A funcao termodinamica denominada de energia livre (G) € importante para
compreender como as enzimas trabalham.

Parametros termodinamicos que deve-se considerar:
1) A variacdo de energia livre (AG) entre produtos e reagentes

2) A energia necessaria (energia de ativagdo) para iniciar a conversdo dos
reagentes em produtos

AG: indica a espontaneidade da reacao
Energia de ativacao: determina a velocidade da reacao

As enzimas afeta apenas a energia de ativacao!



Sob condicdes de temperatura e pressao constantes...

AG = AH -TAS

AH - que reflete os tipos e o numero de ligacoes
guimicas e interagcdes nao-covalentes quebrados e
formados

AS — que reflete a variagao da desordem do sistema



AG = AH -TAS

AG<0 (negativo) : Reacdes espontaneas >
produtos tém menos energia livre que 0s
reagentes, a qual pode ser utilizada para realizar
trabalho —sao reacoes exergonicas.

AG >0 (positivo): Pecisam que seja fornecida
energia — sao reacoes endergonicas.



AG’° negativo — G reagentes > G produtos

Reacao ocorre espontaneamente sob condi¢cdes padrao.

AG’° positivo — G reagentes < G produtos

Reacéao ocorre no sentido reverso, caso seja iniciada
com a concentracao 1 M (condi¢cbes padrao)

Lembrem-se todas as reacdes quimicas tendem a ocorrer no sentido que
resulta na diminuicao de energia livre do sistema.




Free energy, GG

Energia Livre de Ativagao

Activation barrier
(transition state, &)

— — — — — — — — — — — — —————— — —— — —

Products (B)

Reaction coordinate (A — B)



No interior das c€lulas as reacdes quimicas ocorrem
devido a presenca de enzimas

Enzimas: catalisadores capazes de aumentar
enormemente a velocidade de reacoes quimicas
especificas sem serem consumidos no processo. Elas
dimimuem a energia de ativagao.

Energia de ativacao (AG™): energia extra necessaria
para que a reagao ocorra.



With enzyme

Reaction: A — B

Amount of product (B) formed

Without enzyme (uncatalyzed)

Time



Enzimas afetam a velocidade mas
nao o equilibrio quimico

Reacdo Quimica: S—P
1. Catalisador ndo afeta a posicdo e nem a direcdo do equilibrio

2. Um equilibrio favoravel ndo significa que a conversdo de S—P ocorra em uma
velocidade mensuravel

3. A velocidade depende da Energia de Ativacao:

“energia necessaria para o alinhamento dos grupos quimicos reagentes, formacao
de cargas transientes, rearranjos de ligacdes e outras transformacdes necessaria
para que a reacao ocorra em uma das direcoes”



O equilibrio da reacao esta relacionado a
variacao de energia livre padrao

TABLE 6-4 Relationship between K,eq and AG'°

K’eq AG'° (kJ/mol)
16— 34.2
10_5 28.5 Um grande valor negativo de
10— 22.8 AG®’ indica um equilibrio de
_3 reacao favoravel a formacao
10 17.1 dos produtos, mas nao
102 11.4 significa que ela ocorra a uma
11 5.7 velocidade consideravel.
1 0.0
10! — sl
102 —11.4
103 a7 |

Note: The relationship is calculated from{AG’® = —RT In K'eo| Eqn 6-3).




As enzimas fornecem um ambiente especifico (SiTIO ATIVO) onde uma dada
reacao é energeticamente mais fovoravel.

SUBSTRATO (ligante)

SITIO ATIVO

Tamanho:

Enzima >>> Substrato

Quimotripsina



Enzimas afetam a velocidade mas
nao o equilibrio quimico

Reacdo Quimica: S—P
“Estado de transicao”

Transition state ()
_____ S————— “Energia de Ativacdo”
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“‘Estado Fundamental”
Ponto de Partida para a
reacao de ida ou de volta.



Enzimas aceleram a velocidade da reacao
diminuindo a energia de ativacao

(A enzima nao é gasta no processo e nao afeta o ponto de equilibrio)

E+S<©ES<EP<E+P

Transition state ()

ENERGIA DE ATIVACAO
O
>
(@)
@ 4
c AG
()] cat
()]
Q
S
L.

