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Enzimas

Proteinas altamente especializadas

Alto poder catalitico

- Especificidade por substratos

- Condicoes de temperatura e pH

Sequéncia organizada de reacdes de catalise
- Degradacao de moléculas

- Conservacao e transporte de energia

- Sintese de macromoléculas

Ndo alteram equilibrio da reacao

Atividade regulada geneticamente ou por condicoes
metabolicas




Velocidade de reacoes catalisadas e
hao-catalisadas

2 : : Aumento

i Man—cé:’ﬁi]llsada Cat?;?}ada 3
velocidade
Anidrase carbonica 1.3 x 107 1.000.000 7.7 x 10°
Adenosina—deaminase 18 %1067 370 2. =107
Nuclease estafilococica 1.7 x 1071 95 5.6 x 10"
Triose—fosfato—isomerase 43 x 10" 4. 300 1.0x 10°
uimioiripsina 1.0x 10 o o

Quimiotripsi : g 190 1.7 x 10"

Orotidina—descarboxilase £ th 45 | | Ead 39 1.4 x 10V




Enzimas sao proteinas

Peso molecular de 12.000 a milhoes

Atividade catalitica depende da integridade de sua

conformacao
Reacao catalizada ocorre numa fenda: sitio ativo

Sitio alostérico
- afastado do sitio ativo

- alteracdes de conformacao que afetam o sitio ativo



Cofatores

» metais de transicao, metais alcalinos e alcalinos terrosos
- Se ligam a enzima, orientam o substrato

Cytochrome oxidase

Cytochrome oxidase, catalase, peroxidase

Fyruvate kinase

Hexokinase, glucose 6-phosphatase, pyruvate kinase
Arginase, ribonucleotide reductase

Dinitrogenase

Urease

Glutathione peroxidase

Carbonic anhydrase, alcohol dehydrogenase,
carboxypeptidases A and B




Coenzimas

» Coenzimas:

moléculas organicas

Coenzima

Reacao

Fonte vitaminica

Biocitina

Coenzima A
Cobalamina

Flavina

Acido lipéico
Nicotinamida
Fosfato de piridoxal

Tetraidrofolato

Pirofosfato de tiamina
Retinal

1. 25-duidroxicolecalciferol

Carboxilacéo

Transferéncia de grupos acila
Alquilacio
Oxidacdo—reducdo
Transferéncia de grupo acila
Oxidacdo —reducido
Transferéncia de grupo amino

Transferéncia de grupos de
l1—carbono

Transferéncia de grupo aldeido
Visdo, crescimento e reproducio

Metabolismo do calcio e fosforo

Biotina

Acido pantoténico
Cobalamina (B;)
Riboflavina (B;)
Nicotinamida (niacina)
Piridoxina (Bs)

Acido félico

Tiamina (B;)
Vitamina A

Vitamina D




Coenzimas e co-fatores

Enzima

Coenzima
Pirofosfato de tiamina (TTP)

Flavina adenina dinucleotideo (FAD)

Nicotinamida adenina dinucleotideo (NAD)
Piridoxal fosfato

Coenzima A (CoA)

Biotina

Tetraidrofolato

Co-fator metalico
Zn®"
Zn*>"

Piruvato—desidrogenase

Monocaminooxidase
Lactato—desidrogenase
Glicogénio—fosforilase
Acetil-CoA—carboxilase
Piruvato—carboxilase

Timidilate—sintase

Anidrase—carbonica
Carboxipeptidase
Urease
Nitrato—redutase
Glutationa—peroxidase
Superoxido—dismutase

Propionil—CoA—carboxilase

» Fortemente

ligado a enzima: grupo prostético




Zimogénio ou proenzima

» Enzimas sintetizadas como precursores

Inativos
- Clivagem
- Ligacao de peptideos especificos

- “ogénio”

Local de sintese Zimogénio Enzima ativa
Estomago Pepsinogénio Pepsina
Pancreas Quimiotripsinogénio Quiniotripsina
Pancreas Tripsinogénio Tripsina
Pancreas Pro—carboxipeptidase Carboxipeptidase

