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T8. REGULACION DE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA

Mecanismos generales de la regulacion enzimatica

éCuanta enzima?_

En rosa: control de la actividad del enzima preexistente

En azul: control del nimero de moléculas W
(OR @)
(o]
Association with Sequestration

regulatory protein (compartmentation)

transcriptior translation turnover

DNA = MRNA =) Enzyme == Amino acids

turnover / \

Allosteric Covalent
regulation modification

Nucleotides

Factores que afectan a la eficacia de un enzima:
pH, temperatura, compartimentalizacion.

Efecto de las variaciones fisicoquimicas del entorno
Efecto de la temperatura

Existe un incremento de la velocidad con la temperatura: entre 0-40 °C, la Voaumenta
x2 cada 10 °C.

La temperatura éptima para la mayoria de las enzimas humanas esta entre 35-40 °C;
por encima de 40 °C se reduce la Voy el enzima se desnaturaliza.

AUMENTO DE LA TEMPERATURA = AUMENTO DE LA VELOCIDAD DE REACCION

(Hasta un limite, cuando se sobrepasa la temperatura de desnaturalizacion de la enzima/ pérdida de su funcién)
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Efecto de la temperatura Eiemplo clinico en una mutacién de la
G6PDH:
: A Inestabilidad térmica de la Glucose-6-
\ Phosphate dehydrogenase produce anemia
\ por pérdida de hematies (vida media mas
corta).

G6PDH: Es el enzima regulado/importante
en la ruta de las pentosas de fosfato que
mantiene la homeostasis oxidativa.

Los eritrocitos por transporter O, requieren
especialmente de esta via.

Si estd defectuosa los eritrocitos pueden
lisarse por estrés oxidativo.

j - Baja la actividad enzimatica

Velocidad enzimdtica

Desnaturalizacién

| de la enzima
Temp. Optima

0 10 20 30 40 50 Temperaturaen°C

En los eritrocitos, la enzima G6PDH es una enzima importante para el mantenimiento
de la integridad de la membrana plasmatica. Una de las variantes de la anemia
hemolitica se produce por una mutacidén que genera una forma termolabil de esta
enzima, incapaz de funcionar a la temperatura corporal habitual. Este problema afecta
especialmente a los eritrocitos, ya que son células enucleadas, no poseen la capacidad
de renovar las enzimas que se desnaturalizan por el efecto de la temperatura.

Los enzimas tienen pHs éptimos (pH=7,4 y algunos tienen pH muy d4cido o basico, €j.
enzimas digestivos).

Pequeiios cambios de pH: amortiguados por los tampones fisioldgicos organismo.
Cambios grandes: producen efectos adversos.

1. Efecto del pH sobre la ionizacidn del sitio activo: El proceso catalitico por lo general
requiere que la enzimay el sustrato tengan grupos quimicos especificos ya sea en estado
ionizado o no ionizado con el fin de interactuar.

2. Efecto del pH sobre la conformaciéon de enzimas: El pH dptimo es en el cual la
conformacidn es la mds adecuada para la actividad catalitica.
Conformacién: mantenida por cargas de los Aas interacciones en la estructura proteica.

Los pHs extremos puede afectar a la carga de los aminodcidos y desnaturalizar las
proteinas.

Los cambios en el pH del medio pueden alterar al estado de ionizacién de las cadenas
laterales de los aa acidos y basicos. Estos cambios pueden afectar a la afinidad de la
enzima por el sustrato, si se ven alteradas las cargas de los aa que participan en la
formacidn de interacciones no covalentes entre la enzima y el sustrato para formar el
complejo ES. También se puede alterar la etapa de transformacién del sustrato en
producto, si se modifican los residuos cataliticos.
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de la tripsina
(enzima Intestinal)

PH 6ptimo de la pepsina
(enzima estomacal)

Actividad Enzimatica—»

o
-
N
@
IS
@
@
~
@
©
B

Pepsin Trypsin Alkaline

phosphatase

Reaction velocity (Vo)

Compartimentalizacion sobre la actividad enzimatica

Control de la actividad enzimatica por separacion fisica del sustrato.
Pueden existir organulos de almacenamiento de enzimas.

