Enzimas

catalisadores

classificacao

especificidade e mecanismos de acao
regulacao enzimatica

Inibidores e aplicacoes



Participam das vias

bioguimicas

« Enzimas realizam o controle preciso do metabolismo

celular

» O metabolismo energético

e um dos principais
temas de estudo
da bioquimica

« Permitem resposta
e adaptacao a um
melo em mudanca
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LOUIS PASTEUR

v' 1835: Berzelius, conceito de catalise
v' 1885: fermentacao do acucar por lévedos,

, Louis Pasteur
gerando alcool 1822-1895

v Vitalismo: o magico élan vital

v 1896: Edward Buchner consegue fermentar o
acucar num extrato de Iévedo sem vida!

v’ Fermentos, portanto, catalisavam reacoes
quimicas (acgucar a alcool) - biocatalisadores

v' 1878: Friedrich Wilhelm Kihne Enzima vem do
grego gv _duun, cuja traducao € “no lévedo”




EMIL FISCHER

v’ Sacarase
v Quebra da sacarose em glicose e frutose

Hermann Emil Fischer
1852-1919

v' Produziu diversos analogos de sacarose
para testar se a enzima funcionava

v’ Determinadas mutagoes tornavam os
analogos resistentes a sacarase

v’ Modelo de acao enzimatica chave-e-
fechadura

v 1926 J.B.Sumner cristaliza a primeira proteina,
urease, e demonstra que a atividade enzimatica é
uma caracteristica de moléculas definidas




Enzimas séo proteinas que agem como catalizadores biologicos:

— Composto B (produto)
enzima

= Reacéao
catalisada

. pela enzima
Composto A (substrato)
ou

sitio catalitico Observe que nao ha consumo
de uma enzima é aporcido ~ OU modificacao permanente da

da molécula onde ocorre a enzima
atividade catalitica

Centro ativo



Substrate Products

én

WY

Enzyme Enzyme-Substrate Enzyme
Complex

1.000 seconds 1.00) seconds 1.002 seconds




Teoria da catalise

v
Considere as reagoes: A + B ‘Lx_ C

No equilibrio da reacao, as velocidades das reacdes se igualam: V; =V 4

k - concentragcdes de todos o0s reagentes nao se alteram mais
- pode se dizer que a reagao terminou

Catalisador acelera as velocidades de ambos os lados da reacéao
‘ - 0 ponto do equilibrio é atingido mais rapido

- 0 ponto do equilibrio ndo se altera, ou seja [reagentes]
e de [produtos] no “final” da reac&o” sao as mesmas da

b reacao nao catalisada

- termodinamica da reac&o nao se altera

Catalisador ndo é consumido na reacdo == pode atuar em [ ] baixas



O grafico mostra a variacao de energia ao

Teoria da catalise longo de uma reacéo.

Energia de ativacéo ou barreira
energeética:

Estado de transicéao

C quantidade de energia

T Reag?o r;ao que é preciso fornercer aos
catalisada g
Energia reagentes para a reacio ocorrer
de

ativacao

Estado de transicao ou
complexo ativado:

Energia —s

c forma molecular inter-
mediaria entre o reagente e
0 produto, existe somente
no alto da barreira

Progresso da reagdo —* energetica. |
E altamente instavel.

Substrato (S) Reacao
catalisada
Produto (P)

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



Enzimas sao catalisadores biologicos:

Equacéo geral /?re;enta 0

de uma reagéo E + S #( ES > — P ﬁ- E estado de

enzimatica \Q transicao

Que diferencas existem entre catalisadores inorganicos, como ions
metalicos, e as enzimas ?

* enzimas sao mais eficientes: podem acelerar reacdes até 104 vezes contra
10? — 103 vezes dos catalisadores inorganicos;

* enzimas sao especificas: catalisam reacdes envolvendo as vezes apenas um
unico tipo de reagente;

« enzimas sao estereo-especificas e nao produzem sub-produtos reacionais;
« enzimas operam em condi¢coes amenas de temperatura, pressao e pH;

« enzimas podem ser altamente reguladas atraves de fatores extrinsecos a reacao,
tanto por ativadores como por inibidores.



Enzimas acelaram reacoes varias ordens de grandeza

fy

Velocidade na Velocidade da
. ausénciade enzima reacao catalisada Poder
Enzima catalitico
“‘Reacdes/segundo” “‘Reacdes/segundo”
Anidrase carbOnica 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

Numero de “turnover” ou de renovacao: quantas vezes a enzima completa

0 ciclo da reacdo em um segundo

Numero _ moles de S catalisado por segundo

de —

turnover

moles de enzima




* Reacao se da em fases:

Reacéo enzimatica

* Enzima aumenta a velocidade das reacoes

 (Os catalisadores aumentam a velocidade das
reacoes por gue diminuem a energia de ativacao

Energia livre, G

Estado de transicéo (})

basal Estado
basal

Coordenada da reacéo

Diagrama da coordenada da reacao.

Estado de transicao ()

Energia livre, G

Coordenada da reacéo

Diagrama da coordenada da reacao comparando uma
reacao catalisada por enzima com uma nao catalisada.