Pancreas Proelastase Elastase




Classificacao

» Sufixo “ase”
- Urease: hidrolise de uréia
- DNA polimerase: polimerizacao de nucleotideos

» Pepsina, tripsina: nao denotam atividade

» De acordo com as reacoes catalizadas
- 6 classes, com subclasses, sub-subclasses



International Classification of Enzymes*

No. Class Type of reaction catalyzed
L Oxidoreductases Transfer of electrons (hydride ions or H atomns)
2 Transferases Group-transfer reactions
3 Hydrolases Hydrolysis reactions (transfer of functional
groups to water)
4 Lyases Addition of groups to double bonds, or formation
of double bonds by removal of groups
5 Isomerases Transfer of groups within molecules to yield
isomeric forms
6 Ligases Formation of C—C, C—S, C—0, and C—N

bonds by condensation reactions coupled to
ATP cleavage



Classificacao
» No. de classificacao:
- Enzyme commission number: E.C. number

» Nome sistematico

ATP + D-glucose ==——p ADP + D-glucose 6-fosfato

ATP:glucose fosfotransferase Hexokinase

E.C.number: 2.7.1.1

2: classe: transferase

7: subclasse: fosfotransferase

1: fosfotranferase com grupo hidroxil como aceptor
1: D-glucose como aceptor de grupo fosforil



Problemas

» Reacbes nao catalisadas ocorrem lentamente

» Moléculas estaveis em condicbées comuns de

temperatura, pH e umidade

» Eventos desfavoraveis
- Colisao de 2 moléculas em orientacao favoravel

- Formacao transiente de intermediarios de carga instavel
Solucao

Enzima faz com que ambiente no qual a reacao ocorre seja

energeticamente mais favoravel



Enzimas alteram taxa da reacao

Free energy, G

E + S—ES—EP—FE + P

» Equilibrio da reacao vs Taxa da reacao

Transition state ()

S

Ground

state

AG:

P—2>8

Ground
state

Reaction coordinate

Mudanca na energia-livre padrao

Equilibrio S/P reflete a diferenca

- _—lAG’G de energia entre seus estados

iniciais
Diferenca € negativa: favorece P

Diferenca é positiva: favorece S



» Taxa de reacao depende de outros parametros:

Free energy, G

- Barreira de energia

- Alinhamento dos grupos reagentes
- Formacao de cargas transientes instaveis

- Rearranjos de ligacoes

Transition state ()

Intermediarios P

Reaction coordinate

Diferenca de energia livre entre ponto
inicial e estado de transicao:

ENERGIA DE ATIVACAO

Taxa da reacao reflete a energia de
ativacao para que a mesma ocorra

Taxa é determinada pela maior energia
de ativacao do passo intermediario

Passo-limitante



» Enzimas tem alto poder catalitico e sao
extremamente especificas

Some Rate Enhancements Produced

by Enzymes

Cyclophilin 10°
Carbonic anhydrase 10’
Triose phosphate isomerase 10°
Carboxypeptidase A 194
Phosphoglucomutase 1012
Succinyl-CoA transferase 1043
Urease 1ts
Orotidine monophosphate decarboxylase 107

» Como estes aumentos, altos e seletivos, nas taxas
podem ser explicados?

» De onde vem a energia para a reducao na energia de
ativacao para reacoes especificas?



