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Objetivos

e Compreender a importancia das enzimas para a vida
e Compreender as propriedades das enzimas

 Compreender como as enzimas funcionam



A S A

Sumario

Introducao

Propriedade das enzimas
Como as enzimas funcionam
Cinética enzimatica

Regulacao das atividades das enzimas



A catalise biologica

Enzimas

*S3o estruturas™ altamente especializadas em catalisar reacoes
(aceleram até 10! vezes a velocidade das reacoes)

*Possuem alto grau de especificidade em relacao ao substrato

*A funcao pode ser sensivel ao pH, a temperatura e pode ser regulada

*A maioria é proteina, mas algumas sao RNAs



https://www.nobelprize.org/prizes/chemistry/1989/cech/article/

Aspectos historicos

*Séc XVIII: foi reconhecida a catalise bioldgica (secrecao do estbmago
promovia a degradacao de carne)

*Séc XIX:
* Inicio: a saliva degradava amido em moléculas menores

*1850: acucar — alcool (por fungos vivos; acao catalisada por
“fermentos”, segundo Louis Pasteur)

*1897: acucar — alcool (por extratos de fungos). As “entidades”
responsaveis por tal catalise foram chamadas de enzimas

*Purificacao de enzimas

*1926: isolamento e imageamento da urease (J . Summer); postulou-
se que toda enzima é proteina



A catalise possibilita a vida

Sem catalise enzimatica, os processos de transformacao de
biomoléculas e nutrientes nao aconteceriam em tempo
compativel com a vida.

e\
| ﬂi,\’l'[ﬂfm 1CeH1206 + 60, ---> 6CO, + 6H,0




Importancia geral

A catalise eficiente e seletiva de reacdes bioquimicas é fundamental
para OS processos necessarios a vida

*Enzimas atuam em sequéncia para degradar complemente as
moléculas dos nutrientes

*Atuam nas reacoes de sintese de biomoléculas a partir de
precursores mais simples

*A regulacao da atividade de enzimas especificas modula a velocidade
de varios processos no organismo vivo
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Propriedades das Enzimas

= Maioria é proteina

" Proteina globular (ou dominio globular
de proteina fibrosa)

= Conjugada a grupo prostético

" Pode estar em solucao ou em membranas



Cinco propriedades essenciais das enzimas

1. Acelera a velocidade das reacdes, por diminuir a energia
de ativacao da reacao

2. Tem alta seletividade pelos seus substratos

3. A atividade pode ser regulada por mecanismos
reversiveis e irreversiveis

4. Nao altera o equilibrio da reacao

5. Nao é consumida nem produzida pela reacao bioquimica



A funcao das enzimas (i.e. atividade)
pode depender de:

*Cofatores (um ou mais ions inorganicos)

*Coenzimas (moléculas organicas, geralmente derivadas de
vitaminas — auxiliam na transferéncia de grupos quimicos e elétrons)

opH

*Temperatura

*Concentracao de substrato da reacao

*Ocorréncia/presenca de moduladores da enzima



Exemplo de cofatores de enzimas

[LUIAR G Alguns ions inorgdnicos que servem de cofatores
para enzimas

lons Enzimas

cu”” Citocromo-oxidase

Fe*" ou Fe’™ Citocromo-oxidase, catalase, peroxidase

K* Piruvato-cinase

Mg2+ Hexocinase, glicose-6-fosfatase, piruvato-cinase
Mn~" Arginase, ribonucleotideo-redutase

Mo Dinitrogenase

Ni** Urease

Zn”" Anidrase carbonica, alcool-desidrogenase,

carboxipeptidases Ae B




Exemplo de coenzimas:

elas atuam na transferéncia de elétrons ou de grupos
quimicos entre substratos e produtos

Coenzima Precursor presente na dieta de mamiferos
Biocina Biotina
Coenzima A Acido pantoténico e oufros compostos

b'-Desoxiadenosilcobalamina (coenzima B,,)

Vitamina B,

Flavina-adenina-dinucleotideo

Riboflavina (vitamina B,)

Lipoato

NAao € necessario na dieta

Nicotinamida-adeninadinucleotideo

Acido nicotinico (niacina)

