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Enzimas: como atuam ?
e

« catalisadores

 classificacao

« especificidade e mecanismos de acao
* regulacao enzimatica

 Inibidores e aplicacoes



Enzimas sao proteinas que agem como catalizadores bioldgicos:

— Composto B (produto)

nn Reacéo
catalisada

. pelaenzima
Composto A (substrato)
ou

sitio catalitico Observe que ndo ha consumo
de uma enzima é aporcdo ~ OU modificacao permanente da

da molécula onde ocorre a enzima
atividade catalitica

Centro ativo



Teoria da catalise

v
. ~ + 1
Considere as reagoes: A B = C

No equilibrio da reacgéo, as velocidades das reagoes se igualam: Vi =V_1

b - concentragoes de todos os reagentes nao se alteram mais
- pode se dizer que a reacgao terminou

Catalisador acelera as velocidades de ambos os lados da reacao
‘ - 0 ponto do equilibrio € atingido mais rapido

- 0 ponto do equilibrio nao se altera, ou seja [reagentes]
e de [produtos] no “final” da reacao” sdo as mesmas da

k reacao nao catalisada

- termodinamica da reac&o néo se altera

Catalisador nao é consumido na reacao == pode atuar em [ ] baixas



Equilibrio quimico

AsS enzimas realizam, mL_Jitas
vezes, as reagoes nos dois
sentidos E+8S ES EP — E + P

A concentragao de substratose
produtos € o que define a

velocidade das reacoes o L]

Poder catalitico das enzimas vem
da energia livre liberada na
formacao de ligagOes fracas
quando da interacao enzima-
substrato

— Interacoes fracas entre ES sao
otimizadas no estado de transicao

FIGURA 6-4 Complementaridade de formas entre o substrato e
o seu sitio de ligacdo na enzima.



Enzimas séo catalisadores bioldgicos:

Equacdao geral N /?p‘resenta 0

de uma reag&o E + S #(ES > — P /|- E estado de

enzimatica transicao

Que diferencas existem entre catalisadores inorganicos, como ions
metalicos, e as enzimas ?

eenzimas sao mais eficientes: podem acelerar reacOes até 1014 vezes contra
102— 103 vezes dos catalisadores inorganicos;

senzimas sao especificas: catalisam reacdes envolvendo as vezes apenas um
unico tipo de reagente;

* enzimas sao estereo-especificas e nao produzem sub-produtos reacionais;
* enzimas operam em condicoes amenas de temperatura, pressao e pH;

senzimas podem ser altamente reguladas através de fatores extrinsecos a reacao,
tanto por ativadores como por inibidores.



O gréafico mostra a variacao de energia ao

Teoria da catalise longo de uma reacio.

Energia de ativacao ou barreira

energeética:
Estado de transicao r
L % quantidade de energia
T Reacgaonao que é preciso fornercer aos
S catalisada reagentes para a reagio ocorrer
de

ativacao

Estado de transicéo ou
complexo ativado:

Energia —s

C forma molecular inter-
mediaria entre o reagente e
0 produto, existe somente
no alto da barreira

Progresso dareagao —* energetica. |
E altamente instavel.

Substrato (S) Reagao
catalisada

Produto (P)

Um Catalisador diminui a barreira energética criando percursos alternativos
da reacao para formacao do estado de transicao.



Pauling (1946):
Enzima deve ser
complementar ao
Estado de
transicao (ET),
nao ao substrato

ET ndo éforma
estavel

InteracOes fracas
entre a enzimaeo
substrato
propulsionam a
catalise
enzimatica

Necessidade de
maultiplas
InteracOes fracas
explica pgalguns
prots sao tao
grandes

Bastonase

S $
(a) Sem enzima E 2
— — &
e
Substrato Estado de transicdio Produto & P
(bastdo metdlico) (bastdo curvado) (bastdo quebrado)

(b) Enzima complementar ao substrato

&
Magnetos -y g
fommmmy Estabiliza <
—— Y
‘- = g
ES 0] &
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(c) Enzima complementar ao estado de transigiio :
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FIGURA 6-5 Uma enzima imagindria (bastonase) que catalisa a quebra de um bastio metilico.