Se requiere de un transportador del sustrato en la membrana del organulo para que el
enzima tenga acceso al sustrato. Se requiere una sefial para la liberacién del enzima.
Existe una limitacidn fisica en la disponibilidad del sustrato.

Acyl CoA

Carnitine

Cytostlic
side

CoA

Acyl carnitine

i ‘;‘ [i Translocase l ‘;‘ li

488y

488l

Matrix
side

Carnitine ﬁ Acyl carnitine

Acyl CoA

CoA

EJEMPLO: las vias/rutas metabdlicas
OXIDACION DE LOS ACIDOS GRASOS EN LA
MITOCONDIRA - primer enzima mitocondrial,
que es la Acil Coa deshidrogenasa.

Requiere de transportadores en las membranas
mitocondriales y de carnitina. SI NO HAY
CARNITINA NO FUNCIONARA LA PRIMERA
REACCION  ENZIMATICA POR FALTA DE
SUSTRATO.
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Efecto de los moduladores

: cualquier molécula que reduce la velocidad (ralentizan o detienen) de una
reaccion catalizada por enzimas. Son moléculas naturales, artificiales o proteinas.

Irreversibles: inactivacion permanente por Enzimas irreversibles
ENLACES COVALENTES.
Substrate -
Son comunes en farmacologia, tratamiento P e
. . ( \
de patologias muy diversas. i !
Enzymy
. .z . Competitive
Reversibles: unién al enzima por enlaces kit
débiles o no covalentes. El complejo El (6(\'
(enzima-inhibidor) se  encuentra en Competitivo <F“z¥me/
equilibrio con las formas libres y se rompe
. .z _Ungumple(illve
por dilucién. Substrate inhibitor

(&

Acompetitivo @ J

Los inhibidores fisiologicos en la s

REGULACION DEL METABOLISMO son:

Substrate ~
loncompetitive \

A) Competitivos nnber \-,/g)

B) No competitivos No competitivo ™

C) Acompetitivos
Inhibidores irreversibles: inhibidores suicidas

Son moléculas que se suelen unir a la enzima de manera irreversible mediante ENLACES
COVALENTES, impidiendo su funcién. Andlogos de sustratos

Su principal utilidad es la creacién de farmacos, pero también se utilizan para conocer
el mecanismo de reaccion de las enzimas inhibidas.

coon El 4cido acetilsalicilico (aspirina
°‘§‘°"’ Inhibe de modo irreversible LA ENZIMA CICLOOXIGENASA, COX que
COX-1y COX-2 . . .
cdo sce- sintetiza las prostaglandinas.
salicilico ’ - .
(aspirina) Se bloquea la sintesis de prostaglandinas (PG) y tromboxanos (TXA2)
% s a partir del &cido araquidénico de las membranas celulares (liberado
cox.1 cox'z A por PLA2 que se activa durante procesos inflamatorios).
acetilados .. Acido salicilico
Polpépﬂdo de ENZIMA (60]0] /() ENZIMA CcOO
COX-1y COX-2 G o—C" //() OH
o Ser——OH + 7 | NeH > Ser——0—C_ id \
serina \ J \( ‘“” \
COX Aspirin Acetylated, Salicylate
< o (acetylsalicylate) inactivated
Grupo acetilo COX

Se acetila la COX en Serina
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Penicilina: peptidomimético que inhibe irreversiblemente la transpeptidasa que
entrecruza los péptidos que mantienen el peptidoglicano de la pared celular de las
bacterias.