Reaction coordinate



“Complexo Enzima Substrato”

Formas complementares de um Substrato e seu
Sitio Ativo (Chave-Fechadura, Emil Fischer)

NADP* liga-se a uma cavidade
. complementar a sua forma e
Diidrofolato Redutase propriedades i6nicas.

Tetraidrofolato

Conceito chave-fechadura sugere um encaixe perfeito entre E e S.

O que resultaria numa enzima pouco eficiente!!



Enzima imaginaria (“bastonase”) projetada para catalisar
a quebra de um bastao de metal

Modelo Chave-Fechadura
A cavidade complementar
ao substrato estabiliza-o
mas nao o quebra.

O substrato estabiliza o
estado de transicédo do
complexo ES, diminuindo
a energia de ativacao.

(a) No enzyme
Substrate Transition state Products
(metal stick) (bent stick) (broken stick)

(b) Enzyme complementary to substrate

P —_— Y —_— S X
4 : \ '?0 \\\ l’ \\\
@) \ ) 4 )}
ES + E

s

Free energy, G Free energy, G

Free energy, G

o
o ¥ AG
iR ‘funczt_l_l"'_
"_ o : A _Agfca_t___.
S

Reaction coordinate

Algumas interagdes fracas sdo formadas no complexo ES,
mas a totalidade das interacdes fracas € estabelecida apenas
no estado de transicao.




O papel da energia de ligacao para a catalise

1. Aenergia de ligacido confere especificidade e catalise.

2. E+ S — ES: Ainteracbes fracas formadas entre E e S fornecem
a maior parte da energia necessaria para a catalise.

Energia de ligacao
4/
AGg

AG*

cat

Free energy, G

Reaction coordinate



“Estuda o mecanismo de reacoes catalisadas
enzimaticamente através do estudo da velocidade
da reacao enzimatica e como e¢la se altera em
funcao de mudancas nos parametros
experimentais”



1913: Teoria geral da acao das enzimas

%?‘\\\Q\‘m I ¥
Leonor Michaelis Maud Menten

E+S<SES3E+P

1. Inicialmente a enzima se combina reversivelmente com o
substrato para formar o complexo ES, um passo
relativamente rapido;

2. A seguir, o complexo ES se rompe liberando a enzima (E) € o
produto (P) - uma etapa lenta. ETAPA LIMITANTE DA
REACAOQ!




A concentraciao do substrato afeta a velocidade das reacoes
catalisadas enzimaticamente

E+S<ES<E+P

Enzima esta saturada com S
(todas as enzimas econtram-
I se complexadas com o
maxXx

B o aee e ThStrato)
————

1. Velocidade Inicial ( Vo ) :
velocidade no tempo inicial
quando a [S] >>> [E]

2. Velocidade maxima ( V max) :
ponto em que nao ocorre
variagcdoes em Vo, com o
aumento da [S].

e [S] << [E]: Grande

7 gquantidade de enzimas livres.
m

Initial velocity, V, (um/min)

Substrate concentration, [S] (mm)



Equacao de Michaelis-Menten

Equac¢ao que relaciona [S] e a Vmax de forma quantitativa.

Michaelis-Mentem derivaram a reagao partindo da hipdtese de que o passo
limitante da reacao ¢ a quebra do complexo ES.

E+S=2ES=2E+P

A ry - r -
E + S «— ES reversivel e relativamente rapida

ES = E + P, Quebra do complexo ES é LENTA!

Velocidade total é dependente da [ES]
Quando [S] | a maioria de E esta na forma livre
mas quando [S] 11, a maoria de E esta complexada .....

“Enzima esta saturada”

Vo

_ Viadl S|
K, +[S]

Onde:

V,: velocidade no tempo inicial quando a [S]>>> [E]
V.. V maximo

[S]: concentracdo do substrato
K,,: constante de Michaelis



Significado do K

* Ky =[S] quando v, =1/2 Vmax.

