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Enzimas: como atuam ?
e

* catalisadores

 classificacao

« especificidade e mecanismos de acéao
* regulacao enzimatica

* inibidores e aplicacoes



Enzimas séo proteinas que agem como catalizadores biologicos:

enzima

Centro ativo ou
sitio catalitico
de uma enzima € a
porcao da
molécula onde
ocorre a atividade
catalitica

Composto B (produto)

Reacao catalisada
pela enzima

Composto A

(substrato)

Observe que ndao ha consumo
ou modificacdo permanente da
enzima



Teoria da catalise

Vi
Considere as reagoes: A+ B — C
Va

No equilibrio da reagédo, as velocidades das reacdes se igualam: V1 =V_4

-con cOes de todos os reagentes nao se alteram mais
-pode se dizer que a reagao terminou

Catalisador acelera as velocidades de ambos os lados da reacao

-0 poudo equilibrio é atingido mais rapido

-0 ponto do equilibrio nao se altera, ou seja [reagentes]
e de [produtos] no “final” da reacdo” sdo as mesmas da reacao nao
cataligad

-termodinamica da reacao nao se altera

Catalisador nao € consumido na reacdo  wmjp pode
atuar em [ | baixas



Equilibrio quimico

« ASenzimas realizam, muitas
vezes, as reacOes nos dois
sentidos E+S ES EP E+P

« A concentracao de substratos e
produtos é o que define a
velocidade das reacoes Ka=1s8

» Poder catalitico das enzimas vem
da energia livre liberada na
formacao de ligacOes fracas
quando da interacao enzima-
substrato

— InteragGes fracas entre ES sdo e
otimizadas no estado de transicao o seu sio de igacioma ensima.




Enzimas sao catalisadores bioldgicos:

Equacéo geral /Tpre;enta o]

de uma reacéo E + S #(ES > — P ﬁ_ E estado de

enzimatica transicao

Que diferencas existem entre catalisa HTorganicos,

como ions metalicos, e as enzimas
I)

. enzimas sdo mais eficientes: podem
acelerar reacOes até 1014 vezes contra 102
— 103vezes dos catalisadores inorganicos;

. enzimas sao especificas: catalisam reacdes
envolvendo as vezes apenas um Unico tipo
de reagente;

. enzimas sao estereo-especificas e ndo
produzem sub-produtos reacionais;

. enzimas operam em condicoes amenas de
temperatura, pressao e pH;

. enzimas podem ser altamente reguladas



Como as enzimas trabalham?
Componentes da reacao enzimatica

Substrato se liga ao

SiTIO ATIVO
da enzima

Principio de catalise: o catalisador (enzima) nao € consumido na reacéo
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Free energy, G

Reaction coordinate




O gréfico mostra a variacdo de energia ao

Teoria da catalise longo de uma reacio.

Energia de ativacdo ou barreira

energética:
Estado ql‘g' ‘t‘ransigéo r
' o » quantidade de energia
T Reagado nao que é preciso fornercer aos
. catalisada reagentes para a reacao ocorrer
Energia
T de
O atlvagao Estado de transi¢do ou
g complexo ativado:
c
ol Substrato (S) Reacdo _,f_orma molecular inter-
catalisada mediaria entre o reagente e
Produto (P) o produto, existe somente

no alto da barreira

Progresso dareagao —* energetica. o
E altamente instavel.

Um Catalisador diminui a barreira energética criando percursos alternativos
da reacao para formacéao do estado de transicao.



Pauling (1946):
Enzima deve ser
complementar ao
Estado de
transicao (ET),
ndo ao substrato

ET nado é forma
estavel

InteracOes fracas
entre a enzima e 0
substrato
propulsionam a
catalise
enzimatica

Necessidade de
maultiplas
interacOes fracas
explica pq alguns
prots sdo tao
grandes

Bastonase

(a) Sem enzima - s
= AG*
— — i T
B s
Substrato Estado de transigio Produto & P
(bastiio metdlico) (bastdo curvado) (bastdo quebrado)
(b) Enzima complementar ao substrato o
Magnetos -y E
O = g
substrato
(c) Enzima complementar ao estado de transigiio
p '3‘\ $
E l’ \‘ Imnlo - M
- ’ P
o - ~- = P \
y N N\ y N e
\ - / g e . /
ES ¢ * E Coordenada da reagiio

FIGURA 6-5 Uma enzima imagindria (bastonase) que catalisa a quebra de um bastio metilico.