Equilibrio quimico

 ASenzimas realizam, mL_Jitas
vezes, as reagoes nos dois
sentldOS E+8—ES — EP—E+P

» Aconcentragao de substratos e
produtos € o que define a
velocidade das reagoes K= 15

 Poder catalitico das enzimas vem
da energia livre liberada na
formacao de ligacoes fracas
quando da interacdo enzima-
substrato

— InteragOes fracas entre ES sao o _
. . .~ Complementaridade de formas entre o substrato e
otimizadas no estado de transicao o seu itio de igacio na enzima.




Especificidade enzimatica

 Deriva da formacao de
multiplas interacoes fracas
entre a enzima e a molécula
do substrato especifico

» Reducao da entropia pela
ligacao
— Dessolvatacao do substrato

— Ajuste induzido, proteina
tbm muda de conformacao

Substrates
(ligands)

Enzyme-substrate complex



Reacao Hipotetica (Exemplo)

Pauling (1946):
Enzima deve ser
complementar ao

. s i
Estado de (#) Sem enzima £ e
transicao (ET), : — O ¢ — %
Nao ao substrato Substrato Estado de transigéo Produto g 8 7
(bastio metalica) (bastiio curvado) (bastiio quebrado)
ET nao é forma
EStavel (b} Enzima complementar ao subsirato o
- Magnetos “1: E .
InteracBes fracas #5574 . Estabiliza o 3 )
entre a enzima e o0 - g - substrato 2 Ay
substrato
propglsmnam a
Catal IS,e . (c) Enzima complementar ao estado de transicio
enzimatica 2 pd
g '\ | 8Ghsccm |20
-—— - = - i . \ Tac
Necessidade de 7N N A T A WiLhA "
maltiplas \ ). SIS L J & i
interacoes fracas Es + + K Coordenada da reagéio

explica pqg alguns
prots sao tao
grandes FIGURA 6-5 Uma enzima imagindria (bastonase) que catalisa a quebra de um bastio metdlico.



substrate

[3
Ly
Toda enzima é proteina?! 2=t

- Né&o! ha alguns RNAs que o § @
funcionam enquanto enzimas _ |
também :

Binding
site

INACTIVE
PROTEIN

ACTIVE
PROTEIN

* Componente qUI,miCO adiCionaI Without the cofactor Cofactor binding
necessario para a funcao S 020 o
— Cofator: ions inorganicos
— Coenzima: moléculas organicas

Some Coenzymes That Serve as Transient Carriers of Specific Atoms
Comp I ean or Functional Groups*

Fig. 2-18

Examples of chemical Digtary precursor in

— Se liga muito firmemente: grupo | coeame grups vansered _mamnals
p rOStetI CO ELZ;‘;:_E A icD};I groups Eiacll'ltticnﬂ'-:-rin: acid and

other compounds
5*-Decxyadenosylcobalamin H atoms and Vitamin B,;

. (coenzyme B,;) alkyl groups

° EnZI ma Completa' hOIoenZI ma Flavin adenine dinucleotide Electrons Ribaflavin (vitamin B)

& . - Lipoate Electrons and Mot required in diet

— Parte proteica: apoenzima ou . eyl groups o
o Micotinamide adenine Hydride jon (:H) Micatinic acid (niacin)

dinuclectide
apo p rOte I n a Pyridoxal phosphate Amino groups Pyridoxine (vitamin Bg)
Tetrahydrofolate One-carbon groups Folata

Thiamine pyrophosphate Aldehydes Thiamina {vitamin B,)

*The structure and mode of action of these coenzymes are described in Part 111 of this book.



Grupos cataliticos

Catalise geral acido-base
— Transferéncia de protons

Catalise covalente

— Formacao de lig. covalente
transitoriaentre Ee S

« Ativacao do substrato

Catalise por ions metalicos
— Estabilizam estados de transicao

— 1/3 das enzimas conhecidas usam ions
metalicos nas reac0Oes cataliticas

Enzimas muitas vezes usam as trés
estrategias de catalise em conjunto --
quimiotripsina

Residuo de Forma geral 4cida Forma geral bdsica
aminodcido (doador de préton) (aceptor de préton)
Glu, Asp R—COOH R—COO~
H .
Lys, Arg RLE H R—NH,
C}vs R—SH R_S_
R—C=CH R—C=CH
. Jf ‘l\ + .‘r \\ .
His HN\ ‘;,,NH HN\ ,;«N'
C C
H H
Ser R—0OH RO~
Tyr R~ ) OH R )0

FIGURA 6-9 Aminodcidos na catdlise geral dcido-bdsica.

Chymotrypsin
G195
B:__HO

RZ_N__C—R! —

figure 8-10
Covalent and general acid-base catalysis. The first step

R?—NH,

in the reaction catalyzed by chymotrypsin is the acylation
stap. The hydroxyl group of Sar™ is the nucleophile in a
reaction aided by peneral base catalysis (the base is the
side chain of His*). This provides a new pathway for the
hydrolyiic cleavage of a peptide bond. Catalysis occcurs
only if each step in the new pathway ks faster than the
uncatalyzed reaction. The chymotrypsin reaction is

described in mora detail in Figure 8-19.




Algumas proteinas, enzimas em especial, contém em sua molécula uma porcéo
nao proteica, que é essencial para atividade bioldgica.

/ metal Distingao entre cofator e coenzima
Grupo depende da forca de ligacdo com a
-~ — cofator , .

( prostético AN apoproteina. Ex: o NAD* pode ser

coenzima cofator de uma enzima (ligacao

] fraca) e ser coenzima de outra

Enzima < (ligacao forte). O mesmo ocorre
holoZiey com as metais.

