BIOQUIMICA.
TEMA I. BIORREGULADORES

F.O.E. Conferencia Actividad NO:1
Método : expositivo y elaboracién conjunta.
Medios: Presentaciéon powerpoint y pizarra

Titulo: Enzimas.

Aspectos generales.

Nomenclatura. Clasificacion.

Modo de accion. Cinética enzimatica.
Regulaciéon de su actividad.

OBJETIVOS:

Interpretar la cinética enzimatica y relacionarlas con el efecto de diferentes agentes
fisico-quimica sobre la actividad.

Justificar el papel regulador de las enzimas en el metabolismo.

OBJETIVOS METODOLOGICO Y EDUCATIVOS.

Demostrar como se cumple la relacion estructura funcion.

Estimular el desarrollo de la responsabilidad a través del cumplimiento de tareas
docentes.
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MOTIVACION
Problema.

En la empresa de citrico uno de los problemas que tienen es el enyerbamiento por lo que
el ingeniero agronomo responsable de los cultivos recomienda utilizar un herbicida cuyo
principio activo segan las especificaciones técnicas es el 2,4 D (2,4 diclorofenoxiacético),
que es una auxina de gran actividad por presentar en su estructura un anillo fendlico
sustituido por una cadena lateral &cida y la posicién 2 y 4 sustituido por cloro.

Este compuesto como otras auxinas estimula la sintesis de enzimas celulares que su
actividad esta relacionada con el crecimiento.

El colectivo de trabajadores agricolas aplican el herbicida al cultivo y observan al dia
siguiente un crecimiento apreciable de la hierba pero en dias posteriores esta al fin muere.

Planteamiento del problema

¢ Qué son los herbicidas?

¢ Qué es una enzima?; ;Qué es lo que hacen?

¢ puede ser afectada su actividad, como?

¢ Qué es una auxina, cual es su funcion?

¢ Qué relacion existe entre las enzima y las Auxinas ?

¢ Por qué la hierba crece el ler dia después del suministro de 2,4D?

¢ Por qué muere por la presencia de 2,4 D?

Argumente el papel regulador de las enzimas y las hormonas en el metabolismo.

* Parte del problema se le dara respuesta en la clase de hoy pero el resto se abordara en la
proxima conferencia (hormonas)



ASPECTOS GENERALES SOBRE LOS ENZIMAS.

Practicamente todas las reacciones quimicas que tienen lugar en los seres vivos estan
catalizadas por enzimas. Los enzimas son catalizadores especificos: cada enzima cataliza
un solo tipo de reaccidn, y casi siempre acttia sobre un tnico sustrato o sobre un grupo
muy reducido de ellos.

Los enzimas, a diferencia de los catalizadores inorgénicos catalizan reacciones
especificas. Sin embargo hay distintos grados de especificidad. El enzima sacarasa es muy
especifico: rompe el enlace B-glucosidico de la sacarosa o de compuestos muy similares.
Asi, para el enzima sacarasa, la sacarosa es su sustrato natural, mientras que la maltosa y
la isomaltosa son sustratos analogos. El enzima acttia con méxima eficacia sobre el
sustrato natural y con menor eficacia sobre los sustratos andlogos. Entre los enzimas poco
especificos estan las proteasas digestivas como la quimotripsina, que rompe los enlaces
amida de proteinas y péptidos de muy diverso tipo.

En una reaccion catalizada por un enzima:
* La sustancia sobre la que actta el enzima se llama sustrato.

* El sustrato se une a una regioén concreta del enzima, llamada centro activo. El centro
activo comprende (1) un sitio de unién formado por los aminoacidos que estan en
contacto directo con el sustrato y (2) un sitio catalitico, formado por los aminoacidos
directamente implicados en el mecanismo de la reaccion.

* Una vez formados los productos el enzima puede comenzar un nuevo ciclo de
reaccion
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PROPIEDADES DE LOS ENZIMAS.

