O qué sao enzimas?

S&o proteinas globulares que apresentam acao catalitica
(aumentam a velocidade de reacdes quimicas).

A+B« C+D

AS enzimas:

Sao sintetizadas pelas proprias células onde atuam;

Apresentam elevada especificidade de acao;

Podem ser expressas em maior ou menor quantidade, de acordo com as
condicdes fisiologicas;

Apresentam atividade modulavel, permitindo um ajuste fino do metabolismo

as necessidades celulares.



Sitio catalitico

Substrate

Lock-and-key
maodel
ﬁ-
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distorted to transition
state conformation

. .

Induced fit
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Enzimas aceleram reac0es varias ordens de grandeza

Nompare esses nimeros !

Velocidade na

Velocidade da

Enzi ausénciade enzima reacao catalisada Poder
nzima catalitico
“‘Reacdes/segundo” “‘Reacdes/segundo”
Peroxidase 1.3 X101 1.0 X 1068 7.7 X 106
H,0, == H,0+%0,

Triosefosfato isomerase 4.3 X 10 -5 4.300 1.0 X 10°
Carboxipeptidase A 3.0X10° 578 1.9X 101
AMP nucleosidase 1.0X 1011 60 6.0 X 1012
Nuclease de estafilococos 1.7 X 10 -13 95 5.6 X 1014




Significado de cofator , grupo prostético e coenzima

Grupo Z

( prostético L

Enzima {

holozima

\ Apoenzima
parte proteica

- S

metal

cofator

Distinc&o entre cofator e coenzima
depende da forca de ligacdo com a

apoproteina. Ex: o NAD* pode ser

Grupo : ;
Prostético Inativa

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

coenzima cofator de uma enzima (ligacao

fraca) e ser coenzima de outra

(ligacao forte). O mesmo ocorre

com as metais.
Coenzima Reacdo com Vitamina
Biocitina Co, Biotina
Coenzima A Grupos acil Ac. Pantoténico

Coenzima B12
FAD, FMN

NAD, NADP
Fosfato de piridoxal
Pirofosfato Tiamina
Tetrahidrofolato

H e grupos alquil
oxido-reducéo
oxido-reducéao
Grupos aminos
Grupos aldeidos
unidades C

Vitamina B12
Riboflavina
Niacina
Piridoxina
Tiamina
Acido félico




NOMENCLATURA

Classificacao das enzimas em relacdo a reacao
catalisada (ENZYME COMISSION)

Classes de enzimas Numero Tipo de reagéo
de
subclasses
1. Oxidorredutases 22 Envolve o0 movimento de elétrons de uma molécula a outra.
Em sistemas biologicos n6s vemos a remocgao de hidrogénio
do substrato e as enzimas sdo chamadas desidrogenases.
2. Transferases 9 Envolve a transferéncia de grupos de atomos de uma
molécula a outra
3. Hidrolases 13 Catalisa reacbes entre um substrato e a agua. Moléculas
grandes sdo quebradas em pequenas unidades.
4. Liases 7 Catalisam a adicdo de grupos a duplas ligacbes ou a
formacao de duplas ligacOes atraves da remoc¢ao de grupos.
5. Isomerases 6 Catalisam a transferéncia de grupos de uma posi¢cao a
outra na mesma molécula.
6. Ligases 6 Ligam moléculas através de ligagdes covalentes.
7. Translocases 6 Catalisam o movimento de ions ou moleculas através das

membranas




Entrar no site :
Enzyme Database - BRENDA
www.brenda-enzymes.orq

Procurar por uma enzima:
EX: Invertase

Information on EC 3.2.1.26 - beta-fructofuranosidase
for references in articles please use BRENDA:EC3.2.1.26
EC Tree
3 Hydrolases
3.2 Glycosylases
3.2.1 Glycosidases,
3.2.1.26 beta-fructofuranosidase