Piridoxal-fosfato
Tetra-hidrofolato

Tiamina-pirofosfato

Piridoxina (vitamina B,)
Folato

Tiamina (vitamina B,)




Atividade Relativa
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Efeito do pH na atividade da enzima
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Efeito da temperatura na atividade da
enzima

7°C- 1 .
3 | C  [Enzymes I-|:|E|'|E|turE
- - 1 at high"
Heat energy causes temperatures |

more collisions [ so rate falls
oetween enzyme rapidly -
and substrate.
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Temperature °C

Rate of reaction

A temperatura 6tima é individual de cada enzima e
pode variar significativamente entre espécies



Enzimas sao nomeadas e classificadas de
acordo com a reacao que ela catalisa

*Terminam com “ase”
*Tem nomes comuns e ha também nomenclatura e codificacao
sistematicos (ex: E.C. 2.7.1.1)

*Ex: hexoquinase = ATP-glicose fosfotransferase

ILUAREER (lassificacdo internacional das enzimac

Classen® Nome da classe Tipo de reacao catalisada

1 Oxidorredutases  Transferéncia de elétrons (ions hidrido ou atomos de H)

2 Transferases Reacoes de transferéncia de grupos

3 Hidrolases Reacdes de hidrolise (transferéncia de grupos funcionais para a agua)

4 Liases Clivagem de C—C, C—0, C—N ou outras ligacoes por eliminacao, rompimento de ligacoes
duplas ou anéis, ou adicdo de grupos a ligacoes duplas.

5) [somerases Transferéncia de grupos dentro de uma mesma molécula produzindo formas isoméricas

6 Ligases Formacao de ligacoes C—C, C—S, C—0 e C—N por reacdes de condensacio acopladas a
hidrélise de ATP ou cofatores similares

- 7/ translocases
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Principios basicos sobre o
funcionamento das enzimas

Pensemos na reacdo de transformacdo de S em P: S — P

Primeiramente, a enzima liga o substrato, “sequestrando-o” da solucao

E+S=ES

Substrato ligado ao sitio
ativo da enzima



A catalise ocorre porque a enzima
reduz a energia de ativacao

—
S—=P
Estado de transigao

Reacao nao
catalisada

[

Energia
de
ativacao

L

Substrato (S) Reacao
catalisada

Produto (P)

Energia —s

Progresso da reacao —*



A enzima é complementar ao
substrato no estado de transicao

(a) Sem enzima

Substrato Estado de transicao Produto
(bastao metalico) (bastao curvado) (bastao quebrado)

I .

Energia

Enzima nao pode ser geometricamente complementar ao substrato

(c) Enzima complementar ao estado de transicao

SNANES

Energia




Devido a reducao da energia de ativacao, a
velocidade da reacao é acelerada inumeras vezes

L1130 Alguns aumentos de velocidade proporcionados

por enzimas
Ciclofilina 10°
Anidrase carbonica 10
Triose-fosfato-iIsomerase 10°
Carboxipeptidase A 10"
Fosfoglicomutase 10"
Suceinil-CoA-transferase 10"
Urease 10"

Orotidina-monofosfato-descarboxilase 10"
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Qual é a velocidade de Usain Bolt Cineética Eur. J. Phys.34(2013) 1227-1233
em um sprint de 100 m ?

Vinédia Qual é a velocidade do
circular USP entre o ponto
da EEFERP e a proxima
parada?

VLTS

e-vs- Mizsured data |
Theoretscal speed il

0 100m

Cinética Enzimatica
E a descricio (grafica/matematica) das alteracdes da

velocidade da reacao que ocorrem em resposta a alteracdes na
concentracao dos substratos



Cinética Enzimatica

Interacao entre concentracao de Substrato e concentracao de Enzima




Cinética Enzimatica: a velocidade da reacao é
dependente da [substrato], até certo ponto!

