Enzimas como catalisadores
moleculares
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Funcao das enzimas

« Grande parte das reacGes quimicas que ocorrem no
Interior das células, ocorrem entre moléculas complexas
e pouco reagente. As reacdes raramente acontecem
sem um mediador, e € aqui que as enzimas entram e
sao responsaveis pela grande maioria das sinteses
feitas no interior das células.

*Enzimas sao catalisadores biologicos de
grande especificidade. Elas permitem que o
substrato se apresente num ambiente e numa
orientacao O0timos para que a reacao ocorra.
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« Catalise bioldgica - inicio séc. XIX
— digestao da carne: estomago;
— digestao do amido: saliva.

e Década de 50

— Louis Pasteur - concluiu que a fermentacao do
acucar em alcool pelalevedura era catalisada
por “fermentos” = enzimas

e Eduard Buchner (1897)

— extratos de levedo podiam fermentar o agucar
ate alcool ;

— enzimas funcionavam mesmo quando removidas
da célula viva.
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James Sumner (1926)

— |Isolou e cristalizou a urease;
— Cristais eram de proteinas;
— Postulou que “todas as enzimas sao proteinas”.

John Northrop (década 30)
— Cristalizou a pepsina e a tripsina bovinas;

Década de 50 — séc. XX
— 75 enzimas - isoladas e cristalizadas;
— Ficou evidenciado carater protéico.

Atualmente + 2000 enzimas sao conhecidas.
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e Definicao:
— Catalisadores biologicos;

— Longas cadeias de pequenas moléculas
chamadas aminoacidos.

e Funcao:
— Viabilizar a atividade das ceélulas, quebrando

moléeculas ou juntando-as para formar novos
compostos.

« Com excecao de um pegueno grupo de moléculas de
RNA com propriedades cataliticas, chamadas de
RIBOZIMAS, todas as enzimas sao PROTEINAS
(globulares, de estrutura terciaria).
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Enzimas aceleram reacoes quimicas

Estado de . . ~
e o il o RS - Energia de ativagao

T # | catalisador
- =D kL= Th
Produtos™ —

Caminho da reacao

 Aumentam a velocidade da reacdo quimica, atuando [ h\
como catalisadores;

* Nao ha variacédo no produto final da reacao, so
diminuem o tempo de liberac&o de energia;

* A presenca do catalisador nao modifica a
predominancia do sentido de deslocamento da reacao.

Heagentes

Al
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AS enzimas...

* Aceleram reacdes quimicas

H,0,

Catalase

Ex: Decomposicao do H,0O,

» H, O + O,

CondicOes da Reacdo  Energia livre de Ativacavelocidade
KJ/mol Kcal/mol Relativa
Sem catalisador 75,2 18,0 1
Platina 48,9 11,7 2,77 X 16
Enzima Catalase 23,0 5,5 6,51 x 16
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H,0,

Catalase

E+S<oES<“EP©E+P

>H20 + 02

“ Enzima acelera a reacao por diminuir a energia de ativago.

Free energy, G

Nao s&o consumidas na reacao.”

Transition state ()

Reaction coordinate

Energia de
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Modelos de acao

 Emil Fischer (1894): alto grau de especificidade das
enzimas originou —» Chave-Fechadura s, que considera
gue a enzima possui sitio ativo complementar ao substrato.

w @ B .
o-@-(

a) Modelo chave ' fechadura
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Modelos de acao

e Koshland (1958): Encaixe Induzido ,enzimae oo
substrato sofrem conformacao para o encaixe. O substrato

é distorcido para conformacao exata do estado de

transicao.
silio
ativo ‘
conformagio
by Modelo de ajuste induzido do estm]n de

10 transigio
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O mecanismo de Encaixe Induzido

(a) No enzyme
1. Substrato estavel G é/\é — 47%
N3o ha quebra Substrate Transition state Products
(metal stick) (bent stick) (broken stick)
(b) Enzyme complementary to substrate
' % ,Magnets
2. Modelo de chave- ’____,_,/ :
fechadura g )
ES '