B-lactam mechanism Union covalente de la penicilina a la Serina

of action del centro activo
R
ABX-free o ¢
Cell Wall H NH CH
Synthesis
¥ / o
Penicill o ¢ N—
OH S o M coo
P .. Ser
pen Ceph Mono coso  PErdida de la pared y muerte por lisis
D-Ala-D-Ala structural mimics: (0D Q0 @ @® celular
B-lactams ~ bind Glycopeptide Penicilloyl-enzyme complex
to transpeptidase transpeptidase (enzymatically inactive)

active site

TRANSPEPTIDASA

()

La utilizacién masiva de antibioticos B-lactamicos (penicilinas y derivados) ha dado
lugar a bacterias con RESISTENCIA. Los microorganismos resistente a estos ATB lo son
por producir un enzima, la B-lactamasa, que inactiva a los ATB B-lactamicos.

La adicidn de un acido clavulanico a la peniciina y derivados evita esta resistencia.
Ac. Clavulanico: inhibidor suicida de la B-lactamasa.

Inhibidores irreversibles: inhibidores suicidas en el sistema B-lactamasa

| >

Esta molécula
reacciona con la serina
activa de la B-
lactamasa
produciendo su
inactivacién

AC CLAVULANICO

/
CH—CH,—O
Sitio activo

enzima

/ Ser
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Inhibidores reversibles

Se caracteriza porque el inhibidor se une al mismo sitio que el sustrato, impidiendo la
formaciéon del complejo ES y la formacion de producto. Suele ser una molécula
semejante al sustrato de la reaccién, de forma que los dos ligandos compiten por unirse
al centro activo, aunque algunos tienen una estructura diferente.

Como la unidn es reversible, cuando la [S] es elevada, es muy poco probable que el
inhibidor se una a la enzima, por lo que muestra una Vmax normal.

Inhibicién reversible competitiva: ejemplo, las estatinas

Agentes antihiperlipidémicos o hipolipemiantes:

Inhibe de manera competitiva el paso limitante de velocidad en la
biosintesis de colesterol: enzima hidroximetilglutaril coenzima A
reductasa (HMG CoA reductasa).

Las estatinas, como atorvastatina (Lipitor) y pravastatina (Pravachol):
Andlogos estructurales del sustrato natural de esta enzima y compiten
Y_\zo— por la unién en el higado.

6
HMG CoA
slstato) Inhiben la sintesis de novo del colesterol y:

1.- reducen los niveles de colesterol en plasmay en higado.

Pravastatina

(inhibidor competitivo) 2.- se induce la expresion del receptor de lipoproteinas en el higado y
hace que se reduzca aiin mas los niveles en el plasma.

La inhibicion no competitiva se reconoce por su ¥ sustto
s 2 )
efecto caracteristico sobre Vmax. Su efecto no se @ 8 @
puede evitar aumentando la concentracién de Lo
.. ., El inhibidor se | enzma) Complejo ES
sustrato y produce una disminucién de la Vmax ya .
) . puede unir al v iz
gue el complejo ternario ESI no genera producto. . “/ H
complejo ES -
/ nhl(l;’ldor \
El inhibidor y el sustrato se unen en sitios
diferentes en la enzima (lugar distinto al centro
activo). - S g

Puede unirse tanto a la enzima libre como al complejo ES, y dificulta la reaccién
enzimatica.

Efecto sobre Vmax: REDUCEN la Vmax (aparente de la reaccién). La inhibiciéon
no puede superarse por medio del aumento de la concentracién del sustrato.
Efecto sobre la Kkm: No afectan a la Km, ya que no se une al centro activo.
Efecto sobre la grafica de Lineweaver-Burk: las rectas con | y sin | se juntan en
la -1/Km. 1/Vmax aumenta.
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Inhibicion reversible no competitiva: comportamiento cinético

La velocidad maxima, Vmax,
aparentemente se reduce

en presencia de un inhibidor
no competitivo.

Inhibidor no
i competitivo

" Con Inhibidor
no competitivo

- Svi\
Km\ : inhibidor

Km La constante de Michaelis, K,, no cambia
en pr ia de un inhibidor no petitivo.

Velocidad de reaccién (vo)

Increasing (1)

s

]
(S

Noncompetitive inhibitor

Se unen exclusivamente al complejo ES, en un lugar diferente al centro activo,
formando un complejo ternario. El aumento de la [S] no disminuye la unién del
inhibidor.