Las propiedades de los enzimas derivan del hecho de ser proteinas y de actuar como
catalizadores. Como proteinas, poseen una conformacion natural maés estable que las
demads conformaciones posibles. Asi, cambios en la conformacion suelen ir asociados en
cambios en la actividad catalitica.

Las propiedades de las enzimas que las distinguen del resto de los catalizadores no
proteicos son:

-Eficiencia catalitica

-Reversibilidad

-Especificidad.



FACTORES QUE INFLUYEN SOBRE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA

Los factores que influyen de manera mas directa sobre la actividad de un enzima son:
opH

*Temperatura

*cofactores

EFECTO DEL pH SOBRE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA.

Pepsina Ureasa Arginasa
100

Las enzimas poseen grupos quimicos
ionizables (carboxilos -COOH; amino -
NH,, tiol -SH; imidazol, etc.) en las
cadenas laterales de sus aminoacidos.
Segin el pH del medio, estos grupos
pueden tener carga eléctrica positiva,
negativa o neutra. Como la conformacién
de las proteinas depende, en parte, de sus
cargas eléctricas, habra un pH en el cual la
conformacion serd la mas adecuada para la
actividad catalitica. Este es el llamado pH
optimo. Por ejemplo, la pepsina gastrica
tiene un pH 6ptimo de 2, la ureasa lo tiene
a pH 7 y la arginasa lo tiene a pH 10
(Figura de la izquierda)
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Actividad enzimatica %

Como ligeros cambios del pH pueden provocar la desnaturalizaciéon de la
proteina, los seres vivos han desarrollado sistemas mas o menos complejos
para mantener estable el pH intracelular (amortiguadores fisiol6gicos)

El pH puede afectar de varias maneras:
*El centro activo puede contener aminoacidos con grupos ionizados que
pueden variar con el pH.
*La ionizaciéon de aminodcidos que no estan en el centro activo puede
provocar modificaciones en la conformacién de la enzima.
*El sustrato puede verse afectado por las variaciones del pH.



EFECTO DE LA TEMPERATURA SOBRE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA .

En general, los aumentos de temperatura
aceleran las reacciones quimicas: por cada 1

10°C de incremento, la velocidad de Uﬁhtldﬂd HiIII'I'IEI
reaccion se duplica. Las reacciones |
catalizadas por enzimas siguen esta ley |
general. Sin embargo, al ser proteinas, a U h d d
partir de cierta temperatura, se empiezan ¢locios
a desnaturalizar por el calor. La dE
temperatura a la cual la actividad

catalitica es méxima se llama temperatura REEIEEIDI’I
optima (Figura de la derecha). Por encima

de esta temperatura, el aumento de
velocidad de la reaccion debido a la
temperatura es contrarrestado por la

pérdida de actividad catalitica debida a la
desnaturalizacion térmica, y la actividad TEITIFIE[H['I]H s
enzimatica decrece rapidamente hasta

anularse.

Temperatura
Optima
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EFECTO DE LOS COFACTORES SOBRE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA

A veces, un enzima requiere para su funcion la presencia de sustancias no proteicas
que colaboran en la catdlisis ( los cofactores). Los cofactores pueden ser iones
inorganicos como el Fe**, Mg**, Mn**, Zn** etc. Casi un tercio de los enzimas
conocidos requieren cofactores. Cuando el cofactor es una molécula organica se
llama coenzima o grupo prostético. Muchos de estos coenzimas derivan de
vitaminas. Cuando los cofactores se encuentran unidos covalentemente al enzima se
llaman grupos prostéticos y cuando estan débilmente unidos se les llama coenzima.
La forma cataliticamente activa del enzima, es decir, el enzima unida a su grupo
prostético o coenzima, se llama holoenzima. La parte proteica de un holoenzima
(inactiva) se llama apoenzima, de forma que:

Inorganico

HOLOENZIMA = APOENZIMA + COFACTOR/
orgéanico (derivados de vitaminas)

Cataliticamente

Cataliticamente . .
1nactiva

activa



NOMENCLATURA DE LOS ENZIMAS

Hay varias formas mediante las cuales se asigna un nombre a un enzima:

*nombres particulares ( relacionado con el sustrato y la accion).