(c) Enzyme complementary to transition state

e - g — [N — a |
3. Encaixe-induzido Yy N '@\‘g \ _ ’/ \
“\E‘ } N 7 \ Vs
ES ¥ + YE

11

Free energy, G Free energy, G

Free energy, G
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( Enzimas estabilizam o estado de transig@

Free energy, G

R=C-0-Ry
O,
H H

Reagentes

AGg

AG?

cat

Reaction coordinate

Estado de transicio

Frodutos
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Sitio ativo — ponto de encaixe entre o substrato e o

centro ativo da enzima



bapti
Máquina de escrever
13


14

Organizacao de uma enzima

Holoenzima
A

/ ~

Proteina
g J

Y
Apoenzima ou Pode ser:

Apoproteina * jon inorgéanico

<° molécula organica

Se covalente

Vit e
—— O
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Cofatores

Cofator € um composto quimico, a parte nao-
protéica ligada a uma enzima e necessaria
para a catalise

- @ -
cofator

apoenzima holoenzima
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Cofatores

e Cofator + enzima = Holoenzima

— catalicamente ativo

e Holoenzima — Cofator = Apoenzima

— catalicamente inativo

- @ =
cofator

apoenzima holoenzima
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Cofatores

Necessidades de cofatores (molécula nao-proteica)
atuando no processo:.

e Cofatores sdo geralmente metalicos: lons
—Cu?t, Fe3* ou Zn?* (dieta)

e Grupos prostéticos:

—associados a enzimas covalentemente
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Quadro 5.2 As seis classes de enzimas e as reagdes que catalisam

CI f ~ ~ Classe : ' Tipo de reagio Exemplo.
aSS I I Cagao I f)xido—rcduqﬁﬂ o H
daS enzimas B AIL + B A+ BH. HC—C—OH + NAD* ——20d H.C—C—0 + NADH + 1

redutases I]I desidrogenase

pelas reacoes |
C atal | S ad as dransicrenad de crptn Cﬂgog CH 0= ©)

: < licoguinase
2. Transferases)] A—X+B ——— A +B—X OH + Amp UEEG, kOH r>‘ + ATP
: HO OH HO OH
OH
| Glicose Glicose 6~f0.sfdln
| Hidrolise }OH CH,0H CH,OH O
| 0.  CH,
\[ Sacarase s ¥ P
3. Hidrolases |A—B + H.O A—H+B—0OH J\i oH} + HO —— . OH /| i
: HO —i HO O
CH,0H OH OH OH
Sacarose Glicose Frutose
Adicao de grupos a duplas ligacoes ou
remogio de grupos, deixando dupla
ligacdo
- G H H H
g | fumarase | =
4. Liases A—B A—B +X-Y QoCc—C (!?7(300‘ + H.,0 -00C— Ll” ? COo0O
= H OHH
Fumarato Malato
Rearranjos intramoleculares CH,O— ® CH,0—-(®)
5. Isomerases A—B A—B 0 fostoglico 0. ¢ 1.OH
F= 2 i g H —— o
Y X Y X HO OH isomerase
OH OH
Glicose 6-fosfato Frutose 6-fosfato
Condensacio de duas moléculas,
associada a hidrolise de uma ligacao de
alta energia (em geral, do ATP) o I O
. Il piruvato 1
6. Ligases A+B A-B H,C—C—COO +HCO, +ATP ———> 00C—C—C-COO +ADP+P,
carboxilase |
Piruvato H
Oxaloacetato
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Regeneracao das coenzimas

 As coenzimas sao alteradas
guimicamente pela reacao enzimatica em
gue participam.