Poder catalitico

» Rearranjo de ligacdes covalentes durante a reacao
- Residuos de aa, cofatores, coenzimas
- Ligacdes ocorrem no sitio ativo

» InteracOes nao-covalentes entre enzimas e
substrato (ES)

- Liberacdao de energia que fornece estabilidade a interacao

- Energia de ligacao (AGp): principal fonte de energia



Especificidade: complementaridade

» Modelo chave-fechadura

- Interacao especifica (exclusiva) € mediada pela superficie
de moléculas com formas e propriedades ionicas
complementares

— ¥ B L
Bgs T ° B T (EBSLER)T E+P



» Modelo encaixe induzido:

Complementaridade raramente é perfeita

- Alteracdes de conformacao de uma ou das duas moléculas

@+’- -@
E+S ES




(a) No enzyme

a ) — 4/\2 —ré}%

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

Free energy, G

(b) Enzyme complementary to substrate

Magnets

) ——>

Free energy, G




(¢) Enzyme complementary to transition state

Free energy, G
"
R
=1
on
i i
-
=

Reaction coordinate

Enzima deve ser complementar ao estado de transicao

da reacao



Free energy, G

Reaction coordinate

InteracOes fracas entre enzima e substrato fornecem a principal
forca motora para catalise enzimatica




Mecanismos cataliticos

» Efeitos de proximidade e orientacao
- Substrato e grupos funcionais em orientacdao adequada

- ApOs posicionamento, alteracao na conformacao: ES



Mecanismos cataliticos

» Catalise acido-base

- Grupos quimicos mais reativos com adicao ou
remocao de ions: H* ou OH-

- Sitios ativos contém aa que podem doar ou receber
protons



Mecanismos cataliticos

» Catalise covalente

- Ligacao covalente transiente: E-S

- Altera a rota da reacao e resulta em catalise quando
esta rota tem energia de ativacdo menor que a rota nao
catalizada



Mecanismos cataliticos

» Catalise ions metais
- Metais fortemente ligados as enzimas ou dispersos em
solucao
- Interacao entre enzima ligada a metal e substrato

- Orientacao do substrato para a reacao

- Estabilizacao de estados de transicao carregados



Atividade enzimatica

Temperatura

- Quanto maior a temperatura, maior a velocidade da
reacdo...até temperatura 6tima
- 40-45°C

- Energia para atingir estado de transicao

v

Velocidade

Temperatura em °C




Atividade enzimatica

» pH

- Atividade catalitica esta relacionada a ionizacao de

aminoacidos no sitio ativo
- Alteracdes nos grupos ionizaveis podem alterar

conformacdo da enzima
- Toleram grandes faixas de pH, mas sdao ativas em faixa

estreita: pH 6timo

log V,
log V,

6
pH pH
Glucose 6-phosphatase

Pepsin
(b)

(a)



B-amilase
Tripsina

Urease
Quimotripsina
Pepsina

Lipase

Fosfatase acida
Fosfatase alcalina

Hexoquinase

4-5
5,1
6,4-6,9
7-9
1,5-2,0
/7,0
4,5-5,0
8,4-9,5
4,6




Atividade enzimatica

» Concentracao da enzima

- Velocidade da reacao é diretamente proporcional a
concentracao de enzima

Velocidade inicial vo —p

Concentracdo de enzima —»



Atividade enzimatica

» Concentracao do substrato

- Velocidade
- Formacao de produto (consumo de substrato)
- Consumo do reagente

[S] = concentracao substrato
V=-A[S]=K][S] t = tempo
At

k = constante de velocidade



Cineéetica enzimatica

» Velocidade é diretamente proporcional a concentracao de
substrato: cinéetica de 1°. Ordem

» Velocidade nao é aumentada com acréscimo de substrato:
cinética de ordem zero

Quantidade de substrato saturou todos 0s
sitios ativos das moléculas enzimaticas

bl b W
= - Cimnética de ordem zero
>
g //
LY
=
o3
= / s g g
3] /f Cinética de primeira ordem
g .'f
! ) 1 | | | |
1 2 3 = 5 6 ¥, 8

Concentragio de substrato [S]



Cinética enzimatica

» Steady-state

k, K
E+S—/ES — E+ P
K, K,

Velocidade de formacao ES = velocidade de degradacao ES

(ky X [E] X [S]) + (K4 X [E] X [P]) = (K, X [ES]) + (k3 X [ES])



