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Para cada enzima na primeira coluna da tabela,
indicar se utiliza ou ndo um ou mais destes mecanismos de catalise
No caso de afirmativo, indicar qual aminoacido ou grupo esta envolvido na catalise.
Por exemplo: “Asp #XX atua como um acido geral doando H+ para a oxigénio do grupo carbonila do substrato”

Catélise Acido-Base Catalise Covalente Catalise por ions
metalicos

Anidrase
Carbonica
Ribonuclease
Quimiotripsina

Lisozima

Aconitase
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Enzimas
Como elas funcionam

Sugiro assistir este video

https://pdb101.rcsb.org/learn/videos/how-
enzymes-work



https://pdb101.rcsb.org/learn/videos/how-enzymes-work

Reac0es guimicas em sistemas bioldgicos
devem acontecer numa velocidade
compativel com a vida

 Mesmo reacOes exergonicas (espontaneas)
podem ocorrer em velocidades lentas
demais:

. compostos biologicos séao estaveis em
condicOes fisioldgicas de temperatura e pH

 ReacoOes precisam ser “aceleradas” por
catalisadores




Enzimas

 Macromoléculas biologicas com atividade
catalitica

_ Proteinas (a grande maioria) e RNAs
cataliticos

_ altamente especificas

. aumentam velocidade de reacao, mas nao a
variacao de energia padrao (AGP°)




Exemplo de seletividade:
fenilalanina hidroxilase

H -

-OOC)‘\NH: : 00¢” “NH' =
F.H NF reacao
\H _ ~ .
-OOC)\- " . substrato nao se liga
D-fenilalanina '
OH

HO@OH

H .

N - substrato se liga, mas
H

H

" ~H  reacdo ndo ocorre

CH,



Tipos de reacoes catalisadas por enzimas
1

Class no. Class name Type of reaction catalyzed
1 Oxidoreductases Transfer of electrons (hydride ions or H atoms)
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—O0, and C—N bonds by condensation

reactions coupled to cleavage of ATP or similar cofactor

Milhares de reacoes diferentes podem ser
classificadas nesses seis grupos!




Algumas enzimas
precisam de cofatores ...,
e/ou coenzimas

» Cofatores:
| fons inorganicos:
—Fe*?, Mg*?, Zn*2, Cu*?, Mn*?

OUTSIDE

- Membrane

INSIDE

Fe:S clusters

e Coenzimas

~ compostos organicos gue transportam
grupos quimicos entre moléculas

—Vitaminas sao precursores de coenzimas, que
devem ser obtidas da dieta




Coenzimas

_ Grupo de
Coenzima transferéncia Origem Fonte
Biotina HCO5 biotina Amendoim, chocolate,
(vitamina B,) OVOS
CoenzimaA | Grupos acila | acido pantoténico | Carne, ovos, frutas,
(vitamina Bs;) cereais e verduras
NAD*/NADP* |ions niacina Cereais, leite, figado
hidrogénio (vitamina B,)
FAD/FMN lons riboflavina Carne, ovos, leite,
hidrogénio (vitamina B,) cereais
Piridoxal Grupos amino | piridoxina carne, vegetais, graos
fosfato (vitamina Bg) de cereais integrais e

gema do ovo

Biotina (B7)
[o]

(o]

_ NAD* (B3)
Coenzima A (B5) Pt
NH; 0=c;_0 L/) NH,

OHC. CHs © O /N SN h |
HSwH\/\J\(@OTO?O A

o o | OH OH

Q OH D‘g—ox o </~IN:N

[o]

o
|
HC” N \NJ%O

Piridoxal fosfato

:fg: FAD (B6)
H——OH (B 2) 0.

Chy = HO OH
0 HO ¥
0—0 7 | 0" o
o= P—O < ) T
el "

OH OH



Porcao proteica
APOENZIMA

!

HOLOENZIMA

Cofator ou coenzima

piruvato carboxilase




Como as enzimas funcionam?




Como as enzimas funcionam?

E+S=—=EFES=—=P+F

Substrato se liga ao

SITIO ATIVO
da enzima

Principio de catalise: o catalisador (enzima) nao é consumido na reacao
I ]




Sitio Ativo

 Regiao da enzima onde ocorre a reacao
. ligacao dos substratos

| radicais dos aminoacidos envolvidos na interacao e
na catalise

Proporciona um
ambiente favoravel ao
encontro de substratos
e a catalise



Lembrando da cinética
e da termodinamica...

Transition state ()

——————— e i
O
> +
'k AG, ¢
a
c
w — ro
: K JAG
Li.
state Ground
state

Reaction coordinate

Figure 6-2
Lehninger Principles of Biochemistry, Fifth Edition
12008 W.H. Freeman and Com

Reacao nao catalisada: alta energia de ativacao

Estado de transicdo: configuracao instavel de alta energia




Enzimas diminuem a energia de ativacao

Transition state ()

Free energy, G

Reaction coordinate

Figure 6-3
Lehninger Principles of Biochemistry, Fifth Edition
© 2008 W.H. Freeman and Company

A reacao ocorre por um caminho que exige menor energia de ativacao




Enzimas diminuem a energia de ativacao

A reacao ocorre por um caminho que exige menor energia de ativacao
Ha varios “tipos” de “mecanismos cataliticos”

- Catalise por meio de efeitos de proximidade e orientacao
- Catalise acido-base (acido-base geral ou especifica)

- Catalise covalente

- Catalise por ions metalicos e catalise eletrostatica

- Catalise por ligacéo preferencial do estado de transicao

- Na maioria dos casos podemos identificar multiplos tipos de catalise
sendo utilizados pela mesma enzima.