* Assim, para completar o ciclo catalitico,
a coenzima tem de voltar ao seu estado
19 Inicial.
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Atividade enzimatica

Em condicoes ideais

decompoe

1 molécula de Catalase —, 5 000 000 de moleculas de
HZOZ
pPH=6,8 em 1 min

Contudo atividade enzimatica é influenciada por:
pH;
temperatura,
concentracao das enzimas,
concentracao dos substratos;

presenca de inibidores.
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Atividade enzimatica em funcao do pH

V4

max

e da temperatura

« amedida que 1tpH, tV dareacao, até
o ponto em que 1t pH,vai |V
* Fixam-se [E], [S] e a temperatura.

* EX.: pH;mo Para pepsina =1

e amedidaque 1T, tV dareacgdo, até
opontoemque tT,vai IV

e EX.: Crioenzimatem T < =10°C

6tima

10°

36,5°

v
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Velocidade em funcéo de concentracao de enzima e
substrato

V 4
* Avelocidade da reacao é proporcional
a concentracdo da enzima.
* Fixam-se pH, [S] e a temperatura. Disponibilidade  de [S]
>
Enzima [E]
V A
Vmax
*[E] = constante
- [S] pequenas — Vo1 linearmente.
- [S] maiores — Vot por incrementos cada vez menores.
-Vmax — [S]t — Vot insignificantes.
-Vmax é atingida —» Quando toda E estiver na forma ES e a [E] livre
é insignificante, ento, E saturada com o S e V n3o t com t de [S].
>
[S] - - <
22 K _. Numericamente igual a concentragéo
™ de substrato que leva a Vmax/2
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SITUACAQ ANTES DO EQUILIBRIO SITUACAO NO EQUILIBRIO COMPONENTES DO EQUILIBRIO
VELOCIDADE
E S E+$ == ES S ES |(%da
@@ 000000 90000 ~ a
oo o 9010 @ G R 1 d
2088 1 eacdo 12 ordem
A 000000 re— 00000 O @o 25% VI
QQR|2zzeoze = 000000 ) Inearmente prop. a
00000 O ooo0o000
000000 600000 T[S]
00000000 CDO0 0000000000
@@ 000000000000 0C0O0DOO0O0OODOOO
00DOOOCOO0OOOOO — 0C00C00O000000D @ o
B 000000000000 __,' 000000000000 50%
000000000000 000000000000
@@ 000000000000 000000000000
o0 00000000000 o0 0000000000
0000000000000 DO0O 0000000000000 CD0
00000000000 0CQO0ODO0OO0 000000 0C0O00D000C0CO0 -~ .
0000000 D0OO0OD0O000O 0000000000000 O0D @ TVnaohnearmente
OO0 00000C0OD00000C0O0O0C 0000000000000 00O0
©c000000000000000 —, 0000000000000 00O0 o, []
C 000000000000 000 0 M 0000000000000 00C0 @@ 75/6 prop'aT S
@@ 0000000000000 0OO0OQ 000000000000 000O
0000 QCQO0OO0O0O0D00O0O00O0 000000000000 DO00
000000000000 00OO00 0000000000000 0O0
00 0000000000000 0 Q0000000 00000000
—

Fig. 5.7 Esquema ilustrativo do equilibrio E + S — ES, em trés situacdes (A, B, C) de concentracdes diferentes de
substrato e mesma concentra¢do de enzima ([E,.] = [E] + [ES]). Na prética, a relagdo [S)/[E] € muito maior do que

a representada no esquema.

Ordem zero

Ordem complexa

..............

12ordem

> [S]

23

K, = Constante de Michaelis-Menten

m

velocidade maxima (Vmax) da reacao.