https://www.brenda-enzymes.org/
https://www.brenda-enzymes.org/
https://www.brenda-enzymes.org/search_result.php?a=7&W%5B1%5D=3.&T%5B1%5D=3&Search=Search&l=10&RNV=1&RN=&T%5B0%5D=2&V%5B2%5D=1&W%5B2%5D=&T%5B2%5D=2
https://www.brenda-enzymes.org/search_result.php?a=7&W%5B1%5D=3.2.&T%5B1%5D=3&Search=Search&l=10&RNV=1&RN=&T%5B0%5D=2&V%5B2%5D=1&W%5B2%5D=&T%5B2%5D=2
https://www.brenda-enzymes.org/search_result.php?a=7&W%5B1%5D=3.2.1.&T%5B1%5D=3&Search=Search&l=10&RNV=1&RN=&T%5B0%5D=2&V%5B2%5D=1&W%5B2%5D=&T%5B2%5D=2
https://www.brenda-enzymes.org/enzyme.php?ecno=3.2.1.26#reactschemes

O que significam os numeros do tipo “EC 2.7.1.1”?

Utilizando-se uma classificacao proposta pela Comissao de Enzimas da
Uniao Internacional de Bioguimica e Biologia Molecular.

Glicose + ATP Eizima - Glicose-6P + ADP

Nome trivial: Hexoquinase

Nome Sistemdtico: ATP:glicose fosfotransferase (EC 2.7.1.1)

2: Transferase

7: Fosfotransferase

1: Fosfotransferase com grupo OH como aceptor

1: Fosfotransferase com grupo OH da glicose como aceptor




Os nomes das enzimas descrevem as suas
atividades cataliticas

Quando a uma mesma atividade enzimatica correspondem
varias proteinas que sao produtos de genes distintos que
coexistem numa mesma espéecie diz-se que estas

proteinas sao isoenzimas e sao denominadas com o0
mesmo nome.



Cinética versus termodinamica

A+BeoC+D

Propriedade termodinamica
Variacao de energia livre padrao — diferenca
entre a energia dos reagentes e dos produtos

As enzimas nao podem alterar a variacao de energia livre

Energia de Ativacao — fornecimento de energia para iniciar a reacao

Se uma reacao e espontanea significa que ela é rapida?



Glicose + O,

* Glicose é estavel

* Termodinamicamente favoravel
« Espontanea

« Energia livre - -686 kcal/mol

Glicose + O, ----------- -2 6CO, + 6H,0



Natureza das enzimas

\ 4

velocidade

v =k|A]x|B]

Energia —s

A+B>(C+D

Energia

de
ativacao

Estado de transicao

Substrato (S) Reacao
catalisada

Produto (P)

equi[i6riol

Rea(;é_lo nao K = [C]X [D]
catalisada eq [ A] v [B]

Progresso da reacdo — ™

[
|
|
[
|
|
\4

AGo=-RTIn K,

K., relaciona-se comAG



K (constante de proporcionalidade)

Reacao de Ordem zero V=k[S]°
Reacao de 12 Ordem V =Kk, [S] S=>P
Reacao de 22 Ordem V =k, [A] [B] A+BeoC+D

K=M/s
K, =(M/s)IM, ou seja, k, = s

K,=(M/s) /MM K, =Mls



EquacoOes cinéticas de enzimas

SoP V =k, [S]
? [P]
T V=-dS
[s], | dt
2 V:d_P
dt
[S]

i s Tempo

Por que o aparecimento de P e o desaparecimento
de S nao sao lineares com o tempo?




V contante apenas no inicio da reacao

V=K, [S]
ga Vo s -dS = kS
> dt
[sh k:_O_[S]. 1
2 S| dt

O gue significao t,,?  23logso=k. ty, 0,693
: J 12 (So/2) / t% e



Reacao de 12 Ordem

log [S] ¢ % t,, = tempo de “meia vida”
log[s] Inclinactio = - £ - tempo necessario para
TS ahivagho =~ 54 5 converter em P metade do S
\'\ presente.
"
N
2 |, N ~ 0,693
log == N t, =—
‘ i % K
| N
| N
: N
t% Tempo




Ex. Se o tempo medio de uma reacao de primeira ordem € 0,3s, qual sera
sua constante de velocidade k? Quanto tempo levara para 95% do

substrato desaparecer?

t1/2= 0,693/k 2,3 log So/ (0,05S0) = 2,31 t
K=0,693/0,3
K=2,31s-1 t=13s

Ex. Seja a reagao A ----->P. Sabendo-se que os t;, para a reagao
efetuada em pH 5 e 6 sao respectivamente 0,099 min e 0,347 min.
Calcular o valor de K em cada um dos pH. Voce acha que a reacao seria

mais rapida para pHs altos? Por que?