Presenta afinidad por el enzima unido a S.

El efecto aparente sobre los parametro cinéticos en presencia de inhibidor es la
disminucion de la Km del sustrato y la Vmax.

10— o inhibitor La Km con inhibidor disminuye
lo que podria indicar aumento

de la afinidad.

=k Sin embargo se debe a que Km=

[S] a la Vmax/2.

Como Vmax se va reduciendo

20 [1=10K [N=5kK
Alﬂ///—%— con el inhibidor la Km cambia ya

° [Substrate] — que se forma un complejo
\ ternario.

t

Increasing (1]

<[
Relative rate

71e
[S)
Un-competitive inhibitor

Ky for uninhibited enzyme

KfP for [1] = K;
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Resumen inhibidores reversibles
Inhibicion Competitiva Inhibicién no Competitiva

Inhibicion Acompetitiva

No inhibitor

100
No inhibitor

80

&
@ e
8 g
S 60 2 %
2 [1=10k 2 2
5 a0 g [=10k
2 =5k
20
[Substrate] —
0 [Substrate] — Ky for uninhibited enzyme
[Substrate] — Knm KPP for [1] =K;
Tipo de Inhibicidn Km Ymax Km/Ymax
Competitivo mas alto igual aumenta
No competitivo igual mas bajo aumenta
Acorpetitivo mas alto més bajo igual

Ejemplos de inhibidores enzimaticos con utilidad como farmacos

Aciclovir Herpes DNA polimerasa viral
Alopurinol Gota Xantina oxidasa
Fluorouracilo Cancer Timidilato sintasa

DuP450 SIDA Proteasa HIV
Metotrexato Cancer Dihidrofolato reductasa
Zidovudina SIDA Transcriptasa reversa HIV
Omeprazol Ulcera gastrica H+,K+ -ATPasa

Phenelzine Depresion Monoamino oxidasa
Nitecapone Parkinson Catecol O-metiltransferasa
Sorbinil Retinopatia diabética Aldosa reductasa

Catalysi

Aspirin: COX1 or COX2 s+[E] ==[Es]=[ex’]=—=[EP]==[E]+P

B-Lactams (amoxicillin): transpeptidases
Bortezomib: proteasome peptidase “ u u n
@—[&] &P

Fluorouracil (FAUMP): dTMP synthase
Triclosan: Fabl
T. @ Immucillin-H:

E-S-l
Clavulonate: B-lactamase e
Allopurinol: xanthine oxidase

Osimertinib: EGFR tyrosine kinase

D

Selegiline: mono-amine oxidase
purine nucleoside phosphorylase

Meth dihydrofolate reductase Avodart: steroid 5a-reductase
Allopurinol: OMP decarboxylase Mycophenol fetil: IMP dehydrog

Mupirocin: lle-tRNA synthetase
Lexivir: HIV protease

Nature Reviews | Drug Discovery
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Los inhibidores se unen irreversiblemente o no a alguna de las formas enzimaticas durante la
catalisis bloqueando la progresion enzimatica.
Se pueden disefiar los farmacos si se conocen los mecanismos enzimaticos.
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Algunos enzimas responden a una regulacién mas especializada realizada por
EFECTORES, son los enzimas alostéricos. Tienen comportamiento cinético cooperativo
en general y no siguen la ecuaciéon de Michaelis-Menten.

EFECTORES ALOSTERICOS: ACTIVADORES (EFECTORES POSITIVOS) O INHIBIDORES
(EFECTORES NEGATIVOS)

Varias subunidades: OLIGOMERICAS O MULTIMERICAS.
Sitios de unidn/regulador/sitio alostérico para los diferentes efectores con
elevada especificidad. La unién del regulador alostérico al sitio alostérico del
enzima produce un cambio conformacional: ALTERA LA ACTIVIDAD
Enzimas que catalizan pasos limitantes e importantes en las rutas metabdlica.
Los EFECTORES pueden alterar:

a. Vmax de la reaccion

b. Km la afinidad SUSTRATO-ENZIMA

Integracion y mecanismos de la regulacion metabdlica

La regulacion metabdlica permite la adaptacién de la actividad a las necesidades
fisioldgicas, estados del desarrollo o condiciones ambientales.