Enzimas acelaram reacoes varias ordens de grandeza

Nompare esses nimeros !

Velocidade na Velocidade da
_ ausénciadeenzima reacdo catalisada Poder
Enzima catalitico
“‘Reacdes/segundo” “‘Reacgbdes/segundo”
Anidrase carbénica 1.3 X10-1 1.0 X 106 7.7 X106
Triosefosfato isomerase 43X 10-6 4.300 1.0 X 109
Carboxipeptidase A 3.0X10-° 578 1.9X 1011
AMP nucleosidase 1.0X 1011 60 6.0 X 1012
Nuclease de estafilococos 1.7 X 10-13 95 5.6 X 1014

Numero de “turnover” ou de renovacéo: quantas vezes a enzima completa
0 ciclo da reacdo em um segundo

NUmero _ moles de S catalisado por segundo

de moles de enzima
turnover




Por que a catalise por enzimas é mais eficiente ?

1) Aumento da concentracdo dos reagentes na superficie da enzima: “atragdo” dos reagentes para
interacdo com aenzima).

2) Orientacdo correta dos reagentes (substratos): parte da energia de ativacdo representa o
posicionamento adequado dos reagentes para que haja contacto entre os atomos corretos. O sitio
ativo da enzima favorece o posicionamento correto dosreagentes.

3) Aumento da reatividade dos reagentes: as cadeias laterais (R) dos aminoacidos da enzima ou co-
fatores e coenzimas podem interagir diretamente com os substratos, dando-lhes carga elétrica ou
polarizando-os, tornando-os quimicamente mais reativos, ou ainda cedendo ou transferindo certas
funcdes quimicas.

4) Inducdo de deformacédo fisica no substrato, por contacto com as cadeias laterais (R) dos
aminoacidos das enzimas, que desestabilizam a molécula do substrato e facilitam o rompimento de
lacos covalentes

R S,

A hidrélise lento N7 }
nao enzimatica o — o o o Muito o Cadeias
de uma ligacéo I rapido |l rapido | o I laterais de

(dica & C C C B S
peptidica e lenta X / T\\H r 7 TNH X \\H rapldob / \\n aminoacidos
e C— —_— C N C —— C— fo ;
erzquNer H @ H @ 1 v &80 "M o i nositioativo
ndi 7 N\ 7 N\ N 7N
dré Cto (;doeSH H H H H H H H H de l%ma
rasticas de pHe Agua, O o enzima
temperatura. m dos substratos Ne? g hidrolitica
I
Sem catalise Catalise 4cida Catélise basica Catalise

acido-basica



Algumas proteinas, enzimas em especial, contém em sua molécula uma porcao

Enzima

holozima

<

Grupo 4 cofator

( prostético

. Apoenzima
parte proteica

= S

Grupo
Prostético

Inativa

Coenzimas participam do ciclo
catalitico das enzimas
recebendo ou fornecendo
grupos guimicos para areacao

metal

nao proteica, que é essencial para atividade biologica.

Distingcéo entre cofator e coenzima
depende da forca de ligacdo com a

apoproteina. Ex: o NAD+ pode ser

coenzima cofator de uma enzima (ligacao

fraca) e ser coenzima de outra

(ligacéo forte). O mesmo ocorre

com as metais.
Coenzima Reac&o com Vitamina
Biocitina CO, Biotina
Coenzima A Grupos acil Ac. Pantoténico
CoenzimaB12 H e grupos alquil Vitamina B12
FAD, FMN Oxido-reducgéo Riboflavina
NAD, NADP oxido-reducao Niacina
Fosfato de piridoxal | Grupos aminos Piridoxina
Pirofosfato Tiamina | Grupos aldeidos Tiamina