 Em geral, quanto menor o K,;, mais forte ¢é ligacao do
substrato pela enzima.

* K,; ¢ usado como uma medida da afinidade da enzima pelo
substrato




TABLE 6-6 K_ for Some Enzymes and Substrates

Enzyme Substrate K. (mm)
Hexokinase (brain) ATP 0.4
D-Glucose 0.05
D-Fructose 1.5
Carbonic anhydrase HCO, 26
Chymotrypsin Glycyltyrosinylglycine 108
N-Benzoyltyrosinamide 2.5
-Galactosidase D-Lactose 4.0
Threonine dehydratase L-Threonine 5.0




Transformacao da equacao de Michaelis e Mentem
Grafico do Duplo-Reciproco (Equacao de Lineweaver- Burk)

Vimax[ S|




1.

Enzimas estao sujeitas a inibicao
Importancia Farmacéutica do estudo da inibi¢do enzimatica

Inibidores enzimaticos sao agentes moleculares que
interferem na catalise, diminuindo ou acelerando a velocidade
da reacdo... esse ¢ o mecanismo de acdo da grande maioria
de agentes farmacéuticos.

Ex. : Aspirina— Inibidor da sintese de Prostaglandinas —
Antiinflamatorio

Classificacao:

1) Inibicdo Reversivel{ Inibicio Competitiva

< Inibicao Nao-Competitiva

\ Inibicao Inconpetitiva

Inibicao Mista

2) Inibicao Irreversivel



As especificidades das fosfolipases

Phospholipase A,

.3
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Arachidonic acid an some eicosanoid derivatives
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Aspirin, acetaminophen, ...
Inhibiting the enzyme cyclooxygenase

i
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Thromboxane Ag

Eicosanoids
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Inibigao competitiva

Competitive

Substrate \ inhibitor \V

Enzymy

, Sixth Edition
© 2007 W.H.Freeman and Company



Inibigao competitiva

ioa- 100 — e SR
(I liga-se somente a E) No inhibitor —
80 -
X g
E——>ES—>E+P S 60—
i 2 [11=10K,
e
. | % 40
o [I] =5 Ki
K.
'“ S 20
El
0
Ki: constante de dissociacdo do inibidor [Substrate] —
Figure§-17 ) B
Ki=[E][1}/[EI] osin s

1. Vmax — nao se altera

Qto < Ki, mais potente € a inibicao.
2. Km — aumenta




1/V,y| Slope = Ku/Vpax

1

Ky (1 + I/K)

Intercept = -1/Ky,

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

+ Competitive

/ inhibitor

No inhibitor
present

Biochemistry, Sixth Edition
© 2007 W.H.Freeman and Company

1/[S]



Inibicao competitiva

Exemplo: Intoxicacdo por Metanol

Desidrogenase alcoolica converte metanol em formaldeido
(toxico!) que pode resultar em cegueira.

Tratamento: ETANOL

O etanol compete com o metanol pelo sitio ativo da enzima



Inibicao Nao-Competitiva

Substrate
Noncompetitive \

Figure 8-15d

istry, Sixth Edition
H emanand Company

Inibidor liga-se a enzima em um sitio diferente a do sitio ativo do
substrato.




Inibicao Nao-Competitiva

100 — A
(I liga-se a E ou ES) No inhibitor

80

S
60
E+I$—>ES—>E+P

s ] -

El — > ES| —¢> 20

[I] =Ki

[1]= 10Ki§\ [11=5K;

[Substrate] —

e sxiledion VIMAX — d1MInui

W.H.Freemgn and Company

2. Km — nao se altera




1 Ky 1 1
P — X === + emememecc——e—e——-

v Vy/(1+1K) S  V,/(1+1K)

+ Noncompetitive

/ inhibitor

\ No inhibitor
present

0 1/[S]



Inibicao Irreversivel

Inibidores 1rreversivels combinam-se com um grupo funcional
na molécula da enzima ou o destroem ou ainda formam uma
associacao covalente bastante estavel.

