular, al unirse al sitio
%0 ... "é‘e‘:ge activo de la succinato deshidrogenasa en
joel 0789 el ciclo de Krebs, compitiendo con el
® 50 S oy ecrogEReR succinato. En la reaccion de fosforilacion
o 99 PR, ‘ -
QN Succinicon sises % oo oxidativa (fotosintesis), el malonato es
Succinato des ic\'igemasa succinato [ GOF P (%] L2 G Lob 1 1hi 7
st @ o un inhibidor del complejo ' II | que,
%}

0" -4 nuevamente, contiene esta enzima.


//upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/1/13/Citric_acid_cycle_with_aconitate_2-es.svg
//upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/1/13/Citric_acid_cycle_with_aconitate_2-es.svg
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Regulacion de la actividad enzimatica: Inhibidores

- No competitiva: El inhibidor se une al enzima por una zona distinta (sitio
alostérico) al centro activo, por lo que no compite con el sustrato. La union del
inhibidor provoca en el enzima tal alteracién de su estructura que dificulta el
acoplamiento del sustrato.

substrate concentration

I o [ S e e = s =1
1 1 | |
| } | | t
| . W I
| | — [ = P o
} | kit | | =
| | | oo :‘._:-
| ! L &y o
Fos J RS SRR .. O

]

3
: o - N 0% inhibitor
l { : @ 25% inhibitor
: | | 50% inhibitor
| | | _
| | | =
| | ;
| | |

Independientemente de la concentracion de sustrato, a medida que/ la
concentracidon de inhibidor aumenta, la velocidad de la reaccidon disminuye. La
Vmax alcanzable con inhibidor es menor que sin él, al haber menos sitios
activos funcionales.
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Ejemplo de Inhibidor Reversible NO competitiva*
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Figure 5 Effect of opioids on NOS reaction rate as a function of substrate
(arginin) concentrations. T47D cells were harvested, nuclei and unbroken cells
were eliminated as described in the legend of Figure 4, and NOS assay was
performed as described in Material and Methods, in the presence of a constant
concentration of labeled and increasing concentrations of unlabeled arginin, in
the absence (control), or in the presence of 10~ 8M of the different opioid
agonists. The opioid antagonist diprenorphine was added at 10~ ®M. Results
of a typical experiment, repeated three times with similar results

A finales del siglo XX el 6xido nitrico (NO)

fue reconocido como una importante
molécula mensajera en mamiferos, siendo
un importante regulador de muchas

funciones, incluyendo la vasodilatacién vy Ia
neurotransmision.

El NO es una molécula gaseosa producida
por la desaminacidn de la arginina a citrulina
por la enzima 6xido nitrico sintasa (NOS).

DESAMINACION

O%C'/O" 0§?/"
-0 Nig Desaminasa =0
o1 = ‘.:7.::‘\,2;—5 CHy | + N
PooM | o] CH; 1én
; &é\ : NAD NADH (l:\ Amonio
1% o o” “om

Acido glutamice Cetodcido

Los opioides actian como inhibidores
reversibles no competitivos de esta enzima,
modificando su actividad enzimatica.
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Comparacion inhibicion Reversible
Competitiva 'y NO competitiva*

Competitiva NO competitiva

Inhibidor se une al sitio activo. Inhibidor se une a otro lugar distinto (sitio
alostérico) del sitio activo.

Inhibidor similar estructuralmente al Inhibidor no similar estructuralmente al
sustrato. sustrato.

El inhibidor no cambia la forma del sitio El inhibidor cambia la forma del sitio activo
activo del enzima. del enzima.

Un incremento de la concentracion de Un incremento de la concentracion de
sustrato reduce la inhibicion (aumenta la sustrato no afecta a la inhibicién (no afecta
tasa de reaccion). a la tasa de reaccion).

Un ejemplo es la succinato deshidrogenasa Un ejemplo es la piruvato kinasa que es
que es inhibida por el malonato. inhibida por la alanina.

Ambos tipos de inhibidores reducen la actividad enzimatica.
Ambos tipos de inhibidores se unen al enzima.
Ambos tipos de inhibidores previenen que el sustrato se una al sitio activo del enzima.
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HABILIDAD: Distincion tipos inhibicion en graficas*®

B Se puede distinguir entre diferentes tipos de inhibicion en graficas
con una concentracion de sustrato especificada.

B En la inhibicion competitiva, ®

cuando la concentracion de
sustrato comienza a superar a la
de inhibidor, puede alcanzarse la
tasa maxima de la enzima sin
inhibir, sin embargo, se necesitan
concentraciones mayores de
sustrato (ky se ve acfecada)

A
1IIII’Ilrn'usl.:c e
Sin Inhibidor _—— _—
.-"--.J- .___.-"-'-F
.ff' -_____-"'
/ ~ -
4 -~ Con Inhibidor
/ /
V. .12 ,
E Vi
f:f
[/
[ i/
[ 7
|/
I.l_.-" .
I >

Km Km aparente [S]

En la inhibicibn no competitiva,
aquellos enzimas que no se han unido al
inhibidor actuaran como la enzima sin
inhibidor, mientras que aquellos que si se
hayan unido, no podran unirse al sustrato
y no tendran actividad alguna. Se alcanza
por tanto la tasa maxima a la misma
concentracion de sustrato (K, .no° se ve
afectada), pero esta tasa es menor que la
alcanzada sin inhiEidor.

