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A catalise navida

*  Um dos principios da vida é que os organismos sejam capazes de extrair, transformar e utilizar a energia do
ambiente.

»=  Para tal, sistemas biologicos sao dotados de catalisadores (enzimas), que sdao, por sua vez, essenciais para que esta
transformacao ocorra de maneira eficiente.




A catalise navida

= |sto talvez surpreenda os iniciantes na bioquimica, mas
tomemos um simples exemplo: o aproveitamento da
energia da molécula do agucar.

=  Atransformagdo de sacarose (agucar comum) em CO2 e
H20 é uma reacao altamente exergonica (libera energia).

»  Porém, o agUcar que compramos, pode permanecer num
pacote nas prateleiras dos supermercados por anos, sem
nenhuma conversdo aparente.

=  Apesar de termodinamicamente favoravel, esta reagao
demora anos para acontecer.

=  Nos organismos vivos, o agucar € prontamente convertido
em CO2 e H20, liberando sua energia, em questao de
minutos ou segundos.

= |stose deve a presenca de catalisadores bioldgicos, as
enzimas.




A energia das ligagoes quimica

=  Tomemos a nitroglicerina como
exemplo

=  Eumamoléculatio instavel, que basta
um choque mecanico para que ela libere
a energia contida nas suas ligacdes

=  Atemperatura chega a5.000°Ceoseu
volume expande mais de 1.200 vezes

= Esta éumreagdo espontanea

=  Porém, a maioria das substancias nao
explode e para liberar a energia contida

nas suas ligagoes, precisamos de
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As enzimas

= O estudo das enzimas é muito importante para entender os processos bioldgicos.

=  Asenzimassao elementos centrais em todos os processos bioquimicos, trabalhando em conjunto, elas
transformam as moléculas constituintes da vida, tais como CO2, compostos nitrogenados, agucares
(carboidratos), gordura e proteinas (aminoacidos) em todos as demais substancias que compdem sistemas
bioldgicos.

= O estudo das enzimas € portanto essencial para entendermos como a vida funciona.
=  Afalta (ou excesso) de uma atividade enzimatica, frequentemente resulta em doengas genéticas.

» O estudo da enzimas é também fundamental para processos biotecnoldgicos, tais como a conversdo do suco
da cana-de-agucar em etanol para consumo pelos carros, ou outros processos industriais.




O comeco: Louis Pasteur e a fermentagao

As enzimas foram primeiramente reconhecidas no final dos anos de 1700 como componente da degradacao
da carne pelos sucos gastrointestinais, ou pela conversao do amido a aguUcar pela saliva.

Nos anos de 1850, Louis Pasteur prop0s que a conversdo do agucar em alcool pelas leveduras era catalisado
por “fermentos”, inseparaveis das células das leveduras.
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Louis Pasteur Levedura (Saccharomyces cereviseae)



O comeco

= Em 1897, Eduard Buchner demonstrou que moléculas presentes em extratos de levedura eram capazes de
fermentar o agucar em etanol.

»  Wilhelm KUhn sugeriu, pela primeira vez, o nome enzimas para essas moléculas (do grego évQupov, levedar).

Eduard Buchner, 1860-1917 J. B. S. Haldane, 1892-1964




O comego: enzimas sao proteinas

* Em 1926, James Sumner cristalizou a enzima
urease e mostrou que ela era composta
exclusivamente por proteina. Ele propos que
todas as enzimas fossem proteinas.

=  Esse conceito so foi aceito anos mais tarde,
quando John Northrop e Moses Kunitz
cristalizaram a tripsina, a pepsina e outras
enzimas digestiva.

» Nesta mesma época, J. B. S. Haldane escreveu
um tratado (Enzymes), propondo que
interagoes fracas entre as enzimas e os
substratos fossem utilizados para catalisar as
reagoes bioldgicas.

= Esses principios continuam validos até hoje. James Sumner (Nobel em
quimica, 1946)
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As enzimas

Com excecao de alguns RNAs cataliticos, todas
as enzimas sao proteinas.

A atividade catalitica depende da integridade e
da estrutura da proteinas.

Se uma proteina for denaturada, dissociada das
suas subunidades, ou decomposta em seus
aminoacidos constituintes, ela sempre perdera a
atividade.

As enzimas podem varias de peso molecular, de
12.000 a mais de 1 milhao de Da (Daltons).