Objetivos:
e Adaptar la ruta metabolica a las necesidades celulares y la integracion del
metabolismo en el organismo completo.
e Coordinar vias de sintesis y degradacion de una determinada sustancia para
optimizar el funcionamiento metabdlico y el almacenamiento de sustancias.

En las rutas habra pocos enzimas reguladores que catalizan reacciones irreversibles
y limitantes de la ruta.

Existencia de isoenzimas especificos de cada tejido o con diferentes caracteristicas
gue permiten la compartimentalizacion tisular. La falta de enzimas en determinados
tejidos o la existencia de manera exclusiva, determina algunas rutas de degradacién
y de sintesis.

La regulacion hormonal: permite la integracion metabdélica/coordinacion de los
distintos tejidos, drganos y sistemas fisioldgicos. Permite situar en una posicion de
gasto o ahorro energético al organismo.

Sintesis y catabolismo de los metabolitos en orgdnulos diferentes dentro de la
célula.

Podemos hablar de regulacién temporal y regulacién espacial.
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La estd condicionada por la vida media y la disponibilidad de los
enzimas metabdlicos. En las células existe un recambio proteico constante que afecta a
la vida media de las proteinas y los enzimas. La concentracidn de los enzimas se
encuentra regulada mediante su sintesis y su degradacion.

(a largo plazo), horas o dias
1. A través de la regulacion de su sintesis: Regulacidon de la transcripcién y de la
traduccidn. Existen hormonas y reguladores génicos que afectan a la expresién
génica. Regulacion de los genes que codifican esos enzimas por hormonas
circadianas o de etapa del desarrollo
2. Através de laregulacion de su degradacidon: Mediada por ubiquitina y ejecutada
por el proteasoma.

(a corto plazo), segundos a minutos:
- Control alostérico (Citrato: PDK1; AMP, ATP, glucosa: Glucégeno fosforilasa).
- Modificaciones covalentes reversibles o irreversibles: fosforilacion, sintesis
como zimégenos (formas inactivas).
Las hormonas también pueden producen una respuesta rapida

Respuesta rapida en la regulacion del metabolismo: Modificaciones covalentes
reversibles o irreversibles: fosforilacidn, sintesis como zimdgenos (formas inactivas).

Irreversible
Activacion por rotura proteolitica de precursores inactivos (zimoégenos).

Enzimas de la digestion
Cascada de coagulacion
Activacion de caspasas en la apoptosis

Reversible
Unidn covalente de un grupo quimico que altera las propiedades cataliticas del
enzima.

1. Fosforilacién-desfosforilacion

2. Oxidacion-reduccion
3. Acetilacion-desacetilacion
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Ejemplo de respuesta rapida irreversible

Los zimégenos son precursores enzimaticos o enzimas inactivos. Son moléculas proteicas
inactivas que necesita a ser activada para convertirse en un enzima activo. Finalidad:

1.-Mecanismo de seguridad para evitar la catalisis en un compartimento o momento
inadecuado
2.-Inmediatez.

Por ejemplo, la sintesis de enzimas digestivos en forma inactiva es un mecanismo de seguridad
para las células que sintetizan esos enzimas. No son activados hasta que son secretados al
tracto gastrointestinal. Su activacion dentro de las células que los producen llevaria a su accién
indiscriminada en la célula.

Otro ejemplo son los factores de coagulacion.

Ejemplo de respuesta rapida irreversible

Enteropeptidase

Trypsinogen Trypsin

i
puiy Py

Proelastase  Elastase Procarboxy-  Carboxy-
peptidase = peptidase

Chymotrypsinogen  Chymotrypsin Prolipase Lipase
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Ejemplo de respuesta rapida irreversible

INTRINSIC PATHWAY

Damaged surface

|

Kininogen

Kallikrein EXTRINSIC PATHWAY

X1 Xl Trauma
X1 Xlg J.
X X, Vi, A\V4ll
v, |EE8E- rreuma
— M
X Xa X
-
Prothrombin Thrombin
an A1a)
FINAL Fibrinogen Fibrin
COMMON 10) a)
PATHWAY

l Xlla

Cross-linked
fibrin clot

Ejemplo de respuesta rapida reversible

MODIFICACION COVALENTE REVERSIBLE son: fosforilacién, adenilacién, ADP-Ribosilacién o
metilacion.