Este platd representa a atividade
\ maxima da enzima (V)

VMAX




Exemplo das concentracdes dos participantes
da reacao enzimatica até o atendimento do
equilibrio

10

Concentration

N A -

=

0 0.2 04 06 0.8 | 1.2 1.4
Time



A definicao de atividade enzimatica
é simples e direta

S—= P

*NUumero de mol de Substrato transformado em Produto a
cada minuto
*Convencdo: 1umol/min = 1U

Exemplo de reacdo: Piruvato + NADH &> Lactato + NAD*



Constante de Michaelis-Menten



O Km da enzima é geralmente um valor proximo
da concentracao in vivo do seu substrato

(LU K de algumas enzimas e seus substratos

Enzima Substrato K_ (mm)
Hexocinase (cérebro) ATP 0.4
p-Glicose 0,05
D-Frutose 1.5
Anidrase carbinica HCO, 26
Quimotripsina Gliciltirosilglicina 108
N-benzolltirosinamida 2.0
B-Galartosidade D-Lactose 4.0

Treonina-desidratase

L-Treonina 2,0




A curva hiperbodlica pode ser linearizada para
facilitar a analise da cinética enzimatica

Grafico do duplo reciproco (ou
Lineweaver-Burk)

m

1 Slope =

EYH Vm ax




Cinética de reacoes enzimaticas mais complexas:

equando ha mais de um substrato

*enzimas que sofrem modulacao de sua
atividade



Reaction Rate

Comportamento Hiperbodlico vs. Sigmoidal

0 0.5 1 1.5 2 2.5 3

Substrate Concentration

_ _Vmax[5]
Vi =
Ky, + [S]

Vi= Vyax™ [S]"
Keoo," + [S]"

Equacao de Hill
n =grau de
cooperacao




A constante catalitica (K_,,) € a medida
da velocidade “intrinseca” da enzima

K_.=V,./Quantidade total de enzima

nmol/s/nmol =1/s

L1 Nimero de renovacao (tumover), k_,, de algumas enzimas

Enzima Substrato k(s A comparacao de
Catalase H,0, 10.000.000 eficiéncia entre
Anidrase carbonica HCO, 400.000 enzimas exi ge
Acetilcolinesterase Acetilcolina 14.000 examinarmos:
g-Lactamase Benzilpenicilina 2.000 . K

Fumarase Fumarato 800 cat

* K_(ouK
Proteina RecA (uma ATPase) ATP 0.5 m( 50%)
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Informacoes para a Prova 3 e
Recuperacao

Prova 3: 28/06/24, com duas turmas:
* Turma 1: 8:03 — 8h58; nomes com iniciais de L a Z e alunos da

REFO003
e Turma 2:9:03-9:55; nomes com iniciais de A a K

Topicos do moédulo 3 + interacao proteina ligante e
estrutura de proteinas

Recuperacao no dia 05 de julho as 8h
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Regulacao das atividades das enzimas

Subtopicos

*Regulacao das enzimas
*Modulacao alostérica

*Modulacao por modificacao covalente

|Inibicao das enzimas (alvo de muitos farmacos)



Modulacao Alostérica A

Substancia se liga reversivelmente a sitio
regulatorio da enzima e causa mudanca
conformacional — Estimulo (+) ou Inibicao (-)

@ Modulador positivo

@ Substrato
—1C R

Enzima menos ativa

Velocidade de reacéo (v,)

4

_@_

> > c R /@@/
Enzima mais ativa
C / R ﬁ/ﬁnmplem
enzima-substrato ativo ' ’
[Substrato]

Velocidade de reacéo (v,)




Modulacao por Modificacao Covalente

Ligacao covalente de grupos quimicos a um ou mais residuos de
aminoacidos da enzima (é reversivel)

Fosforilacao
(Tyr, Ser, Thr, His)

ATP ADP O
N /’* |

Enzima » Enzima —P—0
O

Exemplo de regulacao por
fosforilacao : glicogénio fosforilase

OH

Fosforilase-

2ATP -cinase 2ADP

OH P P

NS

f 7
~f !
—f f—
f !
-/ /-
f /
—/ /=
iy /

SN
Fosforilase b Fosforilase a

<

osforilase-
2P 2H50

I ‘tosftatase




Ha inumeras outras formas de
modulacao covalente das enzimas

Outros exemplos

mmmm)  Adenilacao

(Tyr)
ATP PP, O
I'-\ ___/,? H -
Enzima : = Enzima —P—0O—CH, Adenina
| - ,,,f(j\
D -~
H HoH H
OH OH
m—)  Acetilacao
(Lys, c-amino (aminoterminal))
Acetil-CoA HS-CoA 0