\ Apoenzima
parte proteica

ativa
Coenzima Reacdo com Vitamina
Grupo : : L o
S Inativa BIOCItIr.1a CO, | I?lotlna |
Coenzima A Grupos acil Ac. Pantoténico
Coenzima B12 H e grupos alquil Vitamina B12
FAD, FMN oxido-reducao Riboflavina
Coenzimas participam do ciclo NAD, NADP 6xido-reducdo Niacina
catalitico das enzimas Fosfato de piridoxal | G . Piridoxi
recebendo ou fornecendo osfato de piridoxa rupos aminos iridoxina
grupos quimicos para a reac&o Pirofosfato Tiamina | Grupos aldeidos Tiamina
Tetrahidrofolato unidades C Acido félico




Algumas enzimas formam intermediarios covalentes com seus substratos

Grupo reativo

Intermediario

Enzimas e
no sitio ativo covalente
Quimotripsina \ \ PO
Elastase Cl{ C{%H CH/ \X—R
/ /
Esterases }
Trombina (Ser) (Acyl-Ser)
Tripsina
Papaina Q/%’ \CH/CE’ .
Gliceraldeido-3-PO, / g_
desidrogenase
J ) (om (Acyl Ops)
<
Fosfatase alcalina N RS \ *
Fosfoglicomutase iy Ol /CH/CQO-PO’ i
(Ser) (Phosphoserine)
2
Fosfoglicerato mutase ;""\ B E
Succinil-CoAsintase HN N o —J)—N\/N
I Hi Phosphohistidi
Aldolase + (=) (ERoephipiia /mc)
Descarboxilases | R—NH,"* R—N=C_
Enzimas dependentes (Amino) (Schiff base)

de piridoxal fosfato

Enzimas com o mesmo
tipo de mecanismo
catalitico, ou seja,

possuem 0 mesmo grupo
de aminoacidos no sitio
ativo, formam
intermediarios covalentes
similares




Nomenclatura

* Normalmente se adiciona o sufixo ase ao
nome do substrato ou a atividade realizada

— Urease — hidrolisa a uréia
— DNA-polimerase — polimeriza DNA
— Pepsina — pepsis vem do grego (digestao)



Classificacao das Enzimas:

considera tipo de
reacao e substratos

Nomenclatura oficial das enzimas é
dada pela Enzyme Comission da
International Union for Biochemistry
and Molecular Biology (IUBMB) :

ATPase (Adenosinatrifosfatase): EC 3.6.1.3

- @ uma hidrolase.........ccocccvveenn.e. 3

- atua num anidrido...................... 3.6

- 0 anidrido contém fosfato.......... 3.6.1
- esse anidrido é ATP.................. 3.6.1.3

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

1. Oxido-redutases

Transferéncia de elétrons
Se uma molécula se

(Transferéncia de grupos

( Reacdes de oxido- , GEl-. 4N
x reduz, ha outra que se o
reduco). oxida. - &
sgrupos aldeido 4~ m
2. Transferases L gUpos acila = 111 !

funcionais)

«grupos glucosil

grupos fosfatos (quinases)

3. Hidrolases
(Reag0es de hidrdlise)

*Transformam polimeros em monémeros.

Atuam sobre:
eLigacOes éster
+LigacGes glicosidicas
+LigacOes peptidicas
+LigacGes C-N

H.0 ,f?D
[/"‘lg “‘:—LD

: *EntreCeC
4. Liases
o Entre Ce O g—}]
(Adicéo a ligagoes duplas) e NH
Q
5. Isomerases —
(Reacdes de isomerizacao) =
glucosa ualar_'tgjsa
6. Ligases *EntreCe O
(Formacéo de lacos *EntreCe S [] ﬁg QF_D
covalentes com gasto de *Entre Ce N @f’"ﬂr@
ATP) *EntreCeC




Enzimas sao especificas para o reconhecimento de seus substratos.

Modelo Chave-Fechadura

. R
LAl A x"‘ﬁ Substrate

Formas rigidas

E e S se deformam, para
otimizar o encaixe

Emil Fisher, na década de 1950, prop6s
o0 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 néo teriam acesso a ela.

No entanto, o modelo chave-fechadura
nao explica a interacao 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 mudancas conformacio-
nais na enzima, que otimizam as intera-
¢cOes com os residuos do sitio ativo.
Esse é o modelo aceito hoje em dia.



Carboxipeptidase A é uma enzima digestiva da classe das metaloproteinases.

Em A: o sitio catalitico dessa enzima é formado pelos residuos (em vermelho) de Tyr?4®
(acima, a direita) e de Glu?7% (centro), e um atomo de Zn?* que esta acima do Glu2"°.

Em B: A ligacdo do substrato dipeptidico glicil-L-tirosina (em verde) causa uma profunda
mudanca conformacional nas vizinhancas do sitio ativo da carboxipeptidase A. Clique com
0 mouse para observar a re-orientacdo da posicdo da Tyr?*8 em relacao a outra figura.