*nombre sistematico (consta de tres elementos: el sustrato preferente, el tipo de
reaccion realizada , terminacién "asa”) Ej. glucosa fosfato isomerasa.

*Codigo de la comision enzimatica (enzyme comission). El nombre de cada enzima
puede ser identificado por un cédigo numérico, encabezado por las letras EC
(enzyme comission), seguidas de cuatro ntimeros separados por puntos. El primer
numero indica a cual de las seis clases pertenece el enzima, el segundo se refiere a
distintas subclases dentro de cada grupo, el tercero y el cuarto se refieren a los
grupos quimicos especificos que intervienen en la reaccion. Asi, la ATP:glucosa
fosfotransferasa (glucoquinasa) se define como EC 2.7.1.2. El namero 2 indica que es
una transferasa, el 7 que es una fosfotransferasa, el 1 indica que el aceptor es un
grupo OH, y el altimo 2 indica que es un OH de la D-glucosa el que acepta el grupo
fosfato.

CLASIFICACION DE LOS ENZIMAS

En funcion de su accién catalitica especifica, los enzimas se clasifican en 6 grandes
grupos o clases:

Clase 1:OXIDORREDUCTASA

Clase 2: TRANSFERASAS

Clase 3: HIDROLASAS

Clase 4: LIASAS

Clase 5: ISOMERASAS

Clase 6: LIGASAS

Ver pag. WEB ejemplos de cada grupo de clasificacion en la conferencia sobre
enzimas.

MODO DE ACCION DE LOS ENZIMAS

Los enzimas son catalizadores especialmente eficaces, ya que disminuyen la energia
de activacion (Ea) atn mas que los catalizadores inorganicos. Por ejemplo, la
descomposicion del agua oxigenada (H,0O,) para dar H,0O y O, puede ocurrir sin
catalizador, con un catalizador inorganico (platino), o con un enzima especifico
(catalasa). Las respectivas Ea para cada proceso son 18, 12 y 6 Kcal/mol. Asi, se
puede calcular que el platino acelera la reaccion 20.000 veces, mientras que la
catalasa la acelera 370.000 veces.
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Para que una reacciéon quimica tenga lugar, las moléculas de los reactantes
deben chocar con una energia y una orientaciéon adecuadas. La actuacién del
enzima (1) permite que los reactantes (sustratos) se unan a su centro activo con
una orientacién 6ptima para que la reacciéon se produzca y (2) modifica las
propiedades quimicas del sustrato unido a su centro activo, debilitando los
enlaces existentes y facilitando la formacién de otros nuevos.

Enzima

/
A
927 Sustrato

CINETICA ENZIMATICA

Hay dos modelos sobre la forma en que
el sustrato se une al centro activo del
enzima:

*el modelo llave-cerradura.

*el modelo del ajuste inducido.

Ver pagina WEB de la asignatura
donde se explican dichos modelos

Los principios generales de las reacciones quimicas se aplican también a
las reacciones enzimaticas. Por este motivo, antes de empezar con la
cinética enzimdtica, es importante recordar algunos conceptos basicos de

cinética quimica.



A continuacion, se describiran los siguientes conceptos:
Modelo cinético de Michaelis-Menten

Célculo de la Km y la Vmax de una enzima

Actividad enzimatica.