- € a concentracdo de substrato
necessaria para se atingir a metade da

V.4 — € a velocidade atingida quando todas
as moléculas de enzima existem na forma

[ES].
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A equacao de Michaelis-Menten

Michaelis-Menten deduziram uma equacao baseada nare acao:

Velocidade dareagédo =V _ = K,[ES]

Equacéo de Michaelis-Mentem

A Equacdo de Michaelis-Mentem permite calcular a velocidade da
reacao para qualquer concentracao do substrato

K2 + KS
K = kB quando K ; for muito pequena teremos:
1
KZ
Ky = < = K, = Constante de dissociacdo do Substrato
1
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Faixas de valores de K

K., for Some Enzymes and Substrates

Enzyme Substrate K., (mm)
Catalase H.0. 25
Hexokinase (brain) ATF 0.4
p-Glucose 0.05
p-Fructose 1.5
Carbonic anhydrase HCO, 26
Chymaotrypsin Glycyltyrosinylglycine 108
N-Benzoyltyrosinamide 2.5
3-Galactosidase p-Lactose 4.0
Threonine dehydratase L-Threonine 5.0

Os valores de K , providenciam uma aproximagao
de [S] In vivo para muitas enzimas

25 K , inversamente proporcional a afinidade
b, enzima-substrato
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Nimero de Renovacgao Enzimatica - K__,

“equivale ao nimero de moléculas de substrato convertidas
em produto em certa unidade de tempo em uma uUnica
molécula de enzima quando ela for saturada com um
substrato”.

TABLE 6-7 Turnover Numbers, k

o Of Some Enzymes

Enzyme Substrate k.. (571
Catalase H,0, 40,000,000
Carbonic anhydrase HCO5 400,000
Acetylcholinesterase Acetylcholine 14,000
-Lactamase Benzylpenicillin 2,000
Fumarase Fumarate 800
RecA protein (an ATPase) ATP 0.4
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—\

Inibidor Competitivo

Tem semelhanca com o substrato e
compete com o substrato pelo sitio ativo
da enzima

-

inibidor

)

By
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—\

Inibidor nao -Competitivo

nao entra no sitio ativo da enzima

(inibidor‘

%
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Regulacao Enzimatica

Duas Maneiras de ocorrer:

- Controle da viabilidade enzimatica : a quantidade
de enzimas em uma célula da reacao de sintese e de
degradacao.

—->Controle da atividade enzimatica : atividade
catalitica da enzima pode ser diretamente regulada
através de alteracoes estruturais e conformacionais,
ex: alosteria

29
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Controle Alostérico

termo usado para descrever a situacao em que a
)y funcdo da proteina em um sitio é afetada pela
ligacéo de uma molécula regulatéria em outro sitio.

. a regulacao alostéerica pode inibir ou ativar a
==Y atividade de uma enzima alterando sua forma para a
forma ativa ou inativa.

30
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Controle Alosterico
enzima alostérica | l ativador alostérico

com 4 subunidades /

forma ativa
estabilizada

a ligacao do

estabiliza a forma
ativa da enzima
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Controle Alostérico

a ligacao do

estabiliza a forma inativa da
enzima

forma Inativa
estabilizada

inibidor alostérico

-
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Controle Alostérico
enzima alostérica J

com 4 subunidades

AN
” -
um dos 4 sitios -
regulatorios

L oscilagio

|n|b|dor alostérico

|n|b|dor



bapti
Máquina de escrever
33


O efeito de um modulador positivo e de um negativo sobre
uma enzima alostérica

modulator positivo Vimax

Vo (Lm/min) /

Modulator negativo

34
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Enzimastoasyiasyy eianl iGas

Vias 43 .
S6 ocorre quando estdo OI'COS
envolvidas enzimas
diferentes em cada uma

das vias

!
A

REGULACAO
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Controlo alostérico da actividade enzimatica.
Outros modos de controlo para além de processos
inibitorios , .
E E,- enzima alosterica
2

Via metabdlica A i B— C —— 7
F 3

Z- efector alostérico, modulador ou ligando alostérico. Afecta a
actividade da enzima E, sem ser modificado por ela.

Efector alosterico positivo- aumenta a afinidade da enzima
pelo substrato ou outro ligando

Efector alostérico negativo- no caso de diminuir essa afinidade

Os efectores positivos ligam-se a locais activadores enquanto os
negativos a locais inibidores.
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