Mecanismo de acao da quimotripsina,
um exemplo tipico de uma serino proteinase

Enzima interage
com substratos
aromatcos

Ligacédo a ser hidrolisada

A H,0 entra no sitio
ativo e forma uma
ponte de H* com a
His-57

[l I‘.vl!rll'lil'lu'_-'.-CE:l N terminus Cb

Triade catalitica
Ser — His - Asp

i 1 A H20 transfere H+
N terminus E A Ser-195 transfere H* mmnmcb para a His-57 e -OH
para His-57 formando um ¥ NHOF para o substrato,
estado de transicéo A T formando um segundo

estado de transi¢céo

tetraédrico com o P
tetraédrico

substrato. O Asp-102
estabiliza o préton na His-
57 fazendo uma ligagéo

iBnica l
M terminus % O H+ é transferido da His-57
C terminus o de volta para a Ser-195. A
. NH NH}—wj:.O O H* é transferido da His- el outra porgo do substrato é

““Free peptide 57 para o substrato. A cH, liberada da enzima, que

ligacdo susceptivel & retorna ao estado inicial
clivada, e parte do
substrato fica ligado
covalentemente & enzima




Fatores que afetam a atividade enzimatica:

1. Condicbes do meio que afetam estabilidade protéica
° pH
. temperatura

2. Tempo dareacao

3. Concentracao dos reagentes

. a enzima
. O substrato
. co-fatore(s)

Vérios sao os fatores que afetam o funcionamento das enzimas como catalisadores.
Alguns desses fatores sao decorrentes da natureza proteica das enzimas, cComo 0
efeito do pH e da temperatura. Para se estudar o efeito isolado de um dos fatores

acima, € necessario que todos os outros fatores sejam mantidos fixos.



Fatores que controlam a atividade enzimatica:

1. Fatores que afetam a estabilidade proteica das enzimas
« VariacOes de pH: pH otimo

O pH 6timo de uma enzima

Pepsin Lirease Arglnase

!
i

100 e \ reflete variagdes no estado de

lonizac&o de residuos de
aminoacidos do sitio ativo. A
enzima esta pelo menos
parcialmente desnaturada em
pHs afastados do pH otimo.
Quando o substrato é uma
molécula ionizavel, o pH o6timo
da enzima também reflete o seu
estado de ionizacéao .

% atividade enzimatica maxima

\ 4

pH 6timo=1,5 pH 6timo=6,8 pH 6timo=9,9



Fatores que controlam a atividade enzimatica:

1. Fatores gue afetam a estabilidade proteica das enzimas
« Variacdes de pH: pH otimo
« VariacOes de temperatura: temperatura otima

% atividade enzimatica maxima

100-

50-

Desnaturacéao

Temperatura
otima

Pouca energia
para a reagcao

acontecer/

térmica da
proteina

D

Ao contrario da curva em
forma de sino no caso da
atividade enzimatica versus
pH, a enzima s6 esta

\

I 1 desnaturada em

10 0 10 20 30

Temperature (G)

40 £Q temperaturas acima da
temperatura otima.



Fatores que controlam a atividade enzimatica:

2. Tempo dareacao O grafico abaixo ilustra como as
concentracOes de E, S e P variam ao

3. Concentracao: longo do tempo da reacgéo.

« daenzima *
 do substrato S0
« de co-fatore(s)

A [substrato] cai na mesma razdo em que a [F]

[produto] aumenta em fungéo do tempo.

A enzima existe sob duas formas: enzima
livre E e complexo enzima-substrato ES. No
Inicio da reacao, a [E] livre caiea do (E}r=[E]+ [ES] ,

complexo [ES] aumenta e atinge um / dES)
maximo, em que nao ha mais [E] livre no =0
meio. Nessa situacao (indicada no retangulo .
cinza), diz-se que a enzima esta saturada (so ' [ES] ‘

existe no complexo ES). A velocidade da  [EI \c/ "

reacao € a maxima.

concentracao

dl




Cinética enzimatica

Em 1913, Michaelis e Menten formularam as bases da
cinética enzimatica, para explicar como a concentracao do
substrato [S] afeta a velocidade da reacao v

0.35
I}. 3u h max
0.25

._.I'.
0.20 { /

Reaction rate

0.15{ J

0.10

L7

g & F 0.05 |
. . 0.00 & . . :
Leonor Michaelis Maud Marten 0 1000 2000 3000 4000

18751543 1878-1560 Substrate concentration



Cinética enzimatica

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

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

-parte b: v aumenta nao proporcional-
Ve mente com aumentos de S.
3 -parte c: v ndo aumenta mais, tendendo
- a um valor maximo (Vmax),
sendo independente da [S]

1/ - O grafico mostra um conjunto de reagoes
gue estao acontecendo simultdaneamente,
/ conforme as equacdes abaixo:
k1 k3
E+S—=ES —E +P

0 Ko [S] k_q



Para se chegar a equacao da hiperbole guadrada do grafico V x S, o gréafico de
Michaelis Menten, considera-se que 0 conjunto

Vo de reacdes esta em equilibrio, ou seja, a [ES]
Vi € constante e o sistema tem a sua velocidade
” maxima, Vmax.
k1 ka2
12 Vil E+5k..——"‘E5—.'l-E+P
-1

Quando [ES] é constante, as velocidades de
formacao (Vf) e de desdobramento (Vd) do
0 Ku [S] complexo ES sdo iguais:

Vf formacao ES = VVd desdobramento ES

Aplicando a Lei de Acao das Massas para definir Vf e Vd, temos:

Igualando-se Vf =Vd e resolvendo paraV, chega-se

Vi=k, [ES] II‘ a Equacdo de Michaelis-Menten:

[E]+[S]
. YmaxS] | sendo Km = k,+ k,
Vd=k, [EI+[S] + K, [E]+[P] ©  Km+[S] i
[ES] [ES] l )

Constante de Michaelis-Menten



A constante de Michaelis-Menten (Km) € um parametro cinético que traz
informacdes sobre a afinidade que a enzima tem pelo substrato.