Enzimas acelaram reacdes varias ordens de grandeza

Nompare esses numeros !

Velocidade na Velocidade da
. auséncia de enzima reacao catalisada [Poder
Enzima catalitico
“‘Reacgdes/segundo” “‘Reacgbes/segundo”
Anidrase carbonica 1.3X10-1 1.0 X 108 7.7 X 108
H,0, == H,O + % O,
Triosefosfato isomerase 4.3 X 10 -6 4.300 1.0 X 109
Carboxipeptidase A 3.0X10-9 578 1.9X 1011
AMP nucleosidase 1.0 X 10-11 60 6.0 X 1012
Nuclease de estafilococos 1.7 X 10 -13 95 5.6 X 1014

Numero de “turnover” ou de renovacgao:

Namero _ hd

o ciclo da reacdo em um segundo

e S catalisado por segundo

de
turnover

quantas vezes a enzima completa

moles de enzima




Por que a catalise por enzimas € mais eficiente ?

1) Aumento da concentracdo dos reagentes na superficie da enzima: “atracdo” dos reagentes para

interagéo com a enzima).

2) Orientacdo correta dos reagentes (substratos): parte da energia de ativacao representa o posicionamento
adequado dos reagentes para que haja contacto entre os atomos corretos. O sitio ativo da enzima favorece o

posicionamento correto dos reagentes.

3) Aumento da reatividade dos reagentes: as cadeias laterais (R) dos aminoacidos da enzima ou co- fatores
e coenzimas podem interagir diretamente com os substratos, dando-lhes carga elétrica ou polarizando-os,
tornando-os quimicamente mais reativos, ou ainda cedendo ou transferindo certas fung¢des quimicas.

4) Inducéo de deformacdo fisica no substrato, por contacto com as cadeias laterais (R) dos aminoacidos das
enzimas, que desestabilizam a molécula do substrato e facilitam o rompimento de lagos covalentes

A hidrélise lento Yid
ndo enzimatica 5 A o
de uma ligagéo I rapido |l rapido |
peptidica é lenta C C C

e requer . NE_ &7 N\ N —

. H © H © H oy H
condicbes H/ \H H/ \H H/ \H
drasticas de pH e Agua o
’ O O
temperatura dos substratos N

Sem catalise Catalise acida Catalise basica

v
Cadeias
e I laterais de
rapido Y\, aminoacidos
".' —no sitio ativo
N de uma
H enzima
hidrolitica

Catalise
acido-basica



Algumas proteinas, enzimas em especial, contém em sua molécula uma porcéo

Enzima

holozima

8

Grupo
Prostético

Coenzimas participam do ciclo
catalitico das enzimas
recebendo ou fornecendo
grupos quimicos para a reagao

nao proteica, que € essencial para atividade bioldgica.

Tetrahidrofolato

unidades C

metal Distingdo entre cofator e coenzima
Grupo  /__ cofator depende da forca de ligacdo com a
 prostético \ apoproteina. Ex: o l_\lAD+_pode ser
coenzima cofator de uma enzima (ligagéo
fraca) e ser coenzima de outra
< (ligacao forte_). O mesmo ocorre
com as metais.
Apoenzima
parte proteica
Coenzima Reacdo com Vitamina
inativa Biocitina Coenzima| cQ, Biotina
A Grupos acil Ac. Pantoténico
Coenzima B12 H e grupos alquil Vitamina B12
FAD, FMN oxido-reducao Riboflavina
NAD, NADP oxido-reducao Niacina
Fosfato de piridoxal Grupos aminos Piridoxina
Pirofosfato Tiamina Grupos aldeidos Tiamina