Tetrahidrofolato

unidades C

Acido félico




Classificacao das Enzimas:

considera tipo de
reacao e substratos

Nomenclatura oficial das enzimas é
dada pela Enzyme Comission da
International Union for Biochemistry
and Molecular Biology (IUBMB) :

ATPase (Adenosinatrifosfatase): EC 3.6.1.3

- € uma hidrolase 3

- atua num anidrido 3.6

- 0 anidrido contém fosfato 3.6.1
- esse anidrido éATP 3.6.1.3

Numeros identificam o tipo
de reacao e o tipo de
substrato alvo

1. Oxido-redutases

Transferéncia de elétrons

; cul
(R e o | S mklse - pm
reducéo). oxi da’. g
«grupos aldeido .
2. Transferases -gupos acila U ) (1 = ‘
(Transferéncia de grupos «grupos glucosil u H[

funcionais)

«grupos fosfatos (quinases)

3. Hidrolases
(Reacdes de hidrolise)

Transformam polimeros em mondmeros.

Atuam sobre:
-LigacOes éster
-Ligacdes glicosidicas
-LigacOes peptidicas
-Ligacbes C-N

RN o 4 O
(A e |

4 Liases *Entre CeC
TP *Entre CeO —>»
(Adicéo a ligagdes duplas) “Entre C e N NH
)

5. Isomerases I

(Reac0es de isomerizagdo) — -
glut,:i)sa qaloct'c;‘sa

6. Ligases *EntreCeO

(Formagé&o de lagos ‘EntreCeS O+0 0O

covalentes com gasto de *EntreCeN "\»/ —:{17

ATP) *EntreCeC jarP]




Enzimas sao esgecificas para o reconhecimento de seus substratos.

Modelo Chave-Fechadura

(A)

. D Sybstrate

Formas rigidas

E e S se deformam, para
otimizar o encaixe

Emil Fisher, na década de 1950, propss
0 modelo chave-fechadura para expli-
car o reconhecimento (especificidade) do
substrato pela enzima. Nesse modelo, o
sitio ativo da enzima é pre-formado e
tem a forma complementar a molécula
do Substrato, de modo que outras
moléculas ndo teriam acesso a ela.

No entanto, o modelo chave-fechadura
nao explica a interacé&o das enzimas com
inibidores e analogos dos substratos.

Na década de 1970, Daniel Kosland
prop6s o modelo de encaixe induzido,
no qual o contacto com a molécula do
substrato induz mudancas conformacio-
nais na enzima, que otimizam as intera-
cOes com os residuos do sitio ativo.
Esse é o modelo aceito hoje em dia.



Grupos cataliticos

Catalise geral acido-base
— Transferéncia de protons

Catalise covalente

— Formacao de lig. covalente
transitoriaentre Ee S

« Ativacao do substrato

Catalise por ions metalicos
— Estabilizam estados de transicao

— 1/3 das enzimas conhecidas usam ions
metalicos nas reacoes cataliticas

Enzimas muitas vezes usam as trés
estrategias de catalise em conjunto --
quimiotripsina

Residuo de Forma geral 4cida Forma geral bédsica
aminodcido (doador de préton) (aceptor de préton)
Glu, Asp R—COOH R—COO~
H v
Lys, Arg R—’g H R—NH,
Cys R—SH R—S~
R—C:C\H R—/C::'C\H
+
His HN_ /NII HN_ /NI
C C
H H
Ser R—OH R—O~
Tyr R~ )-OH R o-

FIGURA 6-9 Aminodcidos na catdlise geral dcido-bdsica.

Serl%
/"

.HO

R2—N—C—R! —_—

figure 8

10

R?—NH,

Covalent and general acid-base catalysis. The first step
in the reaction catalyzed by chymotrypsin is the acylation
step. The hydroxyl group of Ser'® is the nucleophile in a
reaction aided by general base catalysis (the base is the

side chain of His*?)