Sao uteis como ferramentas no estudo de mecanismo de reacao,
principalmente para a 1dentificacdo de aminoacidos importantes

para a catalise no sitio ativo.

Forma permanentemente inativa

/ 0 CH;

Diisopropylfluorophosphate

O CH,

|| oS H" "+ F
Enz—CH,—OH} F— Il’—O—C\H —25 I':n/.—CHz—O—T’—O—C{rI
(Ser'?) (l) CH, (|) CHj,
G C
s TN
H,C H CH, HyC” H “CH;,

DIFP




Enzimas reguladas pela ligacao nao-covalente de
compostos reguladores chamados, moduladores
alostéricos.

A regulaciao enzimatica envolve alteracoes
conformacionais similares a da Hemoglobina



Enzimas Regulatorias




(IJOO 3
H;N—C—H
| L-Threonine

H—C—OH
CH,

L threonine
L >® = dehydratase

A

Es

e

COO
E Hafq—(::—n
‘e o H—C—CHjy 1-Isoleucine
CH,

|
CH,



Sao proteinas compostas de subunidades (Estrutura
Quaternaria) e exibe cooperatividade

Possuem sitios distintos de ligacao:
Sitio regulatorio e sitio catalitico (ativo).

Sitio regulatorio localiza-se em um sitio distinto do sitio ativo.
Esses sitios podem estar localizados em uma mesma subunidade ou em
subunidades distintas.



Substrate

@ Positive modulator

o sitio de ligacdo do substratoe ¢
o(s) sitio(s) de ligacao do
substrato estao em subunidades
diferentes.

O modulador pode ser ’} / / ¥ R

Estimulatorio ou Inibitorio
Active
enzyme-substrate
complex

Em muitas enzimas alostéricas i
R

Less-active enzyme

Liga¢do do modulador causa
MUDANCAS na
CONFORMACADO.




As propriedades cinéticas das enzimas alostéricas divergem do
comportamento de Michaelis-Mentem

1. As enzimas alostericas apresentam
relacdes entre V, e S que diferem
da cinética de Michaelis-Menten.

2. Curva sigmoidal em vez de
hiperbolica.

3. Ao invés de K tem-se um K

Vo (um/min)




Efeitos de um modulador positivo e negativo sobre a enzima
alostérica

Positive modulator Vmax

Vo (Lm/min) /

Negative modulator




Glicolise

(@) Gluoose Preparatory phase
Phasphorylation of glucase
) and its conversion to
priming (1) glyceraldehyde 3-phasphate
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Exemplo de enzima alostérica

Fosfofrutoquinase

e Tetramero

e Substratos
— F6P
— ATP

e Efetores Alostéricos
— PEP, ATP (negativo)
— ADP (positivo)

MonOomero



Fosfofrutoquinase ¢é regulada alostericamente por ATP

Low [ATP]

High [ATP]

PFK-1 activity

Modulador negativo

[Fructose 6-phosphate]




Regulacao Alostérica

 Lembrar dos estados T € R da Hemoglobina

e Inibidores alostéricos favorecem o estado T
(menor afinidade)

e Ativadores alostéricos favorecem o estado
R (maior afinidade)



2 modelos de
C O Op er ativi d a d e T state — R state T state

_—
#

(a) (b)

e Concerted

— Symmetry driven- all

R or All T. Substrate
stabilizes R.

e Sequential

— Ligand induced —
neighboring
unoccupied subunits
are variably affected

888888~ EB=&8



Modifica¢cao Covalente



Ser* OH OH Ser!

side | side
chain CH, CH; chain
¥ e
Phosphorylase b

(less active)

|
|
2ATP \I
phosphorylase phosphorylase
|
|

phosphatase kinase

9H,0 2ADP !
\ /
P
O\O o
CH,

Phosphorylase a
(more active)

Glicogénio fosforilase







Atividade de uma enzima

Habilidade catalitica em converter S em P.

Medida: Unidades de Atividade.

1U=1umole produto/min.
(em condi¢des Otimas)

Atividade especifica: atividade enzimatica

quantidade de enzimas

Expresso em: unidades/mg proteina