Acido folico




Classificacao das Enzimas:

considera tipo de
reacao e substratos

Nomenclatura oficial das
enzimas € dada pela
Enzyme Comission

da International Union for
Biochemistry and
Molecular Biology (IUBMB)

- é uma hidrolase 3
- atua num anidrido 3 6
- 0 anidrido contém fosfato

_esse a é'g(i%'sg/gﬁ,('a_kanosmatrlfosfgtésj_e)3 EC

Numeros identificam o tipo
de reacao e o tipo de
substrato alvo

1. Oxido-redutases ( Reagdes

Transferéncia de elétrons

Se uma molécula se

funcionais)

R - reduz, ha outra que se oxi GE~ > &]
«grupos aldeido -

2. Transferases +gupos acila N - | [

(Transferéncia de grupos -grupos glucosil B A

- grupos fosfatos (quinases)

3. Hidrolases
(Reacgdes de hidrolise)

*Transformam polimeros em mondmeros.

Atuam sobre:

+LigacOes éster
-Ligacdes glicosidicas
+Ligacdes peptidicas

-LigacBes C-N

4. Liases rEntre Ce C
(Adicdo a ligagbes duplas) ~ [Entre Ce O ; NH
*EntreCeN
@)
5. Isomerases R —
(Reacdes de isomerizacéo) o T
th(:IEI)sa 9alaclglsa
6. Ligases *EntreCe O
(Formagéo de lagos «EntreCe S O+ [:] [:}—{:]
covalentes com gasto de «EntreCe N
7
ATP) *EntreCeC @ F‘i ADP]




— i - | |

Modelo Chave-Fechadura

(A) Substrate

(B)

Formasrigidas

E e S se deformam, para
otimizar o encaixe

Emil Fisher, na década de 1950, propds o
modelo chave-fechadura para expli- car
o reconhecimento (especificidade) do
substrato pela enzima. Nesse modelo, o
sitio ativo da enzima é pre-formado e tem
a forma complementar a molécula do
Substrato, de modo que outras moléculas
nao teriam acesso a ela.

No entanto, o modelo chave-fechadura
nao explica a interagdo das enzimas com
inibidores e analogos dos substratos.

Na década de 1970, Daniel Kosland
prop6s o modelo de encaixe induzido,
no qual o contacto com a molécula do
substrato induz mudancgas conformacio-
nais na enzima, que otimizam as intera-
¢cBes com os residuos do sitio ativo.
Esse é o modelo aceito hoje em dia.



Cinética Enzimatica

Estudo da velocidade da reacao enzimatica e
como ela se altera em funcao de diferentes
parametros



A concentracao do substrato afeta a velocidade das reacoes

catalisadas por enzimas

\[enzima] constante
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Influéncia da concentracao de substrato sobre a
atividade enzimatica

(b}
58
S © Vméx
S Qo \ J
23
> Cinética de

ordem zero

Cinética de
12 ordem
[S]

Por que a curva da velocidade da reacéao é
hiperbolica?



Concentracgoes baixas de
substrato ocorre aumento lineal
entre Velocidade(V,) e o
Substrato [S]

™ [S] > V,aumenta cada ve
menos até atingir um patamar
(Vv

max)

Velocidade
3 da reacéo (V,)

BOf—

ﬁenzima
substrato

Saturacao dos
sitios-ativos

————————————————————




Equacao de Michaelis-Menten

———————————————————————————————

K K,
E+S<—<—ES —E+P
K, K.,
Vo=V, o [S] velocidade inicial - V,
Ky + [S] velocidade maxima - V.,

constante de Michaelis - Ky,




Equacao Michaelis-Menten

+

& Equacao da velocidade para uma reacao
catalisada enzimaticamente e com um uUnico
substrato;

% Relacdo quantitativa entre a V,, a V
[S] inicial relacionadas através de K.

