Enzimas

» Algumas enzimas funcionam apenas

com a parte proteica, outras dependem
de uma outra molecula

« Cofator-> um ou mais ions inorganicos
Fe?*, Mg?*, Mn?* , Zn?*

« Coenzima -> complexo organico ou
molécula organica.



Grupo Prostético = coenzima ou
metal que tem ligacao forte ou
covalente com a proteina

Holoenzima = proteina +
coenzima ou metal

Apoenzima = parte proteica dessa
enzima



table 8—1

Some Inorganic Elements That Serve as Cofactors for Enzymes

Cu?' Cytochrome oxidase

Fe?" or Fe®' Cytochrome oxidase, catalase, peroxidase

K Pyruvate kinase

Mg?"' Hexokinase, glucose 6-phosphatase, pyruvate kinase
Mn?" Arginase, ribonucleotide reductase

Mo Dinitrogenase

N2 Urease

Se Glutathione peroxidase

Zn?’ Carbonic anhydrase, alcohol dehydrogenase,

carboxypeptidases A and B



table 82

Some Coenzymes That Serve as Transient Carriers of Specific Atoms

or Functional Groups*

Examples of chemical

Dietary precursor in

Coenzyme groups transferred mammals
Biocytin CO, Biotin
Coenzyme A Acyl groups Pantothenic acid and
other compounds
5'-Deoxyadenosylcobalamin H atoms and Vitamin B,
(coenzyme B,,) alkyl groups
Flavin adenine dinucleotide Electrons Riboflavin (vitamin B,)
Lipoate Electrons and Not required in diet
acyl groups

Nicotinamide adenine
dinucleotide

Pyridoxal phosphate
Tetrahydrofolate
Thiamine pyrophosphate

Hydride ion (: H )

Amino groups
One-carbon groups
Aldehydes

Nicotinic acid (niacin)

Pyridoxine (vitamin Bg)
Folate
Thiamine (vitamin B;)

*The structure and mode of action of these coenzymes are described in Part Il of this book.



Table 11-3 Characteristics of Common Coenzymes

Coenzyme Reaction Mediated Vitamin Source Human Deficiency Disease
Biocytin Carboxylation Biotin a
Coenzyme A Acyl transfer Pantothenate a
Cobalamin coenzymes Alkylation Cobalamin (B;;) Pernicious anemia
Flavin coenzymes Oxidation-reduction Riboflavin (B;) a
Lipoic acid Acyl transfer — a
Nicotinamide coenzymes Oxidation-reduction Nicotinamide (niacin) Pellagra
Pyridoxal phosphate Amino group transfer Pyridoxine (Bg) a
Tetrahydrofolate One-carbon group transfer Folic acid Megaloblastic anemia
Thiamine pyrophosphate Aldehyde transfer Thiamine (B) Beriberi

“No specific name; deficiency in humans is rare or unobserved.

Table 11-3 Fundamentals of Biochemistry, 2/e Pelag ra- diarréia, dermatite, deméncia
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S&o encontradas principalmente na levedura, figado, aves, carnes magras, leite, ovos frutas,
cereais, legumes.
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Energia de Ativacao

» Diferenca entre a energia do estado
fundamental e a energia do estado de

transicao.
» Quando maior a energia de ativacdo mais
lenta € a reacao.
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Cinética Enzimatica



Cinética Quimica

Uma reacao estequiométrica

A —— P
Pode ocorrer por uma sequéncia de intermediarios
A — I1 —_— |2 —» P

A caracterizacao de cada intermediario constitui a descricao do mecanismo



Ordem de reacao

A uma temperatura constante, a velocidade da reacao elementar € proporcional
a frequéncia na qual os reagentes colidem.

A constante de proporcionalidade é conhecida como constante de velocidade k

A

A velocidade instantanea de formacao do produto ou consumo do reagente &

a velocidade da reacao v

v=d[P] = - dJA] = KIA]
at dt

a velocidade da reacdo em qualquer ponto no tempo é proporcional a
concentragao do reagente



A ordem da reacao corresponde ao numero de moléculas
que devem colidir simultaneamente para formar um produto.

Uma reacao elementar unimolecular € de primeira ordem

2A— P
Reacao bimolecular de segunda ordem

V= K[A]2



E+S— ES — EP—= E+P

Quando a [S] € muito maior que a [E] a velocidade da reacgao fica independente
Da [S] e a segunda etapa torna-se a limitante da velocidade da reacao.



k1
E+S — + ES _Kk2 E+P
k|

Vo= k,[ES]
Enzima livre [E] = [Et] — [ES]

No estado estacionario a velocidade de formagao e decomposi¢ao de [ES] se
igualam

k,([Et]-[ESD[S]= k,[ES]+ k,[ES]



k,([Et]l-[ESDIS]= k4 [ES |+ ky[ES]

([EtI-[ESDISI= k. +k, =Ky
[ES] K,

[ES| = [Et] [S]
Km + [S]




[ES] = [Et] [S]

Km + [S]
Vo= k,|ES]
[ES] = vo/k2
Vo=k,[Et] [S] . vmax= k,[ET]

Km +[S]



Vo=Kk,|Et] [S]
Km + [S] Vmax=k,|ET]

V,.IS]
oK, +[S]




|78 |

V: max
> K+ [S

Equacao de Michaelis-Menten descreve uma hipérbole retangular .
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Ky @ Constante de Michaelis

Quando:
[S] = Kw

V, = o " VO = Va2

Ky € a concentracao do substrato no qual a velocidade da reacao corresponde
a metade da velocidade maxima.