Sustrato Productos O

Enzima Complejo
enzima-sustrato
E+S - ES *E+P

La cinética enzimética estudia la velocidad de las reacciones catalizadas por
enzimas. Estos estudios proporcionan informacién directa acerca del mecanismo de
la reaccion catalitica y de la especificad del enzima. La velocidad de una reaccion
catalizada por un enzima puede medirse con relativa facilidad, ya que en muchos
casos no es necesario purificar o aislar el enzima. La medida se realiza siempre en
las condiciones 6ptimas de pH, temperatura, presencia de cofactores, etc, y se
utilizan concentraciones saturantes de sustrato. En estas condiciones, la velocidad
de reaccién observada es la velocidad maxima (V,, ). La velocidad puede
determinarse bien midiendo la aparicién de los productos o la desaparicion de los
reaccionantes.

Para estudiar la cinética enzimatica se mide el efecto de la concentracion inicial de
sustrato ([S)]) sobre la velocidad inicial de la reaccién (v, ), manteniendo la
cantidad de enzima constante. Si representamos v, frente a [S,] obtenemos la
grafica que aparece a continuacién. Cuando [Sy] es pequefia, la velocidad inicial es
directamente proporcional a la concentracién de sustrato ([S]), , y por tanto, la
reacciéon es de primer orden. A altas [S], el enzima se encuentra saturada por el
sustrato, y la velocidad ya no depende de [S]. En este punto, la reaccién es de orden
ceroy la velocidad es méxima (Vmax).




Velocidad de reacciéon

Concentracion de Sustrato

Para explicar la relacién observada entre la velocidad inicial (v,) y la concentracion
inicial de sustrato ([S,]) Michaelis y Menten propusieron que las reacciones
catalizadas enzimaticamente ocurren en dos etapas: En la primera etapa se forma el
complejo enzima-sustrato y en la segunda, el complejo enzima-sustrato da lugar a la
formacioén del producto, liberando el enzima libre:

ki k3
F+S—=FES—E+P

k2

En este esquema, k,;, k, y k; son las constantes cinéticas individuales de cada
proceso y también reciben el nombre de constantes microscépicas de velocidad.
Segun esto, podemos afirmar que:

*v; =k, [E][S]

*v, =k, [ES]

*v, =k, [ES]

Se puede distinguir entre enzima libre (E) y enzima unido al sustrato (ES), de
forma que la concentracion total de enzima, [E;], (que es constante a lo largo de la
reaccion) es:
[Eq] = [E] + [ES]
Como [E] = [ET] - [ES], resulta que: v,=k,[S] [E{] - k, [S] [ES]
Ademas, como [ES] es constante, la velocidad de formacién de los productos es
constante:

v = v, = Kk, [ES] = constante.



Mediante un procesamiento matematico se deduce que:

[E, 1[S]
K_+[S]

Donde la expresion (k,+k;)/k, se ha sustituido por K,, o constante de Michaelis-
Menten. Este enlace nos aporta una explicaciéon sobre las razones que hacen de la Km
un pardmetro cinético importante que expresa la afinidad de la enzima por su
sustrato.

La ecuacion de Michaelis - Menten relaciéna la concentraciéon de sustrato con la
velocidad de la reaccion.

[ES] =

Vmax .[S]
Vs —m8M8M8M8—
Km +[S]

(ver texto p55-59 y pagina WEB en conferencia de enzima la deduccién
matematica)

Hay enzimas que no obedecen la ecuaciéon de Michaelis-Menten. Se dice que su
cinética no es Michaeliana. Esto ocurre con los enzimas alostéricos, cuya grafica v
frente a [S] no es una hipérbola, sino una sigmoide (Figura). En la cinética
sigmoidea, pequefas variaciones en la [S] en una zona critica (cercana a la Km) se
traduce en grandes variaciones en la velocidad de reaccién.

Saturacion

Velocidad de reacciéon

Concentracion de sustrato



CALCULO DE LA Km Y DE LA Vmax DE UN ENZIMA
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La representacion gréfica de la ecuacion de
Michaelis-Menten (v, frente a [S;]) es una
hipérbola. La Vmax corresponde al valor
méaximo al que tiende la curva
experimental, y la Km corresponde a la
concentracion de sustrato a la cual la
velocidad de la reaccion es la mitad de la
Vmax.