Ve E+5 ";._“' ES ii E+p O Km é numéricamente igual a [substrato] que
K_1 produz metade da Vmax .
Vinas Substituindo na equacao v por Vmax/2, vemos:
. Vmax([5]
O Km+[S]
112 Virttx .
Vo=Vmax Vmax = ax.|S
2 m + [S]
Vmax.Km + Vmax.[S] = 2Vmax.[S]
0 Kus= Kyt K, [3] Vn‘(ax.Km = Vpr(ax.[S] C Km = [S]
Ky

Considerando a afinidade da E pelo seu S, temos 2 casos:

1. E tem baixa afinidade por S 2. U E tem alta afinidade por S
\— 4
,Y Y
Quando Vd e mais alta do que Vf Quando Vf é mais alta do que Vd
k,+ k, = grande Km alto k .+ K, = pequeno Km baixo

kK, = pequeno k, =grande



Uma outra forma de se obter os valores de Km e de Vmax é através do grafico dos

duplos reciprocos (1/V x 1/S), e da equacéao de Lineweaver-Burk. Aplicando-se o
iInverso a ambos
y ¥ Vmax[5] os lados da
Vo 0" equacao de
Km+[5)] Michaelis-Mentem,
P obtem-se a
equacéo de
(/ Lineweaver-Burk,
o gue é uma funcao
\/ linear (uma reta):
=
1 /Vmax
//,f"f -. > Tang Ol =Km/Vmax 1 :(Hm ) 1 + 1
- Vg “Wmax/ [S] Vmax
A/Km 0 1/[8] —r
— + equacao
y a. X b de reta

O intercepto da reta no eixo x € igual a -1/Km

Onde:
substituindo y = 0 na equacao, temos:

a = coef. angular = Km/Vmax
0= Km.1 + 1 -1, = 5‘2 1 (tangente angulo alfa)
Vmax [S] Vmax Vrax ax [S]

b = coef. linear = 1/Vmax

1=Km =p -1 =1 (intercepto no eixo y)

[S] Km  [3]
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A velocidade da reacao

2 0 i i et el somente é proporcional a
[E]
10 (E] quando a enzima esta
L N e 2 ~__ saturada, ou seja, reacao e

de ordem zero (independe)

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

(E] =0.5 unit
0.5 em relacao a [S]
0
K.
Concentration of substrate [S] . e A ; L, .
: ’ Eficiéncia catalitica
kA 2
E+S=ES—E +P
k1 Kcat/Km

- k, ou kcat (constante catalitica) mede o “poder

catalitico” da enzima Parametro mais adequado

k2 = Vmax (S-l) para Comparagc")es
[Ewl cinéticas

v=k, E

total

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



Cinética enzimatica

Experimentos de mutagénese sitio-
dirigida permite que os pesquisadores
Investiguem o papel de cada
aminoacido na funcéo proteica

A concentracao do substrato [S] influi
na velocidade das reagOes catalisadas
por enzimas

Velocidade maxima € abstraida para
concentracoes excessivas de Substrato

Velocidade inicial, V (uM/min)

Constante de Michaelis
. kM — [S] COI’I‘eSpondente 3 ]/2 VmaX; Concentracdo de substrato, [S] (mMm)

Efeito da concentragdo do substrato sobre a veloci-
dade inicial de uma reacao catalisada por enzimas.



Interacdes secundarias de proteinases com seus substratos

Enzima Substratos Keat Ky Razao
] K./ K
. (seg?) (MmM) cat "M
. Z-LyleMe 101 0.23 1
Tripsina (pH 7.5) Z-(Ala)2-Tyr-Lys-OMe 106 0.08 3
. . “Tvr-Glv- 0.6 23 1
Quimotripsina (pH 7.9) Z-(ﬁlgzr-gllg-gmg 10 > 190
Elastase (pH 8.0) Z-Ala-OMe 6.7 153 1
Z-(Ala)2-Ala-OMe 73 0.43 3900

A tabela ilustra como interpretar Kcat, Km e eficiéncia catalitica (kcat/Km), comparando a acdo
de enzimas proteoliticas sobre diferentes substratos sintéticos. O ponto de clivagem dos
substratos esta indicado pela flecha. Conforme o numero de residuos de aminoacidos
aumenta a esquerda do ponto de clivagem, a eficiéncia catalitica (kcat/Km) das enzimas
melhora (considerando-se como 1 o valor obtido com o substrato mais curto).

No caso da tripsina, o Km diminue 3X, sem alterar o kcat, ou seja a formacao do complexo
ES com o substrato maior € facilitado, mas nao foi afetada a sua transformacdo em produto.

No caso da elastase, o Km diminue ~300 X e o kcat aumenta ~10x, ou seja todas as etapas

da reacéao sao facilitadas com o substrato mais longo.Como resultado, a eficiéncia catalitica
aumentou 3.900 vezes.



Como séao controladas as enzimas in vivo, além de alterac6es na disponibilidade
de S e da propria E ?