S A

Enzima —— » Enzima —C—CHj,




Enzimas “modulaveis” regulam o

metabolismo

Conceito de via metabodlica

Enz; Enz, Enz;

A > B = C = D _L

Uma enzima pode limitar o fluxo
através da via toda
(rate limiting step)




O fluxo através de uma via metabolica
depende da:

*Quantidade das enzimas regulatdrias (aquelas que catalisam os
“passos limitantes” da via)

*Atividade destas enzimas (sujeita a acao de moduladores)




Importancia do organismo ter mecanismos
de modulacao das atividades de enzimas

O fluxo através das vias metabdlicas, seja ela anabdlica
ou catabodlica, deve ser adequado as necessidades
momentaneas da célula;

 tais necessidade variam!



* O maior contingente de
farmacos agrupa inibidores de
enzimas

Seus efeitos terapéuticos dependem da
inibicao de enzimas!



Os medicamentos mais vendidos exercem
seus efeitos por inibir enzimas

NSAIDS

mw Arachidonic Acid — / Es:i:o;3)
2021 cox ¥~
OOH

oL, =~ C Prostaglandin
N = PGG, - Endoperoxide H
Synthases (PGHSs)

2e° l POX

PGD, PGE, PGF,, PGl, TxA,

T

Prostanoid { DP1,DP2 EP1,EP2 FP IP TP
Receptors EP3,EP4

Smith, William. JBC 2019, doi: 10.1074/jbc.X118.006184.



Inibidores de COX sao os anti-inflamatorios
nao esteroidais (AINS; NSAID)

0
OH NN
Jk @”“
O
“_OH
Al ¥
Acetyl salicylic acid (1)
Indomethacin (2) Naproxen

Celecoxib (3)

w:r
f‘i\

HaC_ ;ﬁ’

,-;r ©\/\COOH
Nimesulide (5)
Rofecox h(d) c00H

Diclofenac
Indoprofen (6)



Mecanismo de inibicao da
cicloxigenase por AINS

AINS (e.g. naproxeno): Inibicao reversivel mista de
cicloxigenase (doi: 10.1074/jbc.M110.162982)
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Naproxen

Estrutura da COX-+2

Yeon-Joo et al. Prog Lipid Res. 2007; 46(2): 108—125.


https://proteopedia.org/wiki/index.php/Cyclooxygenase

Mecanismos de Inibicao Reversivel das Enzimas

Acompetitiva: inibidor (I) se liga a

-‘1' D V4P
% S) um sitio separado do complexo ES
=
“fﬁ E+S == ES — E+P
e
I ]l Diminui [ES]
\_ P ElSI Desloca o equilibrio para

formar ES (i.e. T~ afinidade)

C ® 7 % E+S=ES—>E+P N&o-competitiva
J N i H mista: inibidor (I) se
@O Hd) 1 / ligar a um sitio
® / separado do complexo
S) m—
C% @ ES=ED ES ou da E livre



Mecanismos de Inibicao Reversivel das Enzimas

(3) />g» E+S - ES -E+P

__:;::::3 / _\\I.
IO -

Competitiva: inibidor (1) se liga
no sitio ativo da enzima

Proporcao entre concentragdes do substrato e do
inibidor influencia a efetiva inibicao da enzima



0.8

0.6

0.4

Reaction Rate

0.2

1
O 0.5 1 1.5 2 2.5 3

D ]
Substrate Concentration

Tipo de inibicao K50,,

Competitiva 4
P T E+S=ES —>E+P
Acompetitiva J J - +
_ o Mista: T ou | A A
Nao-competitiva l
Pura: < V
El+S =EIS

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC6152246/



https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC6152246/

Inibicao irreversivel de enzima

Inibidor:
Liga-se covalentemente a enzima
*Destroi ou ocupa o sitio ativo da enzima

Ha grande potencial de uso terapéutico

i\
.

‘

Inseticidas tosforados
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