Para determinar graficamente los
valores de Km y Vmax es mas
sencillo utilizar la representaciéon
doble reciproca (1/v,frente a 1/[S;]),
ya que es una linea recta. Esta
representaciéon doble reciproca recibe
el nombre de representaciéon de
Lineweaver-Burk (Figura). Es una
recta en la cual:

La pendiente es Km/Vmax

La abscisa en el origen (1/v, = 0) es
-1/Km

La ordenada en el origen (1/[S;] = 0)
es 1/Vmax

11[8]

1/v=Km/Vm . 1/S + 1/Vm


Rodolfo
Resaltado

Rodolfo
Resaltado

Rodolfo
Texto escrito a máquina
1/v=Km/Vm . 1/S + 1/Vm


REGULACION DE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA

Una molécula de enzima no tiene por qué actuar siempre a la misma velocidad. Su
actividad puede estar modulada por:

cambios en el pH

cambios en la temperatura

presencia de cofactores

las concentracién de sustratos y de los productos finales
presencia de inhibidores

Modulacién alostérica.

Modificacion covalente

activacion por proteolisis

Isoenzimas.

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 6ptimo pueden afectar drésticamente
su actividad. Como ligeros cambios del pH pueden provocar la desnaturalizacién de
la proteina, los seres vivos han desarrollado sistemas mas o menos complejos para
mantener estable el pH intracelular: Los amortiguadores fisiolégicos.

*EFECTO DE LA TEMPERATURA SOBRE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA
A la temperatura 6ptima la enzima presenta el maximo de actividad catalitica. Por

encima de esta temperatura, la enzima comienza a desnaturalizarse por lo que la
actividad enzimatica decrece rapidamente hasta anularse.

Miaximo de
actividad

Enzima se
desnaturaliza

Incremento de
actividad enzimatica

I I I I I I
10 L 10 20 30 40 50

Temperatura optima
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Marked definida por Rodolfo


EFECTO DE LOS COFACTORES SOBRE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA

El cofactor ejerce sobre la velocidad de reaccion un efecto semejante a la
concentraciéon de S (figura siguiente). Si la reaccion es catalizada por una enzima
que requiere un cofactor y este no esta presente la reaccion no ocurre porque la
enzima estara cataliticamente inactiva.

I

Velocidad de reacciéon

| | T
Concentracion Cofactor

EFECTO DE LAS CONCENTRACIONES DE SUSTRATO SOBRE LA
ACTIVIDAD ENZIMATICA.

La velocidad de una reacciéon enzimatica depende de la concentraciéon de sustrato.
La Figura de la derecha muestra la velocidad de una reaccion enzimatica a 6
concentraciones distintas de sustrato. Ademas, la presencia de los productos finales
puede hacer que la reaccion sea mas lenta, o incluso invertir su sentido

[5g]

1S <l
— [5al
o [54]
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S
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E = [51]
E+S T ES«=ES*«—FP «— E+P
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EFECTO DE LOS INHIBIDORES SOBRE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA.

Ciertas moléculas pueden inhibir la acciéon catalitica de un enzima: son los
inhibidores. Estos inhibidores bien pueden ocupar temporalmente el centro
activo por semejanza estructural con el sustrato original (inhibidor competitivo) o
bien alteran la conformacion espacial del enzima, impidiendo su unién al sustrato
(inhibidor no competitivo) (Figuras inferiores).

s R S

Inhibicién competitiva Inhibicién no competitiva
Inhibidor compite con el S por el El inhibidor no puede unirse al
CA, porque presenta estructura CA, no presenta estructura
semejante al S (afecta la KM, pero semejante al S (no afecta la KM,
la VMax se recupera cuando [S] >>> pero la Vmax no se recupera
[Inh]) aunque la [S] >>> [Inh]