EmpH5 k=7 min't

EmpH6 k=1,99 min-!



Unidade de Atividade Enzimatica

«Segundo a Enzyme Comission, uma Unidade de
Atividade (U) corresponde a transformacdo de um
micromol de substrato, ou a formacao de um
micromol de produto por minuto pela enzima, nas
estabelecidas condicoes do ensaio( temperatura, pH,
concentracao de substrato).

*A atividade especifica € expressa em termos de
atividade por mg de proteina (U/mg)



Fatores que afetam a atividade enzimatica:

1. Condicbes do meio que afetam estabilidade protéica
pH
temperatura
2. Tempo dareacéao
3. Concentracao dos reagentes
{ a enzima

0 substrato
co-fatore(s)



Efeito do pH na atividade enzimatica

Peapsin llrease Arginase

LRI

% atividade enzimatica maxima




Efeito da temperatura na atividade enzimatica

T temperatura dois efeitos ocorrem:

(a) ataxa de reacdo aumenta, como se observa na maioria das reag¢des quimicas;

(b) a estabilidade da proteina decresce devido

a desativacao térmica.

Desnaturacéao

100-
Temperatura
otima
Pouca energia
50- para a reacao
acontecer

térmica da
proteina

% atividade enzimatica maxima

10 0 10 20 30

Temperature [C)

temperatura otima - € a temperatura

1 1
40 50

maxima na qual a enzima possui uma

atividade constante por um periodo de tempo.



_Eac
KxT (Wtj K — cte Boltzman
kK = h € h — cte Planck
k — Ae—Ea/RT
Inclinacdn = -Eaf2,3R
a 1 -~
log =—23RT+IogA 5
’ ~

Log K Inclinagdo = -Bafi5R

Ea — Lel de Arrhenius

13‘” IT” Ttransi-;-i'-:- LT

drirma
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Efeito da concentracao de enzima na velocidade da reacéao
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Efeito da concentracao de substrato na velocidade da reacao

enzima s
_———enzimah
Vo
/ /
.-'.-": lll — II IF .’ f
Concentragd@o|de substrato | /
1 / ' r 1 | 1 ' { ' [Substrato]
e |leol ey |es
) (2 &) e, G- E:

Qual a porcentagem dos sitios ativos estdo ocupados?



Velocidade

Concentracao de
substrato L§]

— e

O grafico mostra um conjunto de
reacoes gue estao acontecendo
simultaneamente, conforme as
equacoes abaixo:

k- k3
E+S—=ES5—E+P
k_q



Influéncia da concentracao do substrato

O modelo de Michaelis-Menten considera o Equilibrio Rapido: K,>>> K,

Etapa 1l
f .
E+S <« ES < E+ P
ks k,
V, =V, ~ )
Etapa 2
Ky [E][S]=K; [ES]
K, = [E]1 [S] V = ks[ES] - k,[EI[P]
K, [ES]
Vo =k, [ES
Ks = [E][S] 3 [ES]
[ES]




ky k
ke, Vmax = k3 x [Et]

1) V = k; [ES]
2) [Et] = [E] + [ES]
V. =Kks[ES

[Et] [E] + [ES]

IEL[S]

V =K, ks Quando V=Vmax/2 —
Et E + [E][S]
S Vmax = Vmax [S]
2 ks + [S]
V= Vmax [S'l Ks + [S] =2 [S] Ks
kS + [S] Ks = [S] Suhst:icnncentralinn [5] —

Ou seja, Ks corresponde a concentracdo de S necesséria para se atingir a metade da velocidade maxima



s 2
1|"]. ;L‘S.

E+S «< ES — E+ P

-

va

No numerador, temos duas constantes de
velocidade de reacoes de
DECOMPOSICAO de ES

no denoinador, a constante de velocidade
da FORMACAO de ES.

Dessa forma, Km é uma medida da AFINIDADE da enzima pelo
substrato.