Table 10.1 Common covalent modifications of protein activity

Example of

Modification Donor molecule modified protein Protein function
Phosphorylation ATP Glycogen Glucose homeostasis;
phosphorylase energy transduction
Acetylation Acetyl CoA Histones DNA packing;
transcription
Myristoylation Myristoyl CoA Src Signal transduction
ADP ribosylation NAD™ RNA polymerase Transcription
Farnesylation Farnesyl Ras Signal transduction
pyrophosphate
y-Carboxylation HCO;™ Thrombin Blood clotting
Sulfation 3’-Phosphoadenosine- Fibrinogen Blood-clot formation
5’-phosphosulfate
Ubiquitination Ubiquitin Cyclin Control of cell cycle

Ejemplo de respuesta rapida reversible

FOSFORILACION/DESFOSFORILACION:

1. Supone activacién/inactivacidén enzimatica

2. Transferencia de realizada y catalizada por PROTEINAS QUINASAS que transfieren grupos
fosforilo desde el ATP a grupos OH de os residuos de Ser, Thr o Tyr.

3. A menudo desencadenan efectos amplificados y en cascada: una quinasa activa muchos
otros enzimas y cada uno de ellos activan muchos otros...

4. La actividad enzimética se revierte desfosforilacién mediada por una PROTEINA FOSFATASA
que elimina el grupo fosforilo/FOSFATO

QU INASA HIGH BLOOD 'I; ) LOW BLOOD
GLucose & GLucose
i Phosphorylated LRVEL
+ATPs 0 o _ kinase NS - [ pyruvate kinase.
S less active]
— W H,0 (e D ADP
q phosphatase N
¢ ? w- Are
kinase P Bephosphorylated
— pyruvate ki
INACTIVA 1Pi b 4 phosphatase - o
ACTIVA Ty + ADP + H' ® ® Pyruvate + ATP
FOSFATASA - &
1,6-bisphosphate  Alanine
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Ejemplo de mecanismos integrados de regulacion: la glucégeno fosforilasa (enzima
que cataliza el primer paso en la glucogenolisis en el higado para proporcionar glucosa)

A. Regulacion modificacion covalente
+ 2ATPs

Fosforilasa b quinasa D 0
—_—
2 Pi ;

INACTIVA Fosforilasa a fosfatasa ACTIVA

B. Regulaciéon hormonal

Adrenalina/Glucagén ->->-> cascada de foforilaciones hasta que se activa la fosforilasa b
quinasa QUE FOSFORILA A LA GLUCOGENO FOSFORILASA Y LA ACTIVA.

C. Mediate alosterismo
F. TENSA A F. RELAJADA

AMP AMP: activador alostérico
— GLUCOSA, ATP: inhibidores alostéricos
<

INACTIVA GLUCOSA ACTIVA
ATP

Regulacion espacial
También puede existir una regulacion espacial gracias a:

Compartimentalizacidn: Enzimas citosdlicos, organulos: mitocondria, RE.

Isoenzimas en diferentes  tejidos  (lactato
deshidrogenasa) AGICO  Con
]

Carnitine ——=—=——> Acyl camitine

Cytostlic

Isoenzimas con diferente afinidad o condiciones de
pH, actuan diferente sobre un mismo sustrato " o
(Hexoquinasay glucoquinasa hepaticas; fosfatasa acida mm

o alcalina). %% = %%

Matrix
side

La regulacidn por compartimentalizacion se produce por
ejemplo en el caso de enzimas especificos de organulos.
Limitacion fisica. Ejemplo de la B-oxidacion.