A atividade enzimatica pode ser regulada por diferentes mecanismos, que muitas
vezes atuam em conjunto na mesma enzima.

Entre estes mecanismos, destacam-se:

1. Inibidores:
. irreversiveis: nao proteicos e proteéicos
. reversiveis: competitivo, ndo competitivo ou misto, incompetitivo

2. Alosteria;
. ativadores e inibidores
*  cooperatividade

3. Modulacéo covalente
« Ativacado de zimogénios
 Fosforilagao e defosforilacéo



Inibidores irreversiveis:

Compostos organicos clorados ou fosforados sao bons exemplos de inibidores enzimaticos irreversiveis,
pois reagem com o residuo S1 de serino-enzimas, formando um complexo irreversivel. Uma das enzimas
altamente sensivel a esses compostos € a acetilcolinesterase, responsavel pela metabolizacéo do
neurotransmissor acetilcolina em neurdnios centrais e periféricos.

Este € o mecanismos de acao dos inseticidas organofosforados, como o malathion e o parathion. Tanto a
acetilcolinesterase de insetos como de mamiferos sdo igualmente inibidas por essas drogas. Contribue
para a toxicidade desses inseticidas a longa meia vida que esses apresentam no ambiente.

o 0
(MeDjz—llz!\ /H—DEt
/ P
Malathion C
He “ﬁ—oa
Inseticidas 0
organofosforados
dose letal: 3-13 mg/Kg, oral
s

Il
(CH4CH;0), —F
[ﬁl \ \GONDZ

CHECHECHED _F|I_|:H3

F | Parathion|(Bayer 1947)
Sarin meiavida — 23 anos

Acetilcolinesterase complexada com sarin (dose letal 0,01 mg/kg, oral), um organofosforado
altamente téxico e volatil, que reage com o residuo de Ser ativo da enzima.



Inibidores proteicos de enzimas proteoliticas desempenham importantes papéis
fisiologicos. Entre esses estao as serpinas, inibidores de serino-proteinases, e as

cistatinas, inibidores de cisteino-proteinases.

Em ambos 0s casos, 0s inibidores

funcionam como “falsos substratos”, sendo reconhecidos e clivados pelas enzimas,
que ficam “aprisionadas” num complexo com o inibidor.

Serpinas: serine proteinase inhibitors

Modo de acao de serpinas:

A e a enzima inicialmente
formam um complexo nao
covalente (El), complexo de
Michaelis. Em seqguida, a
clivagem da ligacéo peptidica na
alca reativa forma em um
intermediario acil-enzima (EI*),
gue pode resultar em
transposicao e insercao da alca
da serpina na enzima,
blogueando-a permanentemente,
Ou em certas circunstancias, na
liberacéo da serpina clivada e da
enzima livre.
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A Superfamilia das

Serpinas

* sao conhecidas cerca de 500
serpinas (até set.2001)

eapresentam 1 cadeia com 350-
500 aminoacidos

-filogenéticamente formam 16 clas

*a maioria tem atividade como
inibidor de serino proteinases

sexistem serpinas nao inibitérias

-a figura ao lado mostra varios
processos fisioldgicos e/ou
patologicos nos quais existe
participacao de serpinas

serpinas inibitérias

serpinas nao inibitorias



Como sao controladas as enzimas in vivo, além de alteracdes na
disponibilidade de S e da propriaE ?

A atividade enzimatica pode ser regulada por diferentes mecanismos, que muitas
vezes atuam em conjunto na mesma enzima.

Entre estes mecanismos, destacam-se:

1. Inibidores:
. irreversiveis: nao proteicos e proteicos
. reversiveis: competitivo, ndo competitivo ou misto, incompetitivo

2. Alosteria;
. ativadores e inibidores
*  cooperatividade

3. Modulacéo covalente
« Ativacado de zimogénios
 Fosforilagao e defosforilacéo



p— ”r * o0 inibidor é analogo estrutural do substrato e
In|b|(;ao competitiva compete com ele pela ligacéo ao sitio ativo
 com aumento da [substrato], ocorre diminuicéo da
inibicao caracterizando uma competicéo entre S e |
» ndo ha alteracdo da Vmax
* ha um aumento de Km por um fator a, que permite
o calculo da constante de inibicao, Ki

1/vo

Increasing

[

a = 1 {no inhibitor)

k1 kz
E+S=ES—>E+P

k 1vimax Slope = akm/Vmax [I]
+ - ,f’f‘f (1 a=l+

__,-"'- f ’ j =1+ _I Hi
[ f"gf# f/f x'; K
Elm =</

1 K, Ky = —[E0] - D

El
\ =




Inibicao nao competitiva ou mista

* inibidor ndo é analogo estutural do
substrato - nao se liga ao sitio ativo
* inibidor seligaa Ee ao ES

| « aumento da [substrato] ndo diminui a
inibicdo - ndo ha competicéao
« Km aumenta e Vmax diminui

| Vmax[S] g
Vo = —m—
L
where =1+ Ki
Increasing
aUs [1] P
and a'=1+ ;
H:.
ﬂ k ! ‘N o =a’ =1 (no inhibitor)
E+5—E5S—E +P o /Vmax _—
+ k -1
1 —a o— o
l [ ? ] S Slope = akKmVmax
l (- 1) Km (o - 1Wmax ,";"’i_
< /;‘{.{ .
1L‘ H| F ] g
El ; ——
o 0 1/[S]