Km ALTO = Baixa afinidade
Km BAIXO = Alta afinidade



Initial velocity, V (uM/min)

Determinacao experimental dos parametros cinéticos

Substrate concentration, [S] (mM)

e (i)

Diagrama Lineweaver-Burk

(Duplo-Reciproco)

I

1 _K, +[S]_K, 1 1
Vias [S] Vi [S] Vi

v=ax+b




eDetermine os valores de Km e Vmax para a descarboxilacao de um Beta-cetoacido

fornecida nos dados a seguir:

[S] mol/L V ( mmol/L/min) /s 1NV
2,5 0,588 °"1‘ 1';
1,0 0,5 1,4 2,4
0,71 0,417 189 27
0,53 0,37 4 39
0,25 0,256

Exercicio 5:

Analise rapida, se: Vmax — 0,588 entao Vmax/2 = 0,294

Km estaria entre 0,25 M e 0,53 mol/L
Uma analise correta, precisa de linearizagao:

4 1y=0

,6154x + 1,4704
R2=0,9939

1/s

1/Vmax = 1,4704

Vmax -=0,68 mol/L/min
Inclinagdo = kM/Vmax
0,6154 = kM/0,68

Km = 0,418 mol/L



Significado de Km

» Importante parametro da reacdo enzimatica e da funcao biologica
» Fornece uma medida da [S] para que ocorra uma catalise significativa

« Km esta relacionado as constantes de velocidade de cada etapa da reacao

Glicose + ATP Enzima - Glicose-6P +_ADP

K., for Some Enzymes and Substrates

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



Significado do Vmax

8-7
Vmax= K3 [Et] Turnover Numbers (k_.,) of Some Enzymes

Enzyme Substrate Kear (s71)

Kcat = k3 Catalase H.0, 40,000,000
Carbonic anhydrase HCO4 400,000
Acetylcholinesterase Acetylcholine 14,000
3-Lactamase Benzylpenicillin 2,000
Fumarase Fumarate 800
RecA protein {an ATPase) ATP 0.4

Kcat = Numero de moléculas de S transformadas em P, por uma molecula de
E, naunidade de tempo, quando a E esta saturadacom S

Significado do kcat/km: Preferéncias de Substrato da Quimotripsina
P
« E uma medida de eficiéncia Amino acid in ester  Amino acid side chain  kea/Ky (7' M7™Y)
da Enzima Glycine —H 1.3x10°!
/CH_;
) Valine —CH 2.0
* Permite comparar a \CH,
preferéncia de uma Enzima Norvaline —CH,CH,CH; 3.6 X 107
para diferentes Substratos o e —GHCHCHCRs 3.0 10
Phenylalanine -(.‘.H;*@ 1.0 X 10°




Vh‘lﬁ}t

Rate (s”)

Reaction velocity [V]

Influéncia da concentracao de substrato em enzimas
“com cinética de tipo cooperativo ou sigmoide”

* Nao obedecem a Cinética de Michaelis-Menten
« Quanto maior a [S] maior sera a atividade da E até esta alcancar

Vmax
« Segue modelo da curva de saturacao da Hemoglobina com O,

 Sistema cooperativo

0 { . . . : L Substrate concentration [S]




Enzimas alostéricas

possuem uma regiao diferente do sitio ativo e se liga um efetor ou modulador
alostérico. A mudanca conformacional decorrente da ligacao do efetor alosterico
se propaga pela molécula e afeta o sitio ativo, ativando-o ou inibindo-o.

Allpsteric
ﬂitur Allosteric Allosteric
site iqgfjit;r

strate

Ativador alostérico Inibidor alostérico

Enzima regulatéria



EquacOes de V X [S]

Vinax [S]" [S]
V, = Vmax ST+ Km

Vo=
{Sﬁ{])h + [S]h

[S] é a concentracdo de substrato

S, € a concentracdo de substrato para a qual a enzima esta hemisaturada e
em gue a velocidade € metade de Vmax.

h € o coeficiente de Hill e € uma medida do grau de cooperatividade (ou
sigmoidicidade): quando h=1 a equacéao acima simplifica e € igual a equacao
de Michaelis-Menten (auséncia de cooperatividade).
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