Reaccion

+<—inhibida**

v,

Reaccion no
inhibida*




MODULACION ALOSTERICA DE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA

Hay enzimas que pueden adoptar 2 conformaciones interconvertibles llamadas R
(relajada) y T (tensa). R es la forma mds activa porque se une al sustrato con mas
afinidad. Las formas R y T se encuentran en equilibrio R <==>T

—
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Ciertas sustancias tienden a estabilizar la forma R. Son los llamados moduladores
positivos. El propio sustrato es a menudo un modulador positivo. Las moléculas que
favorecen la forma R pero que acttian sobre una regién del enzima distinta del centro
activo son los activadores alostéricos:

Efector alostérico P o activador: Favorece la unioén con el sustrato, desplaza el
equilibrio hacia la formacién de estados R.

Efector alostéroico(® o inhibidor: inhibe la unién de la enzima con el S, desplaza el
equilibrio hacia la formacién de estados T.

Activador alostérico

Sitio alostérico

LN

sustrato

EFECTO DE LA MODIFICACION COVALENTE SOBRE LA ACTIVIDAD
ENZIMATICA.

Otros enzimas pasan de una forma menos activa a otra mds activa uniéndose
covalentemente a un grupo quimico de pequefio tamafio como el Pi o el AMP. También se
da el caso inverso, en el que un enzima muy activo se desactiva al liberar algtin grupo
quimico. En las enzimas de las vias degradativas del metabolismo, la forma fosforilada es
mas activa que la no fosforilada, mientras que en las vias biosintéticas ocurre lo contrario.
Son estados interconvertibles por accién de otras enzimas.

Quinasas
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Hacer un cuadro comparativo con las principales caracteristicas de los mecanismos
de regulacion alostérica y modificacion covalente.

OTRAS BIBLIOGRAFIA ENZIMAS

Bioquimica para estudiantes de Ciencias Agropecuarias. p. 42-66
Bioquimica A.L. Lehninger p. 189-194, 223-248.

Biochemistry. Geoffrey Zubay Cap. 8 y 9 p. 259-345.

Bioguimica. Voet & Voet. Cap 12,13y 14

Bioguimica. Matheus Cap. 11

Bioquimica A.L. Lehninger. Cap.

CONCLUSIONES.

Proteinas celulares , Funcién como catalizador

Enzimas (justificar)

glucosa + ATP # ADP + glucosa-6-fosfato

E: Glucoquinasa

¢Como sera la especificidad de sustrato y de accién de esta enzima?

Destacar la importancia de las enzimas en la regulaciéon del metabolismo
permitiendo que este transcurra cumpliéndose el principio de maxima
eficiencia y economia

Trabajo independiente ver activacion proteolitica de la actividad
enzimética y regulacion de la actividad enzimatica por medio de
isoenzimas (Pag. WEB)



CUESTIONARIO

¢Qué es un enzima y cual es su naturaleza quimica?

(Como se define el complejo funcional enzimatico? Citar sus componentes y
describirlos.

Explique qué es el centro activo y como esta constituido.

Enumere las propiedades de los enzimas que lo diferencian del resto de las
proteinas.

Explique, en forma comparativa, las teorias que tratan de explicar el modo en que
se lleva a cabo la unién entre la enzima y el sustrato.

Justifique mediante un gréfico el efecto de la concentracion de los enzimas sobre la
velocidad de la reaccion.

;Qué expresa la ecuacion de Michaelis- Menten?

(Coémo puede definirse la KM?

Represente graficamente la KM mediante el grafico de Michaelis- Menten y el de
Lineweaver y Burk. Explicar su significacion practica.

Explique mediante graficos la inhibicién competitiva y la no competitiva.

Explique el efecto de la temperatura y el pH sobre la velocidad de las reacciones
enzimaticas.