Vo Vimax 151 Vinax



Inibicao incompetitiva

| | |  inibidor € analogo do estado de transicao
e e se liga somente ao complexo ES
| « Km aumenta e Vmax diminui

Vmax[S
Vo = A 1/vo
Km+ o' [S] Increasing
L]
, [1]
where o'=1+ —
K'i
k1 L ¥
E+S—ES—E +P
k_
“ w'~ | (no inhibitor)
r ’_..,—'" Slope = Km\max
r T T " U]
- - - a'=1+—
..-""'f _."'-‘ - - K
i g J_H_f-* =
L ) | D
KM 18]
1 _ HH 1 . o’
Vi 'u"'ma: [S] 'u"'mu



Como sao controladas as enzimas in vivo, além de alteracdes na
disponibilidade de S e da propriaE ?

A atividade enzimatica pode ser regulada por diferentes mecanismos, que muitas
vezes atuam em conjunto na mesma enzima.

Entre estes mecanismos, destacam-se:

1. Inibidores:
. irreversiveis: nao proteicos e proteicos
. reversiveis: competitivo, ndo competitivo ou misto, incompetitivo

2. | Alosteria;
. ativadores e inibidores
*  cooperatividade

3. Modulacéo covalente
« Ativacado de zimogénios
 Fosforilagao e defosforilacéo



Enzimas alostéricas possuem uma regido diferente do sitio ativo ao se liga
um efetor ou modulador alostérico. A mudanca conformacional decorrente da
ligacao do efetor alostérico se propaga pela molécula e afeta o sitio ativo,
ativando-o ou inibindo-o. Observe nas figuras.

Allpsteric
ﬂitur Aallosteric
site

strate

Ativador alostérico Inibidor alostérico

GraficoV x S
., (Michaelis-Menten) e
uma curva sigmoide

Enzimas tipo K. efetores alostéricos alteram o Km
Enzimas tipo V: efetores alostéricos alteram a Vmax




A aspartato transcarbamoilase fornece N-carbamoil-aspartato para a rota de
sintese de pirimidinas. E uma enzima alostérica tipo K, inibida por CTP e ativada
por ATP, sendo composta por 6 unidades regulatérias e 6 cataliticas.

 Carbamoil W aspartato e==aINE Carbamoi

3 C5
L@ @ aspartato | T
4 @ ‘\ C1 » A }
L - - - Rl ; .
pirimidinas ) % 5*_

™ L ]
“ - ' . g* ‘ —\ ‘
ATP\ Y . . \ ~f |
> Sem efetores 3 \
v alostéricos ' g &/7
o po# A\ Aligacdo de CTP as \i\/
CTP subunidades regulatérias “fecha” > CTP L\{r CTP
s » L. }
» 0 acesso aos sitios ativos nas
. 3 subunidades cataliticas.
Yo » @< S
ol | \ | | J 1 | (: YV\‘\;‘
0 10 20 30 40 J inativa .

[Aspartate] (mM)



Como sao controladas as enzimas in vivo, além de alteracdes na
disponibilidade de S e da propriaE ?

A atividade enzimatica pode ser regulada por diferentes mecanismos, que muitas
vezes atuam em conjunto na mesma enzima.

Entre estes mecanismos, destacam-se:

1. Inibidores:
. irreversiveis: nao proteicos e proteicos
. reversiveis: competitivo, ndo competitivo ou misto, incompetitivo

2. Alosteria;
. ativadores e inibidores
*  cooperatividade

3. | Modulacéo covalente
« Fosforilacao e defosforilacéo
« Ativacéo de zimogénios




Ao contrario da alosteria, em que os efetores ligam-se a enzima
apenas por ligacdes fracas, na modulacao covalente a enzima é
modificada covalentemente por duas outras enzimas: uma
cinase (quinase) fosforila a enzima as custas de ATP, e uma
fosfatase remove o grupo fosfato da enzima fosforilada.

A modulacédo covalente € energeticamente cara, pois

necessita duas outras proteinas e ATP para regular

a atividade de uma enzima.

Ao contrario, na alosteria a enzima € controlada pelas
concentracgoes relativas de seus efetores e a afinidade da enzima
por estes.

Fosforilacao - Defosforilacao

fosfatase

& o
vy Q7

Inativa .
gquinase

enzima

£

fosfato

‘ substrato




Acdenyiyl oyclase

Activation of AR P-
dependent protein kinase

l Activation of
phmq:-hm vlase kinase

A TE

<

Activation of

phosphorylase

Glycogen Glucose-1-3

A regulacdo do metabolismo intermediario, por
exemplo, sintese e degradacao de lipideos e
carboidratos envolve etapas de alosteria e
modulacao covalente

Em resposta ao hormoénio adrenalina ou epenifrina, ha um
aumento da concentracao de glicose circulante, preparando
0 organismo para luta ou fuga.

Na primeira etapa dessa resposta metabdlica, a adrenalina
ativa receptor acoplado a Proteina G e a subunidade aS por
alosteria ativa a enzima de membrana adenilato ciclase,
formando AMP ciclico.

Numa segunda etapa de alosteria, 0 AMP ciclico ativa a
proteina quinase A (PKA), ligando-se a sua unidade regula-
toria e liberando a unidade catalitica ativa.