A molécula que se liga a enzima é chamada de
SUBSTRATO.
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As enzimas e os cofatores

=  Asenzimas podem conter apenas a cadeia polipeptidica, ou podem conter ainda cofatores (tais como ions
inorganicos) ou coenzimas (moléculas mais complexas).

TABLE 6-1 Some Inorganic Elements That
Serve as Cofactors for Enzymes

cu’t Cytochrome oxidase

Fe?* or Fe** Cytochrome oxidase, catalase, peroxidase

K* Pyruvate kinase

Mg2+ Hexokinase, glucose 6-phosphatase,
pyruvate kinase

Mn?* Arginase, ribonucleotide reductase
Mo Dinitrogenase
Ni2 ™" Urease

Se Glutathione peroxidase

n’" Carbonic anhydrase, alcohol
dehydrogenase, carboxypeptidases
Aand B




Muitas vitaminas sao cofatores de enzimas

=  Cofatores e coenzimas sao também chamados de grupos prostéticos.

=  Enzimas que contém grupos prostéticos sao também chamadas de holoenzimas (do Grego, holo = todo),
enquanto que a cadeia peptidica é denominada de apoproteina (apo = afastado).

TABLE 6-2 Some Coenzymes That Serve as Transient Carriers of Specific Atoms or Functional Groups

Coenzyme Examples of chemical groups transferred Dietary precursor in mammals

Biocytin CO, Biotin
Coenzyme A Acyl groups Pantothenic acid and other compounds
5'-Deoxyadenosylcobalamin H atoms and alkyl groups Vitamin B4,
(coenzyme B45)
Flavin adenine dinucleotide Electrons Riboflavin (vitamin B,)
Lipoate Electrons and acyl groups Not required in diet
Nicotinamide adenine dinucleotide Hydride ion (:H ) Nicotinic acid (niacin)
Pyridoxal phosphate Amino groups Pyridoxine (vitamin Bg)
Tetrahydrofolate One-carbon groups Folate
Thiamine pyrophosphate Aldehydes Thiamine (vitamin B,)




Muitas vitaminas sao cofatores de enzimas

=  Os cofatores participam da reagao. Ou seja, sem o cofator, a reagao nao ocorre.
=  Muitos dos cofatores ndo sao sintetizados pelas células humanas e precisam ser adquiridos na dieta.

=  Porisso, estes cofatores sdo conhecidos como vitaminas.

Substrate ﬁ

Coenzyme

.

Apoenzyme Cofactor Holoenzyme
(protein portion), (nonprotein portion), (whole enzyme),

inactive activator active
Copyright @ 2001 Benjamin Cummings, an imprint of Addison Wesley Longman, Inc.




As enzimas sao classificadas de acordo com a reacao catalisada

=  Asenzimas geralmente recebem o sufixo —ase junto ao nome do substrato ou da rea¢ao que catalisam.
=  Assim, urease catalisa da hidrolise da uréia.

=  Qutras enzimas receberam nomes associados a sua funcao: pepsina (do Grego, pepsis = digestado) e lisozima
pela sua capacidade de lisar (romper) a parede bacteriana.

=  Asvezes, enzimas podem ter mais de um nome. Por isso, foi criada uma classificacao em fungao de sua
atividade. Por exemplo, a enzima ATP glicose fosfotransferase pode ser chamada de EC 2.7.1.1 (Enzyme
comission number).

TABLE 6-3 International Classification of Enzymes

Class Type of reaction catalyzed

Oxidoreductases Transfer of electrons (hydride ions or H atoms)

Transferases Group transfer reactions

Hydrolases Hydrolysis reactions (transfer of functional groups to water)

Lyases Addition of groups to double bonds, or formation of double bonds by removal of groups

Isomerases Transfer of groups within molecules to yield isomeric forms

Ligases Formation of C—C, C—S, C—0, and C—N bonds by condensation reactions coupled to
ATP cleavage




Como as enzimas funcionam

=  Asreacdes catalisadas pelas enzimas ocorrem no SITIO ATIVO da proteina.
= A molécula que se liga ao sitio ativo e sofre a reacdo enzimatica é denominada de SUBSTRATO.