Catalise acido-base:
Muitas reacoes dependem de
[H*] ou [OH] ou [AH]ou [B]

k{)hs //
pH 6 ~_____—— pHE6
Concentracao de tampéao Concentracao de tampéao
CATALISE ACIDO — BASE CATALISE ACIDO — BASE

ESPECIFICA GERAL



Catalise por acido e base geral

Base Geral:
Estabilizacdo do estado de transicao pela transferéncia de um H* a uma Base

Acido Geral:

Estabilizacdo do estado de transic&o pela transferéncia de um H* de um Acido
Exemplos:

1) Catalise de hidrolise de um ester por um base geral

2) Catalise de hidrolise de um ester por um acido geral




Catalise por acido e base geral

1)Catalise de hidrélise de um éster por um base geral

0 o o
) — 7 Kor
R™ "O—R HJJ\D—F!' — - Fgfjv':'ﬂl —= R
H,DRH OH HB +
5 HO—R’

1)Catalise de hidrdlise de um éster por um acido geral

A—H.
0 O ji
H/JJ\D_H — - ",,--'F-.H - = _H
R” 1 TOR' +
e HO—R'
(]
H~ H



Acidos e Bases Gerais Encontradas em Proteinas

Amino acid General acid form (General base form
residues (proton donor) (proton acceptor)
Glu, Asp R—COOH R—CO0O~
H .
Lys, Arg R—NH R—NH,
H
Cys R—SH R—S
R—C=CH R—C=CH
, Y I
His ~ fﬁNH HNE ,.;,?N‘
C C
H H
Ser R—OH R—0O~
Tyr R@ OH R4</7 \}D_




Catalise Covalente

O substrato é transientemente modificado pela formacao de uma ligacao
covalente com o catalizador.
O intermediario (1.1) € mais reativo do que o substrato

Exemplo: RC(O)-Y + Z 2 RC(O)-Z+Y catalizado por X

Activated carbonyl

o X v ‘*f) 0

= =l — T . L
Y &) R A0 X" R
O

C 7 L1

Z- reage aqui Z- reage aqui Catalizador (X-)

muito lentamente mais rapidamente liberado



Catalise por ions metalicos
Exemplo: anidrase carbonica (CA)

Enzima Sitio Ativo

CA-Zn2*(H,0)

HCO,-
His
+ |
His—Zn2 H His—Zn?*- O-
|- H
H His

CA-Zn2*(HCO,) < CA-an"(OH')




Catalise por ligacao preferencial do
estado de transicao




(a) No enzyme

Substrate Transition state Products

Free energy, G




Modelo chave-fechadura
de ligacao do substrato

(a) No enzyme é/\é % — e
o — Y 4 ¥ ¢ & ________
Substrate Transition state Products E : P
(b) Enzyme complementary to substrate - .
AG,, = Interacéo ES g
QNN —— :

ES




Modelo chave-fechadura x “induced fit
de ligacao do substrato

(a) No enzyme . é/\é . & %

Substrate Transition state Products

Free energy, G

wv
I
I
1

1 1

I

(i &

L Qg

I I

I I

I 1

| 1

I I

I I

! !

(b) Enzyme complementary to substrate

e

ES

AG,, = Interacéo ES

—f—

Free energy, G

(c) Enzyme complementary to transition state

800

AG,, = Interagdo E-S*

R

Reaction coordinate

Free energy, G

9 o

Figure 6-5
Lehninger Principles of Biochemistry, Fifth Edition
© 2008 W.H.Freeman and Company



Os melhores inibidores sao analogos do

estado de transicao

4

OH ““0OH
R' | O — S R'| O Products
H(_iir.-'" “HR_J ‘Hg.—-"’ “'MRE
0 Os
Ester hydrolysis Transition state
a
R o
P
O
Analog (phosphonate)
{)H _DH :
H_qu‘“mf’( ~0 A \O\ . >\me .,.fﬂ Products
i | H
0’ Ny (|f> - 0
Carbonate hydrolysis Transition state

ﬂﬁ‘
+ e | '::' o
H—=N" ™7 ™p~ -
0 N ﬂ
Og = TN,

Analog (phosphate)



Exemplos de mecanismos de
catalise enzimatico

e Ribonuclease
o Quimiotripsina
e LISOzZzIMma



Exemplo 1: Sitio Ativo da Ribonuclease

R—0CH, Base R—O0CH, ~O<_ Base —0CH, O Base
<H H;
i i i H H i
0O O

0O O—H N NH
o \%
0—P=0

5 l
0—H

H

Quais tipos de catalise vocé pode identificar aqui?