Carnitine €——==—==—— Acyl camnitine

y N
¥ \
Acyl CoA CoA

Enzimas homdlogos de un mismo organismo.

Tejido-especificos o de diferentes etapas del desarrollo: satisfacen necesidades
metabdlicas especificas.

Catalisis de la misma reaccidn con caracteristicas diferente: Catalisis acida o basica.

Los isoenzimas representan enzimas de diferentes genes cuyos productos catalizan

la misma reaccion.
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Los isoenzimas de diferentes tejidos son enzimas homdlogos que realizan la misma
reaccién quimica pero presentes en diferentes tejidos: tejidos especificos. Provienen de
un conjunto o familia de enzimas que catalizan la misma reaccion, pero difieren en

estructura y propiedades fisicoquimicas.

Las isoenzimas, segln su procedencia tisular, poseen diferentes caracteristicas y se
pueden diferenciar mediante diferentes metodologias.

Creatine Kinase distribution

@ cxss

CK-MB ""_-“
CK-MM | |

CK-88 CK-MM CK-MB ==
Cerebro musculo Miocardio ~ % CK-BB
esquelético PP ‘

lahpedia.net

Presentan ligeras diferencias: afinidad al sustrato, tipo de sustrato, tamafio, carga,
termo-estabilidad, Km, especificidad sustratos, inmunorreactividad. Suelen ser
variantes estructurales estrechamente relacionadas de los enzimas.

La existencia de isoenzimas con diferentes Km permite el control de flujo metabdlico.

GLUCOGENO ‘ Almacenamiento energia

Glucogenogénesis

GLUCOSA
Ghlt:éh'sis\ PIRUVATO - ATPy NADH potencial reductor

HIGADO: ORGANO HOMEOSTATICO

vV & Km de la HEXOQUINASA muy baja 0.1 mM,
funciona con fines glucoliticos cuando la

-\ = T concentracion de glucosa es baja.
u.-""'- Gl inasa
— Km de la GLUCOQUINASA, 5 mM
o funcionara a concentraciones altas y con
fines GLUCOGENICOS (almacenamiento).
o KM de la hexoquinasa
e ISOENZIMA DE HIGADO Y MUSCULO

. K, de la glucoquinasa
»

PO N — 310;[Glu]$ (mM)
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Isoenzimas de diferentes tejidos. Ejemplo: Lactato deshidrogenasa (LDH)

La LDH esta constituida por cuatro subunidades. Presenta 5 isoformas.
Dos subunidedes . M . H

Los isoenzimas combinan subunidades com distribucion tisular diferente.

Q) (8) Red
Heart  Kidney blood cell ~Brain Leukocyte Muscle  Liver
LDH 1 - He B o o e o —
LDH 2 == == == HV o o O = — —
o0 00 00
LDH 3 EE EE EE HM;  — — — || | — —
o0 oo
LDH 4 om om WMy — — = — —
o
LDH 5 :. My — — — — — ==
Corazén Musculo
Glucosa G|U|°°53
LDH1 I LDH5 !
) LDH (H,) R LDH (M,) ‘
Km alta Piruvato Lactico Km baja Piruvato T———— LéActico
. | km{ Km
Vmax baja ! Vmax elevada
CO, + H,0 CO, + H,0

Trabajo aerobio Trabajo anaerobio

El valora dx de los enzimas plasmaticos en la bioquimica clinica

EL PLASMA.: Es la parte liquida de |a sangre que contiene en disoluciéon metabolitos: aminoacidos,
glucosa, sales minerales, vitaminas, proteinas y hormonas
Entre las proteinas se encuentran ENZIMAS.

ENZIMAS: 1) propios del plasma y otros 2) resultantes del recambio celular de los tejidos (higado).

1) PRECURSORES INACTIVOS POR EJEMPLO FACTORES DE COAGULACION
2) LDH, FOSFATASA, TRANSAMINASAS: cantidades pequefas y constantes

Un incremento en los niveles plasmaticos de esta enzima puede indicar dafio tisular

La enzima alanina aminotransferasa es abundante en higado. La presencia de niveles elevados de ALT
en plasma sefialan posible dafio en tejido hepatico.