»  Uma reacgdo enzimatica simples pode ser representada como :

E+S <= ES e EP o E+P

Sitio ativo




Substrate

Os sitios ativos sao estereoespecificos

=  Oreconhecimento do substrato envolve a
interacao com diferentes grupos na enzima.

»  Estes grupos estdo organizados no espaco.

= Porisso, o reconhecimento pela enzima
depende do enantiémero do substrato.

=  Porexemplo, a grande maioria das enzimas
é capaz de distinguir L-aminoacidos de D-
aminoacidos.




A ligacao do substrato altera a estrutura da enzima

=  NOsvimos que a ligagao do oxigénio a hemoglobina altera sua conformacao (do estado T para o R).
=  Enzimas agem da mesma forma.

= Aligacdo do substrato altera a conformacao da enzima.




Energia livre de Gibbs (AG)

Para entendermos as rea¢des bioquimicas, precisamos primeiro apreciar a importancia do equilibrio quimico
e da energia de ativacao de uma reagao quimica.

A energia de ativacao de uma reagao quimica € como uma barreira energética que precisa ser vencida para
gue uma reagao ocorra.

Se nao existissem barreiras energéticas, compostos complexos reverteriam espontaneamente em moléculas
mais simples e nunca existiriam.

As enzimas sao capazes de diminuir esta barreira energética de forma seletiva para determinadas reacao.
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Enzima e os estados de transicao

A energia de formagao de uma Unica ligacao fraca (hidrogénio,
Van de Waals) é de 4 a 30 kJ/mol. Quando um substrato liga-se a
uma enzima, varias ligacoes sao formadas.

Isto € importante para compensar a diminui¢ao da entropia e da
desolvatagao do substrato.

A ligacao do substrato a enzima é ainda uma das principais fontes
de energia livre utilizada para baixar o AG de uma reacao.

Esta energia é chamada de AGg.

A ligagao do substrato a enzima da a enzima a especificidade
necessaria para distinguir entre as diferentes moléculas bioldgicas
de uma célula.

Por exemplo, se o substrato tem uma hidroxila que forma uma
ligacao de hidrogénio com um acido glutamico no sitio ativo,
qualquer molécula que nao tenha esta hidroxila tera uma energia
de ligacdo mais baixa com a enzima e serd um substrato ruim.
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Enzima e os estados de transicao

=  Enzimas mimetizam estados de transicao de uma reacgao.

» Intermediarios de uma reagdo sao moléculas formadas durante o processo que tenham um tempo de vida
superior ao tempo de vibracao de uma ligagao quimica (103 s)

(a) No enzyme

Substrate Transition state Products
(metal stick) (bent stick) (broken stick)

Free energy, G

(b) Enzyme complementary to substrate

Free energy, G
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Enzima e os estados de transicao

TABLE 6-5 Some Rate Enhancements
Produced by Enzymes

= Asenzimastem um enorme poder de acelerar

Cyclophilin

as reagées_ Carbonic anhydrase
Triose phosphate isomerase
Carboxypeptidase A
Phosphoglucomutase

= Elas podem aumentar a velocidade de uma Succinyl-CoA transferase
~ d d itud 517 Urease
réagao €m 5 a 17 ordens deé magnituae (10 10 Orotidine monophosphate decarboxylase
N.

Reaction Rate

» Elassdo ainda extremamente especificas, enhancement

distinguindo substratos quimicamente muito (a O
parecidos, ou mesmo, estereoisomeros.

. Para tal elas utilizam-se de diversos recursos:

A) Ligacao ao substrato;

B) Reducao da entropia;

C) Formacao de ligagdes covalentes entre o substrato e
a enzima.




Grupos cataliticos

As reacoes enzimaticas podem ser classificadas de acordo com o mecanismo utilizado.

Uma vez ligado a enzima, o substrato pode sofre ataques por grupos reativos de cadeias laterais de
aminoacidos estrategicamente posicionados no sitio ativo.

Catalises do tipo acido-base, catalise covalente, ou catalise por ions metalicos, sao alguns exemplos de
possiveis reacoes.

Amino acid General acid form General base form
residues (proton donor) (proton acceptor)

Chymotrypsin

Ser'®®

\ /
B\ HO

AN
RE—N—CR'
0




Grupos cataliticos

Catalises do tipo acido-base, catalise covalente, ou catalise por ions metalicos, sdo alguns exemplos de

possiveis reacoes.