Se a enzima tiver um valor pequeno de Ky, ela atingira a maxima eficiéncia
catalitica em baixas concentracdes do substrato



No inicio da reacao [P] € desprezivel
k1

E+S — ES k2 E+P
k.
ko<<<k_

Ks constante de dissociacao ES = a medida que Ks decresce a afinidade da
Enzima pelo substrato aumenta desde que k2/k1 seja pequeno comparado a Ks









tahle 8—-6

K., for Some Enzymes and Substrates

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



9 (pag 338): Areacao Glicose + ATP - glicose 6-fosfato + ADP pode ser catalisada por duas
enzimas: hexoquinase e glicoquinase. A partir dos resultados apresentados no quadro a
seguir, pode-se concluir qual das enzimas tem maior afinidade pela glicose? Justificar por
gue as velocidades de reacao sao diferentes.

Hexoquinase ' Glicoquinase
*

Tubo Glicose Velocidade da reagiio Tubo Glicose Velocidade da reagiio
e (mM) (pmoles/min) n (mM) (pmoles/min)
1 0,01 0,07 1 5 80
2 0,02 0,14 2 10 160
3 0,05 0,36 3 20 250
4 0,10 0,72 4 50 300
5 0,20 1,20 5 100 320
6 0,50 1,45 6 150 310
7 1,00 1,44 A 200 320
] 2,00 1,44 ¥ 500 320

*
A hexoquinase tem uma afinidade muito maior para glicose (0.1 mM glicose), comparada a glicoquinase (10
mM glicose). Saturando a enzima rapidamente, o que faz com que a Vmax seja menor do que a
glicoquinase.



Unidade Enzimatica

« Como é dificil purificar enzima com a
mesma atividade, a quantidade numa
solucao € definida pelo efeito produzido

* | Unidade Internacional= certa quantidade
que catalisa a formacao de 1 ymol de
produto/ min sob condicoes definidas.

 Atividade especifica= numero de Unidades
por mg de proteina



Inibicoes reversivels



Inibidores Enzimaticos

* Substancias que reduzem a atividade de

uma enzima.

 Exemplo: AZT

Inibidor da transcriptase reversa

DNA
replication DNA
. Reverse
Transcr1pt10n< > transcription
RNA
RNA
replication

Translation

\4
Protein



HOCH, HOCH,
kH H;‘ kH H>|

3'-A1|do-3'-deoxythymidine 2’,3’-Dldeoxy¢yhdine

(AZT; Zidovudine) (ddC, Zalcitabine)
N N N
HOCH, o Hypoxanthine O Q
H H H H N
(0 | CH3
H H H
2',3'-Dideoxyinosine Nevirapine

(ddl, Didanosine)

Box 12-4 figure 2 Fundamentals of Biochemistry, 2/e
© 2006 John Wiley & Sons



ES — E+P

(S)
=
S

El @

(a) Competitive inhibition
ki = [E] [1}/ [E]]




COO

~00C H
CH2 succinate dehydrogenase \C/
CH> ﬂ
- SN
COoO H COO
Succinate Fumarate
COO
succinate dehydrogenase
CH> ~ NO REACTION

COO
Malonate
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Nao competitiva




Inibidor Nao-Competitive

[N

vie
P

1- sem inbidor
Z- com inbidor [ 1]
3. com inbidor 2] 1]

Vmdx diminui, mas o Km ndo ¢ alterado.



Efeito do pH



log VO




log V,

I | l

6 8 10
pH
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Enzimas Regulatorias



Enzimas Alostéricas

§> Substrate

@ Positive modulator
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Less-active enzyme
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C R Active
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(a)
A curva é sigmoidal, em vez de hiperbdlica como as que seguem Michaelis-Menten
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Modificacao Covalente



Ser*  OH OH Serh

side | side
chain CHZ CH2 chain
N\ d
Phosphorylase b

(less active)

phosphorylase
kinase

phosphorylase
phosphatase

O\CH CH, ’
NG 2
Phosphorylase a

(more active)

Glicogénio fosforilase



Isozimas

Formas diferentes de uma mesma enzima;

As isozimas ou isoenzimas sao enzimas que diferem na sequéncia de
aminoacidos, mas que catalisam a mesma reacao quimica. Estas enzimas

podem mostrar diferentes parametros cinéticos (i.e. diferentes valores de Ky),
ou propriedades de regulacao diferentes.

Exemplo:
Glicoquinase
Hexoquinase



Hexoquinase

HO-—CH,
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OH H

OH

HO

OH
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Glucose 6-phosphate

Glucose

—16.7 kd/mol

AG™



No figado, a glicose ¢ fosforilada pela glicoquinase

A glicoquinase nao ¢ inibida por G-6P e tem Km alto