€ a

max




Influéncia do Substrato

+

& Concentracdo de substrato [S]: afeta a
velocidade da reacao;

& Efeito de [S]: varia durante o curso de uma
reacao =S — P;

% Velocidade inicial (V,): [S] >> [E] — tempo
muito curto — [S] = constante.



Influéncia do Substrato

Concentracio inicial de V (LWM/min) |

Concentracéo de substrato [S] (mM)

%, [E] = cte
G L [S] =V, T linear
L T [S]=V,T

% VO = Vméx



Influéncia do Substrato

+

% Alguns casos a V, ndo pode ser medida
* Nao existe tecnica experimental;

« Equacdo quimica nao representa a
transformacao;

& Velocidade da reacao:

- Velocidade meédia de consumo ou
producao,

- Variacao de uma propriedade no sistema.



Influéncia do Substrato

TtVitor Henri (1903): E liga-se ao S para
formar ES - passo obrigatorio;

% Leonor Michaelis e Maud Menten (1913)
e E combina-se reversivelmente com S 2ES

E+S—=—FES

k

« ESserompe > E eP

Kk

ES —E+P



Influéncia do Substrato

+

& Qualquer instante da reacédo: E e ES;
%, [S] 4 = velocidade da reacdo = [S];

S V4 = todas as moléculas de E estiverem
na forma ES - enzima “saturada’;

%, T [S]: estado pré-estacionario > T ES;
« Estado estacionario - [ES] = cte;
» V, > estado estacionario.



Equacao Michaelis-Menten

& Curva: possui  a
mesma forma para a
maioria das enzimas;

| L, Expressa pela
K, Equacao de
Concentracio de substrato [S] (mM) M IChae I IS e M enten ,

Y Hipodtese: limitante = quebra de ES — E + P.



Equacao Michaelis-Menten

+

& Relacdo numeérica:
V, & metade de
\

max?

VO - E 'Vméx

2

Lk, = ‘“afinidade”
pelo substrato;

VK. T afinidade

L V., € proporcional a [E].



Significado de K ,e V..,
L Equacdo Michaelis e Menten =
dependéncia hiperbolica;

& Mecanismos de reacdo diferentes -
catalisam reacoes com 6 ou 8 passos;

& Significado e magnitude de V.., e K, varia;

& K. depende de aspectos especificos do
mecanismo de reacao.



+

Significado de K ,e V..,

% K, << K, = afinidade da enzima;

L K, >> Ky,

L K, e K, sdo comparaveis a K, = funcao
complexa,;

S V... humero de passos da reacdo e
identidade dos passos limitantes.



Significado de K ,e V..,
+

E+S ES —— EP E+P
K1 K_2
% Enzima na saturacdo: EP e V, ., = Ka.[Et];
L K, = velocidade limitante de qualquer

reacao — enzimas saturadas;

S K. € K, = ambiente celular, concentracédo
do substrato e quimica da reacéao.



Complexo enzima-substrato: ES
v (formacéao) =k, [S] [E] {V (“degradagao”) = k,[ES] + k, [ES] = (k ; + k,) [ES]

Esta{io estacionario (“steady state”): [ES] = constante
v de formacéo = v de “degradacdo” ou: K, [S] [E] = (k_; + k,) [ES]
ISIE]/[ES] = (kg + ko) 1k { (kg + ko) /Ky =

[ES]=[S][E]/ K, { [E] = [E7] = [ES] { [ES] = ([E;] - [ES]) [S]/

[ES] = [Ef] [S]/ K, = [ES][S]/ K, {[ES] +[ES][S]/ K, = [Ef] [S]/

(IES] K + [ES] [S))/ Ky = [EA [S]/ Ky { [ES] (Km +[S])/ — [ET][S]/

[ES] = [E{] [S]/ K, +[S]



[ES] = [E{(I[SI/K, +[S])

1+ / \

[ES] =V /K, [E;] = max

/ e

VIik, = V../k, ([S]/K, +[S])