As reagoes do tipo acido-base sdo, de fato, as reagdes enzimaticas mais comuns.

As catalises covalentes ocorrem quando ha a formagoes de uma ligagao covalente do substrato (ou

intermediario) a enzima.

Amino acid General acid form General base form
residues (proton donor) (proton acceptor)

Chymotrypsin

Ser'®®

N /
B\ HO

AN
RE—N—CR'
0




As serinas proteases: a quimiotripsina

A quimiotripsina € uma das principais enzimas digestivas.

Ela é produzida no pancreas e secretada no intestino.
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Quimiotripsina

=  Ahidrolise de peptidios pela quimiotripsina € um exemplo de uma reacdo acido-base.

Chymotrypsin
(free enzyme)

Substrate (a polypeptide)
CH—-NH—-C—CH—NH—AA,

“HO—{Ser'
] When substrate binds, the side
Hydrophobic chain of the residue adjacent to
the peptide bond to be cleaved
/ nestles in a hydrophobic pocket
Active site on the enzyme, positioning the
Oxyamion hale peptide bond for attack.

Enzyme-product
2 complex

Diffusion of the .,
second product HO—{Ser®*

from the active HO— C—CH—NH—AA,

site regenerates 1 ,
o
St
ayu\a Ser'™

free enzyme.




Quimiotripsina

Interaction of Ser!% and His%" generates a
strongly nucleophilic alkoxide ion on Ser!9%;
the ion attacks the peptide carbonyl group,
forming a tetrahedral acyl-

enzyme. This is accom-
panied by formation

of a short-lived
negative charge

on the carbonyl
oxygen of the
substrate, which

is stabilized by A/
hydrogen bond-

ing in the

oxyanion hole.

ES complex
Hiln

.
”

\=N,
HO—{Ser™

>
C—CH-NH-—C—CH—NH—AA,
O R ())

BN

S“wa

(acylation)

—

H
/N/\
Gly™

MECHANISM FIGURE 6-21 Hydrolytic deavage of a peptide bond by
chymotrypsin. The reaction has two phases. In the acylation phase
(steps (1) to ()), formation of a covalent acyl-enzyme intermediate is
coupled to cleavage of the peptide bond. In the deacylation phase

Short-lived
intermediate

CH

Instability of the negative charge on
the substrate carbonyl oxygen leads to
collapse of the tetrahedral inter-
mediate; re-formation of a double bond
with carbon displaces the bond between
carbon and the amino group of the
peptide linkage, breaking the peptide
bond. The amino leaving
group is protonated by
Hisb7 facilitating its
displacement.

His

=

\=N5
He, O—{Ser™

|
NH-C—CH—NH—AA

-

/H
AN

Gl)‘lm Pa

H\
N
Se

l’“

Product 1
CH—NHH
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Quimiotripsina

(steps (@) to (7)), deacylation regenerates the free enzyme; this is es-
sentially the reverse of the acylation phase, with water mirroring, in
reverse, the role of the amine component of the substrate. 6 Chymo-
trypsin Mechanism

O—(Sc‘r 196
C—CH—-NH—AA,

Short-lived z
intermediate /H H\
(deacylation) ~No, _~Ng
Gl y 1m,a Scl’l“
Hi’"f
/"(K Acyl-enzyme Acyl-enzyme
o intermediate intermediate

“(O—{Ser™ His®?
H—0—C—CH—NH—AA, ";K

An incoming water

H H ® N molecule is deprotonated
Collapse N N \ H O~ Ser' by general base catalysis,
of the Th'®  Ser™ H—0%_.C—CH—NH—AA, generatingastrongly
tetrahedral Gly Ser i nucleophilic hydroxide ion.
intermediate ._) Attack of hydroxide on the
I ester linkage of the acyl-
:;2;33’ Z ?:rol:'oiy]ate anion : enzyme generates a second
and displaces Ser!%, ' tetrahedral intermediate, with
oxygen in the oxyanion hole
again taking on a negative charge.




Quimiotripsina
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pH

. O pH tem um efeito muito importante sobre as enzimas.

. Tomemos como exemplo, a quimiotripsina, que acabamos de
analisar.

. Mudancas de pH abaixo de 7-8, alteram a carga da His%,
impedindo que o primeiro ataque nucleofilico (Ser*95) ocorra.