Cineéetica enzimatica

» Steady-state

kl k3
E+S—/ES — E+ P
K, Ky

Velocidade de formacao ES = velocidade de degradacao ES

ki X ExS + K, X EXxP =k, xES + k; xES

s

K., = Constante de Michaelis-Menten




Como E = E - ES

Eiotal = Ky + 1
ES S

Velocidade maxima é de facil determinacao quando
toda enzima esta ligada ao substrato

Vmax = Kk X Etotal k= Vmax / Etotal
V = k X ES k= V/ES

V

max Etotal

V ES




Vmax :k_m+ ]
% S

V=V_,XS

Ko, + S

Quando V = Vmax/2, entao k=S

Km = concentracao de substrato que produz metade da
velocidade maxima




Cinética enzimatica

» Baixos valores de k., refletem alta afinidade

Initial velocity, V, (uM/min)

Substrate concentration, [S] (mM)



K., de enzimas

Enzima Substrato Km (uM)
Anidrase—carbonica CO, 8.000
Arginina—tRNA—sintetase Arginina 3
tRNA 0.4
ATP 300
B—Galactotidase Lactose 4.000
Lisozima Hexa—N-acetilglicosamina 6
Penicilase Benzilpenicilina 50
Piruvato—carboxilase Piruvato 400
HCO3 1.000
ATP 60
Quimiotripsina Acetil-1—triptotanamida 5.000
Treonina—desaminase Treonina 5.000




Constante catalitica (K_,,)

» Enzimas nao atuam em condicdes saturadas de
substrato

» Numero de reciclagem (turnover number)

- No. de moléculas de substrato convertidos em produto
por segundo por molécula de enzima (por sitio ativo)

Enzima Keat (s7')
Nuclease estafilicécica 95
Citidina—deaminase 299
Triose—fosfato—isomerase 4.300
Ciclofilina 13.000
Cetoesterdide—isomerase 66.000

Anidrase—carbdnica 1.000.000




Constante de especificidade (k_,/k.,)

» Relaciona eficiéncia catalitica com afinidade

- Velocidade de degradacao de ES em P nao pode ser
maior que encontrode Ee S

» Valores baixos indicam pouca afinidade pelo
substrato

Enzima Keat/Kn (37'M7")
Acetilcolinesterase 1.6x 10°
Anidrase—carbonica 8.3 x 107
Catalase 4 x 10°
Crotonase 2.8 % 16"
Fumarase 1.6 x 10°
Triose—phosphate—isomerase 2.4 x 10°
p—Lactamase 1x10°

T

. . g
Superoxide—dismutase 7% 10




Initial velocity, V (#M/min)

_______________ o V.[S]
YoT K, + 8]

Fazendo o inverso da eguacao,

1
e —
VO vV [S] Vmax



Calculo preciso de V K

max € m




Reacdes com varios substratos

» Mecanismo ordenado
- S1 e S2 devem se ligar a enzima em ordem obrigatoria

- Ligacao de ST necessaria para formacao de sitio de
ligacao de S2

Ordered So
E+8; — ES; — ES8,8, —— E+ P, +P,

Desidrogenase alcoolica
E + NAD — E-NAD + etanol — E-NAD-etanol — E-NADH —— E

l l

Acetaldeido NADH* + H*



Reacdes com varios substratos

» Mecanismo aleatorio
- S1 e S2 podem se ligar em qualquer ordem

Random order
ES,
=
E ESS; —— E+ P, + Ps
AN ES, /‘//&



Reacdes com varios substratos

» Reacao de dupla troca (pingue-pongue)
- Um ou mais produtos sao liberados antes que outro
substrato se ligue a enzima

(b) Enzyme reaction in which no ternary complex is formed

P, Sg
E+8. —EFES, —FEP, —F —FE&8, ——FE+P



Inibicao enzimatica

» Inibidores: reduzem atividade

- Farmacos, antibioticos, conservantes, venenos

- Irreversivel: inativacao definitiva

- Reversivel: interacdes nao covalentes
- Competitiva
- Nao-competitiva

- Mista



Inibicao competitiva

» Competem pelo sitio ativo
» Pode ser revertida pelo aumento na [S]