Mmax



le de reacao,

[S].
\

* “Constante”™ v, 5, € funcéo de [E];y4



Parametros Cinéticos

% Exemplo:
[S] (9/L)  V,(g/L.h)
0,25 0,78
0,51 1,25
1,03 1,66
2,52 2,19
4,33 2,35 | s

7,25 2,57 [S1 (g/L)




Parametros Cinéticos

jt Exemplo: Lineweaver-Burk

)
Vo
1

——0228 —+03668

[s]

y =0,228x + 0,3668 Portanto
R* =0,9991 1 g
= 0,3668 => Vméx = 2,73ﬁ

K
1[s] (Lig) S =0228= K, = 0,622%

max




Fatores que controlam a atividade enzimatica:

1. Fatores que afetam a estabilidade proteica das enzimas
« VariacOes de pH: pH 6timo
« VariacOes de temperatura: temperatura otima

Desnaturacéo
100- térmica da
prpteina

)

Ao contrario da curva em
forma de sino no caso da
atividade enzimatica versus
pH, a enzima so esta
desnaturada em
temperaturas acima da
temperatura otima.

Temperatura
o6tima

Pouca energia
50 para a reacao

acontecer /

% atividade enzimaticamaxima

10 0 10 20 30 40 50

Temperature (C)



Fatores que controlam a atividade enzimatica:

2. Tempo da reacao

3. Concentracao:
« daenzima
* do substrato
» de co-fatore(s)

A [substrato] cai na mesma razdo em que
a ] aumenta em funcéo do
tempo.

A enzima existe sob duas formas: enzima
livre E e complexo enzima-substrato
ES. No inicio da reacdo, a [E] livre
caieado complexo [ES] aumenta e
atinge um maximo, em que néao ha
mais [E] livre no meio. Nessa
situacdo (indicada no retangulo
cinza), diz-se que a enzima esta
saturada (s0 existe no complexo
ES). A velocidade da

reacdo é a maxima.

[So]

concentracao

[E]T

O gréfico abaixo ilustra como as
concentracOes de E, S e " variam ao
longo do tempo da reacgéo.




Michaelis-Menten

Michaelis e Menten formularam as bases da cinética enzimatica, para explicar como a
concentracao do substrato [S] afeta a velocidade da reacao v, conforme se observa no
gréafico abaixo.

A velocidade da reacao apresenta trés regides de comportamento diferente, a medida
gue se aumenta a concentragcao do substrato:

-parte a: v aumenta proporcionalmente com aumentos de S.

-parte b: v aumenta nao proporcional- mente com aumentos de S.

-parte c: v ndo aumenta mais, tendendo a um valor maximo (Vmax), sendo
independente da [S]

O grafico mostra um conjunto de reacdes que estdo acontecendo simultdneamente,
conforme as equacobes abaixo:

Vo
v"‘l.'ll
E+S=ES—>E+P
k.1

0 Ku (S]



)

—
@D

A velocidade da reacao

P i SRS, o S S somente é proporcional a
15 [E] = 1.0 unit guando a enzima esta

saturada, ou seja, reacao
é de ordem zero
(independe) em relacéo a
[S]

(E] = 0.5 unit

o
o

Rate of formation of reaction
product {P) (relative units)
o

o

Concentration of substrate [S) EfiCiénCia Catal I'tica
k1 k2
E+S&=ES—>E+P
k
4 Kcat/Km
- ko ou kcat (constante catalitica) mede o “poder
catalitico” da enzima Parametro mais adequado
B B ] para comparacoes
V=K, Ea K,= VYmax(s+) cinéticas
[Etotal]

Para calcular kcat considera-se que toda a E existe como ES, e que v=Vmax



VELOCIDADE DA ENZIMA

Unidade de enzima (U) - quantidade de enzima que catalisa a transformacdo de 1 umol de

substrato por min
A Plot of velocity vwsush
v
v

[ES]

SITIOS DE LIGACAO
" OCUPADOS

1{2an g

K (S]