Na terceira etapa, ocorre modulacao covalente em que a
PKA fosforila a fosforilase quinase, tornando-a ativa.

Na quarta etapa, também por modulacéo covalente, a
fosforilase quinase fosforila a glicogénio fosforilase,
ativando-a. Por fim, esta hidrolisa diretamente o glicogénio
liberando glicose-1-fosfato para a via glicolitica.



Mecanismos de regulacdo do metabolismo de carboidratos e lipideos
Enzima4

~ alosteria
modulacédo @ €rurranans cAMP

covalente @
transporte : E
o Enzima 4
X Z
"4 \\_~7 7~
. Enzimal Enzima 2 Enzima3 :
. “" V.,. :
membrana ‘t“ ““““' @ @ ',"..... :.
alosteria alosteria "
Sintese RblAm —b Sintese
01 1
O (=) ribossomal

L

indutor repressor

Em vias metabdlicas reguladas por alosteria, uma enzima inicial da rota e
controlada por um dos produtos finais da mesma.



Como sao controladas as enzimas in vivo, além de alteracdes na
disponibilidade de S e da propriaE ?

A atividade enzimatica pode ser regulada por diferentes mecanismos, que muitas
vezes atuam em conjunto na mesma enzima.

Entre estes mecanismos, destacam-se:

1. Inibidores:
. irreversiveis: nao proteicos e proteicos
. reversiveis: competitivo, ndo competitivo ou misto, incompetitivo

2. Alosteria;
. ativadores e inibidores
*  cooperatividade

3. Modulacéo covalente
 Fosforilacao e defosforilacéo
« Ativacdo de zimogénios




Ativacao de zimogénios é um caso especifico de modulacéo
covalente exclusivo de alguns tipos de enzimas proteoliticas.

* ZIMOQEnios: as proteases sao sintetizadas numa forma inativa por estar em
uma conformacao desfavoravel, com bloqueio ou desalinhamento dos
residuos do sitio catalitico.

« conformacao desfavoravel resulta de porcdes adicionais da cadeia poli-
peptidica, que devem ser retirados para que a proteina assuma a forma ativa.

* podem acontecer duas situacdes, combinadas ou nao:
- zimogénio tem uma extensao N-terminal (pro-segmento) que precisa
ser retirada. Pro-segmentos podem ter de 2 a 150 residuos a.a.
- zimogénio tem cadeia polipeptidica Unica, que precisa ser clivada
(protedlise limitada) para formar duas ou mais subunidades.

e conversao do zimogénio a protease ativa pode resultar da acao proteolitica
de outra protease, ou de alteracao do pH ou temperatura do meio, ou ainda, da
adsorcao do zimogénio a uma superficie negativa. Esses eventos determinam
mudanca conformacional e/ou auto-hidrdlise pela propria protease.

e ativacao e irreversivel, e porisso, energeticamente cara para o organismo.



A enzima digestiva quimotripsina € sintetizada como quimotripsinogénio, com um
cadeia unica, impossibilitando a montagem do sitio ativo, formado pela His57, Aspl102 e
Serl95 (em rosa). No intestino, o quimotripsinogénio € clivado pela tripsina em dois pontos,
retirando dois dipeptideos. A quimotripsina ativa possue trés subunidades, cadeias A, B e

C, unidas por 5 pontes S-S.

— 42
i
74
[
5 bR
122
136
145
149
s 68— g
=5
Ser-155 -

245

guimotripsinogénio =% quimotripsina ‘

14 15

Ser-Arg

13
16

— 42
i
| 5 ® His-57
—058
& fAco-102
122
136
145
149
EI 68— 5
|
g 1|82—8
191—
Ser-155 = 5
201
5
21—
245

A chain

B chain

Cchain

Domain |

A Quimotripsina é formada por dois dominios, com 6
folhas B antiparalelas (vermelho) cada.

O sitio ativo contendo a triade catalitica (Ser195,
Aspl02, His57, as cadeias laterais estdo destacadas)
localiza-se entre os dois dominios. As pontes S-S
aparecem em violeta.

Linhas pontilhadas indicam os residuos 14-15 e 147-
148 presentes no precursor inativo, quimotripsinogenio.



As aspartico-proteases gastricas, como a
pepsina, sao sintetizadas como zimogénios

Em verde esta representado o prosegmento
com 43 aminoacidos, que bloqueia o0 acesso
ao sitio ativo.

Inicialmente, o pepsinogénio € ativado pela
exposicao ao HCIl, com uma mudanca
conformacional que permite que algumas
moléculas hidrolisem o pro-segmento,
tornando-as ativas.

Em seguida, a pepsina formada faz a
protedlise limitada de mais moléculas de
pepsinogénio.

Em rosa esta representado as regides da
molécula que se reorganizam com a retirada
do pro-segmento
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A Coagulacédo Sanguinea é
resultado da ativacao de
uma cascata de zimogénios
de serino-proteinases.

A cascata pode ser iniciada
independentemente atraves do
fator Xll (via intrinseca) ou do
fator VII (via extrinseca).

Ambas as rotas convergem
para uma via comum, com a
ativacao do fator Xa. Este, em
presenca de fator Va, converte
protrombina em trombina.

O fibrinogénio é clivado
formando fibrina por acao da
Trombina.

Zimogénios ]
Serino-proteinases =
Fatores nao enzimaticos B