E+S ES —— E+P

? s (¥
. @

: T @

(a) Competitive inhibition




» Km é aumentado: mais substrato é necessario
para V. ../2
» Nao ha alteracao em V_,, se [S] é elevada

Vi Lo e sae Sem inibidor
VEaea + Inibidor B
compettivo
Nio inibida
v_ v |
— _
9 o5 & 1/5]

(Inibido) (+Inibido)



Inibicao nao-competitiva

» Inibidor se liga ao complexo ES em sitio diferente do
sitio de ativacao

» Metais pesados Hg, Pb, Ag inibem enzimas com
grupo SH ou COOH

ES — E+P

.
]

I

< @k = (%
I‘ \j _

lo

E+S

(b) Uncompetitive inhibition



» Inibicao nao é revertida pelo aumento na [S]

» Inibidor reduz concentracao de enzima ativa,
diminui V.

» Nao afeta k,,

Sem mibidor
V[‘ﬂﬂ}; L ---------
—
V o
+ Imbidor nio- f
competitivo \
b
Nao inibida
J:."'.-‘-"Ifl
—




Inibicao Mista

E+S~ESHE P

I

bk ¢-@
6. @

(e) Mixed inhibition



Enzimas regulatérias

» Atuam no metabolismo

(0]

Relacao dos produtos de uma via e a atividade de outras vias

(@)

Regulacao: modulacao de uma ou mais enzimas-chave

(0]

Etapa de comprometimento (committed step)

(@)

Ajuste de concentracao de enzimas



Enzimas regulatorias

» Controle genético
- Sintese em resposta a mudancas metabodlicas ou
alteracoes fisiologicas
- Inducao enzimatica
- Inibicao de sintese em resposta a concentracao de

produto final



Enzimas regulatérias

» Regulacao por modificacao covalente

- Atividade de enzimas que regulam o fluxo metabdlico
regulada por modificacdes covalentes reversiveis

- Ativacao ou inibicao da enzima

- Fosforilacao e defosforilacao
- Acetilacao e desacetilacao

- Adenilacao e desadenilacao



Enzimas regulatdrias

» Enzimas alostéricas

- Reguladas por moduladores ligados a sitios adicionais e
que sofrem alteracao de conformacao

- Efetor ou modulador alostérico altera a afinidade de
ligacao enzima-substrato

- Ligacdao em sitios alostéricos

- ATP, proteinas de baixo PM, substratos/produtos de reacao

- Efetor +: aumenta afinidade, eleva velocidade da reacao

- Efetor -: diminui afinidade, reduz velocidade da reacao



Enzimas regulatérias

» Enzimas alostéricas sao oligomeéricas

» Varias unidades cada uma com um sitio ativo

» Sitio ativo e alostérico na mesma unidade ou unidade
diferente

>

Ligacao do substrato em uma subunidade pode afetar a ligacao
do substrato ao sitio ativo de outra subunidade

Cooperatividade positiva: ligacao do primeiro substrato aumenta
a afinidade de substratos adicionais a outros sitios

Cooperatividade negativa: ligacao do primeiro reduz a afinidade
de outros substratos
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» Interacoes entre sitios € evidenciada pela
cinética

Vg ——p
by
LT
%
b1
LY
%
LY
LY

—— Alostérica

[S]—>



» Modelos explicam curva sigmoide

» Modelo concertado ou de simetria

- Subunidades na forma inativa (tensa) ou ativa
(relaxada) em equilibrio

- Alteracdo de conformacao de 1 subunidade leva a
alteracao das outras

Modelo concertado

[P Estado T @ EstadoR B Substrato



» Modelo sequencial
- Mudancas conformacionais sao independentes

- Ligacao de um substrato torna a alteracao de
conformacao mais provavel na subunidade adjacente

Modelo seqiiencial

[P Estado T @ Estado R B Substrato
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