Exemplo 2: Quimiotripsina

j— 1 A
13 chain
1G
gl 42
5
I
= bH
B
whuin
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DO )
m— 130
145
149
‘a9 > Preferencia
4 guando
2] 7o
" R, = aromatico
101 J "M
":'I"H.- 1 S whuin
s (R Rn+1 protease C”) Ri+1
220 “Cq-C-N-C-C -+ H,0 9 +CqC-O" + *HyN-C,-C -
! 1
R, H O R, O
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Triad catalitico (Ser, His,
Asp)

Substrate (a polypeptide)

R g
ﬂap"""‘]—{‘-f s /
N'U ">':\I-]I.|!"|':'I
N
\'\._.:.'\:["'I

HO— Ser'™ WA, —C—CH-NH-C—CH—NH—AA,
i ! O F }) T;:FHH‘
El::\-'_-"-'l\
/ )
Active site /—I H @
£ *,
Oxyanion hole i N} <N~ \ 0
GJ.'II' LK} HErlm . : y
: Hydrophobie -~ pep'™ g i
pocket : \“U [hs"
Chymotrypsin N
(free enzymel AN _
HO = Ser™
AA, —C—(H-NH-C—CH—NH—AA,
0 R! A
N N \
Glfl' 191 SHIIH::'

Enzyme-substrate complex

Em tripsina

este residuo do substrato
sera uma arginina

ou uma lisina

Em tripsina,

este sitio de ligacao do
substrato tem

uma carga

negativa no

fundo para

atrair a cadeia

lateral positiva de

Arg ou Lys no substrato
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HO—{S0r
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Enzyme-substrate complex
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Bhort-lived intermediate
{aeylation)




Short-lived intermediate
) {acylation)

Produet, 1
A4, —C—CH—NHH

oo

ﬂhll'ﬂ Bﬂ_l'ﬂ-

Acvl-enzyme intermediate



1 i
o ]I—Ci His™
0 b LI
Hx ;'%-
N
Yo N
1 0—{ser™

Acyl-enzyme intermediate

Acyl-enzyme intermediate

Quais tipos de catalise vocé pode identificar aqui?
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Bhort-lived intermediate

ideacylation) \@
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Aeyl-enzyme inlermediate
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Enzyme-product 2 complex
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Short-lived intermediate
ideacylation!
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B L
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Enzyme-product 2 complex




Exemplo 3: Lisozima

- Mur2Ac - GIcNAc "
I

~Mur2Ac + GIcNAc ‘

Q
HaC.__O OH HO OH
T NH NH
COOH OQEH 0=
3 CHg

Mur2Ac = acido N-acetilmuramico
GIcNAc = N-acetil-D-glicosamina




Peptidoglycan binds
in the active site

fl
Su1 of lysozyme S\2
mechanism j\ mechanism
< -
Grl)u_\35 Glu®®
A
_‘) )0 (1,00 259 ch,0H
- i
_6_)
f H (. H
Mu_r2Ac C GlcNAc MUI2AC (’; ! GlcNAc
H /ﬁ k.h,)& OH /ﬂ \J& OH
AcN ~ AcN 1
Lysozyme Y Y
Asp©? CH,0H Asp®? CH,OH
O O
> H\c " - > H\c
@ HO/ OH H @ HO/ OH H
i H NAc i H NAc
First product First product
Glu?® Glu®®
-0° 0 -0 0
—O\ + —0
\\C Glycosyl \C Covalent
H | carbocation H intermediate
4 H intermediate 4
AcN _ AcN
¢ 0o _0 ¢ O\/O

Asp52 Asp52




First product

W4
\\C Glycosyl

H | carbocation
H intermediate

AcN ;
¢ 0_0

Asp52

Glu?5

A

CH,OH 0

H
H

RO AcN —O\/

Second product

0
H
H \c _OH
H /\

First product
Glu?®

o

-0
—0
\ Covalent

C intermediate

Asp52

N&o pode provar um mecanismo quimico
de umareacao. Pode apresentar
evidéncias que séo consistentes com o
mecanismo proposto e que sao
inconsistentes as alternativas.

“No amount of experimentation can prove
me right; a single experiment can prove
me wrong” Albert Einstein



Assistir este video (sobre aconitase)

https://pdb101.rcsb.org/learn/videos/how-
enzymes-work



https://pdb101.rcsb.org/learn/videos/how-enzymes-work

Enzimas — como funcionam

Para cada enzima na primeira coluna da tabela,

indicar se utiliza ou ndo um ou mais destes mecanismos de catalise

No caso de afirmativo, indicar qual aminoacido ou grupo esta envolvido na catalise.

Por exemplo: “Asp #XX atua como um acido geral doando H+ para a oxigénio do grupo carbonila do substrato”

Catalise Acido-Base Catélise Covalente Catalise por ions
metalicos

Anidrase
Carbobnica
Ribonuclease
Quimiotripsina

Lisozima

Aconitase
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