Incremento de niveles
plasmaéticos de enzimas
intracelulares debidoa
dano celular.

u Recambio celular normal B N is (1 ) celular como de dad

84



Mario Carneros
Bioquimica y biologia molecular
1° Medicina UV — 2022/2023

PKA COMO EJEMPLO DE INTEGRACION DE REGULACION ALOSTERICA Y FOSFORILACION

Hormona: GLUCAGON > GPCR = AC = cAMP = unién a PKA

R: subunidad reguladora
C: subunidad catalitica actividad quinasa
PKA: Proteina quinasa A

FORMA INHIBIDA FORMA ACTIVADA

cAMP

sacamp | c

Pseudosubstrate
sequence

PKA
ACTIVACION POR AMPc

7 B

Active

L&
AMP-binding

Existe una secuencia “pseudosustrato” en la subunidad R que oculta el centro activo donde entran los
sustratos fosforilables en C. EIl AMPc libera la subunidad R, la regién con actividad quinasa en C se
expone y puede aceptar sustratos para poder fosforilarlos.

MECANISMOS DE REGULACION DE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA: RESPUESTA RAPIDA HORMONAL

INTEGRACION HORMONAL: EJEMPLO NECESIDAD DE GLUCOSA EN SANGRE SENALIZADA POR

GLUCAGON/ADRENALINA
GLUCAGON: ADRENALINA: situacion de estrés
Glucagén unido al receptor de glucagén  Epinefrina unida al receptor f-adrenérgico .
omng (MUSCULO ¢ HIGADO) PKA: proteina
oSt quinasa dependiente
AT T de AMPc
s - Proteina cnasa A SR\
= &g Ao EL GLUCOGENO ———rt &
SE DEGRADA :
EAPeLDEL A0 g 2 @
et e i "
:rcoplimlco. El C:l" seunea mm Proteina cinasa A h 1 Z P
Il:mamm cll?:u b, lo cual lld. - (Imcﬂ;'l) (m;; el y ‘ ’ fsive) imciv
activa sin fosforilacion. La @ t:ﬂ \ia) M’T’ \
fosforilasa cinasa puede entonces |€ Glucdgend P H,0 | |
TR A RNPA N /
P /
glucégeno. enmg;mm Gbwdgons ot ADP H,0 ~ Pmnmo 1 ; ///
(inactiva) (oL . %‘L“ 1 g /
Py H0 a‘”‘”‘""b :'/ o Insulina /
Proteina fosfatasa-1 ) <A Insulina { b/ § |« /
- Insulina ‘
PAPEL DEL AMP EN EL MUSCULO SE INHIBE
En musculo bajo de anoxia y del ATP, ‘ LA SINTESIS
el AMP activa la glucdgeno fosforilasa b sin que éste se fosforile. DE GLUCOGENO
1 GLUCOGENOLISIS: activacion 2 GLUCOGENOGENESIS:
de glucdgeno fosforilasa inhibicion de glucégeno
sintasa
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Resumen de los mecanismos generales de regulacién enzimatica

1)

2)

3)

4)

Variaciones fisicoquimicas del entorno: permiten la estabilidad y la actividad
enzimatica en determinados entornos.

a. Efecto del pH
b. Efecto de latemperatura
c. Compartimentalizacién
Efecto de inhibidores: reacciones metabdlicas y farmacolégicas.
a. Inhibidores reversibles
b. Inhibidores irreversibles
c. Inhibidores alostéricos
Efecto de activadores: reacciones metabdlicas
a. Ligandos de bajo peso molecular
b. Interaccidn proteina-proteina
c. Activadores alostéricos

Regulacion por modificacion covalente: reacciones metabdlicas

a. Modificaciones irreversibles (protedlisis)
b. Modificaciones reversibles (fosforilacion, acetilacion)

Cémo me sentia Cémo me siento en la
en el instituto Facultad de Medicina

>dpanda.com

86