This provides a new pathway for the

hydrolytic cleavage of a peptide bond. Catalysis occurs
only if each step in the new pathway is faster than the
uncatalyzed reaction. The chymotrypsin reaction is

described in more detail in Figure 8-19




Ataques nucleofilicos e eletrofilicos

Nucleophiles

Y|

e )
Negatively charged
oxygen (asinan

unprotonated hydroxyl

group or an ionized
carboxylic acid)
_/'\
—$
Negatively charged
sulfhydryl

| ™~
_c-
I
Carbanion
" e
_N —
I
Uncharged
amine group

—_—

Hils. 7%
Imidazole

N
H—0"

Hydroxide ion

Electrophiles

Carbon atom of a
carbonyl group (the
more electronegative
oxygen of the carbonyl
group pulls electrons
away from the carbon)

Pronated imine group
(activated for nucleophilic
attack at the carbon by
protonation of the imine)

0 JgY -

OIE/O
| U
(o)

Phosphorus of
a phosphate group

‘R
HC
Proton

Ataque nucleofilico ao
carbono polarizado

CN CN
ch\/_\ i /_\2 ,
C=0 + CN° — H,c—C—0" H' — H,C—C—OH
H/ A |,I_| '_l_l

cianidrina

Ataque ao eletrofilo

Catalise nucleofilica: (Nucledfilo:
atomo ou grupo rico em elétrons.
O substrato esta sujeito ao ataque nucleofilico
do catalisador. Catalisador = nucledfilo.

Catalise eletrofilica:

(Eletréfilo: atomo ou grupo deficiente em
elétrons. O catalisador esta sujeito ao ataque
nucleofilico do substrato, levando a formacéao

de um intermediario mais ativo. Catalisador =
eletrofilo.



Mutarrotacao de glicose catalisada pela

mutarotase
HOH HOH
N~ HO HO
HO N\ " . ~ Ho k‘v’l \
HO ~H 0 !
W %) OH
H OH H H
a-D-glucopyranose [-D-glucopyranose
H—q H—A
—Oig/H —0; O—H
C
SV R AN —/ °H
o-D-Glucose B-p-Glucose
A /
/H A
—0
PR

CH=0 H~=—B

Linear form



Mecanismo de acao da quimotripsina,
um exemplo tipico de uma serino proteinase

Enzimainterage

com substratos L L
Ligacédo a serhidrolisada

aromatcos »
N termin ; A H,0 entra nositio
o usq)\ ativo e forma uma
NH ponte de H*coma
Triade catalitica K His-57
Ser — His -Asp
A H20-transfere H+
A Ser-195 transfere H* para N terminus 1 p::: 2;';:;;—OH
N terminus Cb His-57 formandoum estado Q ) - lPormando o se,gundo
ic3 Adri NH
de transicdo tetraédrico com estado detransicio

NH 0 substrato. O Asp-102
estabiliza o préton naHis- 57
fazendo uma ligacdo ibnica

tetraédrico

O H+ é transferido daHis-57
N terminus de volta para a Ser-195. A
O H+é transferido daHis- cb outra por¢&o do substratoé
57 para o substrato. A NH

) clivada, e parte do
‘Free peptide substrato fica ligado
ovalentemente aenzima

N terminus ) N o liberada da enzima, que
M Clerminus - figacso susceptivel é f£=c retorna ao estadoinicial




Fatores que afetam a atividade enzimatica:

1. Condicoes do meio que afetam estabilidade protéica
° pH
. temperatura

2. Tempo dareacao

3. Concentracao dos reagentes

. aenzima
. O Substrato
. co-fatore(s)

Varios sao os fatores que afetam o funcionamento das enzimas como catalisadores.
Alguns desses fatores séo decorrentes da natureza proteica das enzimas, como o
efeito do pH e da temperatura. Para se estudar o efeito isolado de um dos fatores

acima, € necessario que todos os outros fatores sejam mantidos fixos.