Vo S ——
.#_,---""___ Sin Inh.
fllllrl-'
1II"Illlrucl:-:'lr'2 """ Ii'lll
V_.aparente | ;I S
,-'I e Con Inh.
lIIIIIIII.'r.aa-:alj"lr'z -III _.___.--'"
| e
4 >
Km [S]
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Regulacion de la actividad enzimatica: Inhibidores™

2) Inhibidores irreversibles. Los inhibidores irreversibles son generalmente
especificos para un tipo de enzima y no inactivan a cualquier proteina. Funcionan
uniéndose covalentemente (enlace fuerte) al enzima de manera que alteran
especificamente la estructura tridimensional del sitio activo e inhabilita al enzima.
una inhibicion dependiente del tiempo. La

J ﬁ cantidad de enzima activa a una

{\ Los inhibidores irreversibles dan lugar a
Substrates > A‘;‘_,es,;e concentracién dada de inhibidor sera
L, > _— diferente dependiendo del tiempo de

J

™ \
ﬂh'bﬂo C \\ { preincubacion del inhibidor con la enzima.
- 2\ /
\ Active site not L4 Inhibicion Irreversible Enz
Enzyme suitable for reception |
of substrates CH2
CH3 F CH3 CH3 (8] CH3

Enz - CH2OH + CH -0-P-0-CH — » CH-0-P-0-CH + HF
(aceti-colinaesterasa) | 1 I [ 1 I

CH3 0 CH3 CHI O CH3

Un ejemplo se encuentra en el idn cianuro para la respiracion aerdbica o los gases
nerviosos, como el fluorofosfato de diisopropilo (DFP) que forma un complejo con la
enzima acetilcolinesterasa, encargada de sintetizar el neurotransmisor
acetilcolina. Los animales envenenados con este gas quedan paralizados, debido a la
imposibilidad de transmitir adecuadamente los impulsos nerviosos.
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Enzimas alostéricos

Son enzimas que, ademas del sitio activo, poseen un sitio o centro alostérico
(regulador). Este segundo lugar es distinto al centro activo, y cuando se une a
él la sustancia adecuada, inhibe o acelera las reaccién catalizada por la enzima.

Active site(correct
conformation for
substrate)

G— Substrate

Active enzyme

@—____Allosteric
N

activator

Activator site

La regulacidon alostérica se basa en cambios en la
conformacién de la enzima, debidos a la unidén no
efectores
determinando cambios en

covalente de

Hay 2 posibilidades.

O

A Active site
(incorrect
conformation
for substrate)

Inhibitor site .

Allosteric
inhibitor

al centro alostérico,

la actividad catalitica.
, velodity (v)
LinearPlot ...

Enzyme Activity v
[nmole { min x mg]

¥ Ve f === ¥~

Estas enzimas suelen contar con mas

de una cadena polipeptidica,
presentando estructura 43,
Estas enzimas presentan  curvas

diferentes a la hiperbdlica de Michaelis-
Menten, teniendo en la mayoria,de los
casos un aspecto sigmoidal.

Vmax

Allosteric Activation [Substrate]

AN ; iz
~Allosteric inhibition

Substrate Concentration

Cs


http://images.tutorvista.com/content/cellular-macromolecules/allosteric-inhibition-process.jpeg
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Enzimas alostéricos

- Inhibicion reversible no competitiva por el producto final
(feed-back negativo o retroinhibicion). Cuando el producto final de
una determinada cadena metabdlica se encuentra en exceso, es capaz
de unirse al centro alostérico de un enzima (generalmente al 1¢r enzima
de la cadena) y le produce un cambio en la conformacién tal que, al
cambiar el centro activo, el enzima queda inhibido.

¥
+ADP

-~
-

Start of

Ejemplo en la glucdlisis. El
sustrato de la reaccidn es la
glucosa, y el producto el ATP. Si
hay demasiado ATP, actla como
un inhibidor alostérico de la
fosfofructoquinasa, inhibiendo
la glucdlisis.

pathway ssdp- Intermediate =m=p Intermediate ===mpp Product

4

N o —————————————————————————————————————————————————— -

(E nzyme{2

Feedback inhibition:

Presence of product inhibits enzyme 1
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Enzimas alostéricos

- Activacion. Se deberia decir hiperactivacion, ya que en este caso la
unidén del sustrato al centro alostérico modifica de tal forma al enzima
que aumenta su afinidad por el sustrato, con lo que aumenta la
velocidad de catalisis del enzima.

or

—— Regulatory
— molecule

Shape -
change .
= Regulatory

S molecule

Allosteric activation Allosteric deactivation

The active site becomes The active site becomes
available to the substrates unavailable to the substrates
when a regulatory molecule when a regulatory molecule
binds to a different site on  binds to a different site on
the enzyme. the enzyme.