. Ja pH acima de 8 a 9, altera a carga da lle16 (amino-terminal da
cadeia A), alterando a conformacao, e destruindo o sitio de
ligacao do substrato.

. Portanto, mudancas de pH podem alterar de diversas formas a
atividade enzimatica.

. De uma forma geral, enzimas tém um pH 6timo numa faixa
relativamente estreita, e proximas do pH do meio onde sdo
encontradas.




Coenzimas sao importantes para diversas reacoes

Muitas enzimas utilizam co-fatores (ions metalicos ou divalentes, Ca e Mg) para a catalise.

Outras enzimas utilizam co-fatores, moléculas que participam das reacdes como aceptoras ou doadoras de protons, grupos

metila, etc.

Por exemplo, a nicotinamida mononucleotideo (NAD) e a nicotinamida mononucleotideo fosfato (NADPH) sao co-fatores
aceptores (ou doadores) de protons, essenciais para diversas enzimas

Nicotinamide

mononucleotide (NWMN)

Adenosine
monophosphate
(AMP)

I
O

O

HN
N-—?" \
ﬁ»

OH OH
:P“—;
O

N

OH OH(P)

NAD" (NADP™) NADH (NADPH)
Mother Nature's

Mother Nature's ! .
sodium borohydride

Jones reagent
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Ativacao por mudanca de conformacao: a hexoquinase

=  Aviade degradagao da glicose (via glicolitica) se inicia com
conversao de glicose em glicose-6-fosfato.

. Esta reacdo é catalisada pela enzima hexoquinase, e utiliza
a adenosina trifosfato (ATP) como cofator e doador de um
grupo fosfato.

. Quando glicose (mas ndao H20) liga-se a enzima
hexoquinase (a), ha uma mudancga de conformacdo que
ativa a enzima, aproximando os grupos reativos.

. Isto faz com que o fosfato seja transferido para a molécula
de glicose.

CH,0PO3
Mg - ADP 0
) H

OH

H
B-nD-Glucose Glucose 6-phosphate




Enzimas alostericas

Muitas enzimas podem ser reguladas.
Este é um importante mecanismo metabdlico.

A ligacao de uma molécula “ativadora” ou “inibidora” pode aumentar
ou inibir a atividade de uma enzima.

Isto pode ocorre por um efeito cooperativo entre as diferentes
subunidades de uma proteina (unidade regulatdria).

@ Substrate

@ Positive modulator

Less-active enzyme

More-active enzyme

Active
enzyme-substrate
complex




Enzimas alostericas

@ Substrate
@ Positive modulator
=  Porexemplo, a conversao do aminoacido treonina Less-active enzyme

em isoleucina pode ser feito através de uma série de
reagoes enzimaticas.

=  Paraimpedir que toda a treonina da célula seja More-active enzyme
convertida em isoleucina, a primeira enzima da
cadeia de reagoes é controlada alostericamente pela
concentragao de isoleucina. . & Active

enzyme-substrate
complex

=  Senao houverisoleucing, a reacao pode ocorrer.

= Quando a concentracao de isoleucina aumentar, a
enzima é inibida alostericamente, interrompendo a
cadeia.




Regulacao por modificagao covalente

As enzimas podem ser reguladas por modificagoes covalentes.
Uma modificagdo muito importante é a fosforilacao.

Enzimas podem ser ativadas ou inibidas se fosforiladas em residuos
de sering, treonina ou tirosina especificos.

Outras modificagoes (tabela ao lado) também podem modular a
atividade de enzimas.

OH Ser't
| side
CHy; chain

Phosphorylase b
(less active)

Phosphorylase a
(more active)

Covalent modification
(target residues)

Phosphorylation

(Tyr, Ser, Thr, His)

ATP ADP 0
Enz En:f.—g—o

Adenylylation
(Tyr)

ATP PP, o

Enz LLP Enx—i—O—CHg

Uridylylation
(Tyr)

UTP PP; 0
Enz Enz—g—O—CHg

ADP-ribosylation
(Arg, Gln, Cys, diphthamide—a modified His)

NAD

E nicotinamide
Enz Enz

0——CH, O
H H
H

Methylation
(Glu)

S-adenosyl- S-adenosyl-
methionine homocysteine

Enz A—/"—> Enz—CHy
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»= Capitulo 5 (Enzimas) do livro Bioquimica Basica (Marzzoco e Torres).