Fatores que controlam a atividade enzimatica:

1. Fatores que afetam a estabilidade proteica das enzimas
« VariacoOes de pH: pH 6timo

O pH 6timo de uma enzima
reflete variagcdes no estado de
lonizacéo de residuos de
aminoacidos do sitio ativo. A
enzima esta pelo menos
parcialmente desnaturada em
pHs afastados do pH 6timo.
Quando o substrato € uma
molécula ionizavel, o pH 6timo

da enzima também reflete o seu
N R estado de ionizagao .

pH 6timo=1,5 pH 6timo=6,8 pH 6timo=9,9

Pepsin l/rease Arginase
100

a0

% atividade enzimaticaméaxima

A



Fatores que controlam a atividade enzimatica:

1. Fatores que afetam a estabilidade proteica das enzimas
« Variacoes de pH: pH 6timo
« VariacOes de temperatura: temperatura otima

- Desnaturacao

£ 100- N téerrpica da

& Temperatura proteina

S 6tima _)

@©

L

& :

E g Poucaenergia

N 1 | paraareacao .

) acomecer/ Ao contrario da curva em
L forma de sino no caso da
S atividade enzimatica versus
= pH, a enzima so esta
< r desnaturada em

10 0 10 20 10 M 4'0 50 temperaturas acima da

‘ temperatura tima.
Temperature (C)



Fatores que controlam a atividade enzimatica:

2. Tempo dareacao O gréafico abaixo ilustra como as
concentracdes de E, S e ¥ variam ao
longo do tempo da reacao.

3. Concentracao:
« daenzima !
* do substrato [So]
* de co-fatore(s)

A [substrato] cai na mesmarazdo em que a
[ ] aumenta em funcéo do tempo.

concentracao

A enzima existe sob duas formas: enzima
livre E e complexo enzima-substrato ES. No
inicio da reacao, a [E] livre cai e a do
complexo [ES] aumenta e atinge um
maximo, em que nao ha mais [E] livre no
meio. Nessa situacao (indicada no retangulo
cinza), diz-se que a enzima esta gaturada (so
existe no complexo ES). A velocidade da
reacao € amaxima.

[E]T




Michaelis-Menten

Michaelis e Menten formularam as bases da cinética enzimatica, para explicar como
a concentracao do substrato [S] afeta a velocidade da reacao v, conforme se observa
no grafico abaixo.

A velocidade da reacéo apresenta trés regides de comportamento diferente, a medida
gue se aumenta a concentracao do substrato:

Vo -parte a: v aumenta proporcionalmente
com aumentos de S.
Vimax = -parte b: v aumenta nao proporcional-

/ mente com aumentos de S.
-parte ¢: v ndo aumenta mais, tendendo

a um valor maximo (Vmax),

112 Vit sendo independente da [S]

O grafico mostra um conjunto de reacoes
gue estdo acontecendo simultaneamente,
conforme as equacoOes abaixo:

k1 k2
E+S=ES—>E+P
k.1

0 K [S]



)

@D

A velocidade da reacao

WY e D L D e A somente é proporcional a
E]
10 [E] = 1.0 unit guando a enzima esta

o e A R saturada, ou seja, reacaoé
de ordem zero (independe)

product {P) (relative units)
o

Rate of formation of reaction

(E] = 0.5 unit .
0.5 em relacao a [S]
0
KN
Concentration of substrate (S) - _«n . ,yn
Eficiéncia catalitica
k1 k2
E+S=ES—>E+P

o Kcat/Km
- ko ou kcat (constante catalitica) mede o “poder
catalitico” da enzima Parametro mais adequado

ara comparacoes
V=K, Ei g K,= Vmax(s1) P ompardg
cineticas
[Etotal]

Para calcular kcat considera-se que toda a E existe como ES, e que v=Vmax



VELOCIDADE DA ENZIMA

Unidade de enzima (U) - quantidade de enzima que catalisa a transformacdo de 1 pumol de

substrato por min
A Plot of velocity versus h
v
v

[ES]

SITIOS DE LIGACAO
" OCUPADOS

1{2v 55

max

K [S]