© 2011 Pearson Education, Inc.
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Tasa de reaccion enzimatica

B Para determinar la tasa de una reaccion catalizada por un enzima, hay
que medir la desaparacion de sustrato, o bien la aparicion de producto, en
la unidad de tiempo.

B Aparte del aumento de la concentracion de moléculas de sustrato o
de enzima, la compartimentacion celular permite aumentar la
velocidad enzimatica, dado que la mayoria de los sustratos y los enzimas
se encuentran en las células eucariotas en concentraciones muy bajas, lo
que dificulta el hecho de que ambos se encuentren (condicion necesaria
para la catalisis).

B Al realizar estas reacciones en el interior de los organulos .celularées
(compartimentos pequefios dentro de cada célula, cada uno®con los
enzimas necesarios para las reacciones que deben realizar) se evita este
efecto negativo de la dilucidén.
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Enzimas inmovilizadas*

En 1897 se consiguié por primera vez catalizar una reaccién enzimatica
en el exterior celular, usandose un extracto de levadura para realizar
una fermentacion alcohdlica.

En la actualidad. Se comercializan mas de 500 enzimas diferentes, para
fines muy diversos.

miscellaneous 4% other industries 5%

Las enzimas inmovilizadas,
se usan ampliamente en la
industria.

agriculture 11%

Estas enzimas se encuentran
unidas/sujetas a otro material,
o bien forman agregados, de
manera que el movimiento del
enzima se encuentre total o
parcialmente restringido.

medical 21%

environment 13%

IMAGEN: Biology Course Companion 2014, OUP

energy 3%
[ A AT Y SV O WO
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Metodos de produccion de leche sin lactosa*

La lactosa es un disacarido compuesto por una molécula de glucosa y otra
de galactosa, y constituye el principal carbohidrato presente en la leche.

Para poder digerirlo es necesaria la
enzima lactasa, presente en los
mamiferos durante la lactancia, y que
hidroliza el enlace glucosidico entre
ambos monosacaridos.

A medida que un mamifero se va
desarrollando, la produccién de lactasa
en el organismo se va haciendo menos
abundante, hasta desaparecer.

Lactose
CHa OH

Glucose
s CHp OH
H
CHa OH H oH
H
ioH
n Galactose A % on
H ‘ol CH OH H
H H OH H
oH ) - oH H
B-galactosidase o CH |

H OH

H H oH
on M
Galactose (B 1->4) Glucose H H

The good news is that m

don't have mad cow's disease. )

The bad news i5 \/Ou’re lactose
infolerant.

IMAGEN: revista.unam.mx
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Metodos de produccion de leche sin lactosa*

B En general, a los mamiferos adultos les sienta mal la lactosa, ya que si
no es digerida, se fermenta por bacteria intestinales provocando una
serie de problemas digestivos, relativamente leves, pero lo bastante
molestos como para hacer muy dificil el consumo de leche.

INTESTINO
DELGADO

INTESTINO
GRUESO

B Estos sintomas (diarrea, flatulencia) es
lo que se conoce como intolerancia a
la lactosa.

* Dolor abdominal

* Diarrea
Glucosa Lactosa
Lactosa Intestino
delgado ¥ agua
Galaclosa
Lactosa
+
bacteria
acidos organicos
+
; Gas
+
Agua

* Flatulencia .
* Vomitos Intestino

Sintomas de intolerancia
a la lactosa

* Lactante: irritacion perianal delgado

eseje]

Intestino grueso

IMAGEN: salamanca24hora.com

IMAGEN: es.paperblog.com
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Metodos de produccion de leche sin lactosa*

B Las personas con intolerancia a la lactosa no pueden consumir leche
ni ninguno de los productos lacteos.

B Sin embargo, si pueden cosnumir leche sin lactose, obtenida gracias a
la utilizacion de la enzima lactasa inmovilizada.

M La enzima lactasa es producida de forma natural por la levadura
Kluveromyces lactis, por lo que es aislada por companias
biotecnoldgicas para su uso en el procesado de alimentos.

M La leche se pasa a
través de filtros con & * &
la enzima lactasa ;@ dh
inmovilizada en gel
de alginato 0

®

soportes de silice, = 9FPORTE LACTASA BIOCATALIZADOR HIBRIDO
obteniéndose N/ oo— Yau = .
~ , ™\ \ orcentaje de
leche sin lactosa. = . / — V" Actividad
i i "_ 18 £ Lactasa Libre 100 %
L\ Lactasa 40-60 %
IMAGEN: es.slideshare.net . , 0 ~ Inmovilizada .




