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Guia de estudos

Aula 5: Enzimas 1

A aula de enzimas sera dividida em duas partes. Nesta aula seréo
introduzidos conceitos gerais sobe enzimas. Preste atencao pois a leitura basica
esta fragmentada, e ha partes de leitura basica as quais sao referentes somente
a aula 2 sobre enzimas. Também esta sendo anexado um texto extra sobre
escorbuto que acredito ser interessante para a area de vocés. Dentre outras
regides do corpo, o escorbuto acomete as gengivas devido a insuficiéncia de
vitamina C no organismo. Este assunto se relaciona com temas ja abordados
sobre estrutura de proteinas e o conceito de vitaminas introduzido hoje.
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A manutencdo da vida celular depende da continua ocorréncia de um conjunto de reagdes quimicas, que devem
atender duas exigéncias fundamentais: (1) devem ocorrer em velocidades adequadas a fisiologia celular — a insuficiéncia
na produg¢@o ou na remo¢do de metabolitos pode levar a condigdes patologicas, e (2) precisam ser altamente especificas, de
modo a gerar produtos definidos.

Quando se examina a composi¢do quimica de uma célula simples como a de Escherichia coli (Tabela 5.1), uma
bactéria presente no trato intestinal humano, pode parecer improvavel obter a exatiddo das reagdes necessarias para a
manutencdo e reproducdo desta bactéria frente a grande variedade de compostos ali presentes. Em células de eucariotos, o
numero de compostos quimicos ¢ ainda maior e, mesmo considerando a separacdo em diferentes compartimentos celulares,
cada organela contém uma formidavel diversidade de compostos, potencialmente capazes de reagir uns com os outros. Por
outro lado, nas temperaturas relativamente baixas em que vivem as células, as velocidades destas reacdes sdo despreziveis,
e as moléculas presentes, praticamente inertes. De fato, uma reagdo quimica pode ser termodinamicamente viavel ou
espontanea (Secdo 4.1), mas ter velocidade igual a zero ou muito préxima de zero. Por exemplo, glicose cristalizada ou em
solu¢do pode ser mantida em contato com oxigénio, sem que ocorra oxidagcdo do actcar, apesar da oxidagdo de glicose
liberar grande quantidade de energia. A velocidade com que esta transformacdo ocorre, em tempo mensuravel, € igual a
Zero.

A presencga de proteinas com func¢do catalitica, as enzimas, dirigindo todas as reagdes celulares permite atender as duas
exigéncias inicialmente apresentadas.

Como catalisadores, as enzimas aumentam de varias ordens de grandeza a velocidade das reagdes que catalisam
(Tabela 5.2) — a oxidagdo de glicose por oxigénio por meio de uma sequéncia de reagdes catalisadas por enzimas pode ser
feita nas células em minutos. Para ter uma ideia do papel indispensavel das enzimas, basta lembrar que mesmo reagdes que
tém agua como reagente (e a concentragdo da agua ¢ 55,5 M) sdo catalisadas por enzimas. Ademais, por serem altamente
especificas, as enzimas “selecionam”, entre todas as reacdes potencialmente possiveis, aquelas que efetivamente irdo
ocotrer.

Durante muito tempo, admitiu-se que todos os catalisadores biologicos fossem proteinas. No inicio da década de 1980,
entretanto, verificou-se que moléculas de RNA catalisavam reagdes quimicas celulares. A descoberta foi surpreendente e
este tipo particular de catalisador recebeu o nome de ribozima. Comporta-se de forma semelhante as proteinas enzimaticas,
obedecendo também a cinética de Michaelis-Menten (Segdo 5.6). Sua atuacdo nas reagdes metabodlicas esta restrita a
alguns casos especiais, conquanto importantes. Cerca de 10 anos depois da identificagdo das ribozimas, foram
selecionados, in vitro, pequenos segmentos de DNA com atividade catalitica, as desoxirribozimas, que, todavia, ndo sio
encontradas na natureza.

Tabela 5.1 Composicao quimica aproximada de uma célula de E. coli.

Substancias % do peso celular Nimero de tipos diferentes

Aqua 70 1
fons inorgénicos (Na*, K*, Ca*, (1 -, 50,27) 1 20
Proteinas 15 2.500
Aminodcidos e seus precursores 0,5 100
(arboidratos e seus precursores 3 200
Lipidios e seus precursores 2 50
DNA 1 1

RNA 6 1.000
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Nucleotidios e seus precursores 0,5 200

Outras moléculas 0,2 200

Tabela 5.2 Aumento da velocidade da reacao por catalise enzimatica.

Reacao Enzima Vv
(0, + H,0 = HC0,” + H* Anidrase carbonica 107
Di-hidroxiacetona fosfato = Gliceraldeido 3 -fosfato Triose fosfato isomerase 10°
Glicose + ATP = Glicose 6 -fosfato + ADP + H* Hexoquinase 10
Glicose 6-fosfato = Glicose 1-fosfato Fosfoglicomutase 10"
Ureia + H,0 = NH; + (0, Urease 10™
Orotidina monofosfato = Uridina monofosfato + (0, Orotidina monofosfato descarboxilase 10"

MV ¢ = velocidade da reagio catalisada; V = velocidade da reaciio nio catalisada.

As consideragdes que serdo feitas daqui para diante referem-se exclusivamente as enzimas “proteicas”.

5.1 Atuacao das enzimas na cinética das reacoes

As enzimas aceleram a velocidade da reacao por diminuirem sua energia de ativacao

Tomando o exemplo simples da conversdo irreversivel de uma substancia A em B (A — B), a velocidade da reagdo (v)
sera:

[B] e [A] representam as concentracdes molares de B e de A, e a unidade da velocidade (v) é mols por litro por segundo.
A velocidade da reagdo € proporcional & concentragao de A:

v=k[A]

A constante k é chamada constante de velocidade da reagio, com unidade de seg™'. Esta é uma reagio de primeira
ordem, ja que sua velocidade depende da concentracdo do reagente com expoente igual a 1.

A maior parte das reagdes quimicas processadas nos organismos sdo mais complexas, por envolverem, pelo menos, trés
moléculas diferentes e por serem, geralmente, reversiveis. Sao reagdes de segunda ordem, representadas por

2A=B+CouA+B=C+D
para as quais, pode-se demonstrar, as velocidades de reagdo serdo, respectivamente
v=k[AP ev=k[A][B]

Para um melhor entendimento dos fatores que interferem na velocidade de reagdo, ¢ importante analisar como ocorre a
transi¢do entre reagente e produto (ou entre reagentes e produtos). Considere-se o diagrama de uma reagdo espontinea
(Figura 5.1) que mostra a variagdo de energia livre do sistema em fun¢do de um parametro genérico da reagcdo que mede a
sua progressdo, o seu caminho. Na reacdo espontdnea, a energia dos produtos ¢ menor do que a dos reagentes. Nota-se,
ainda, que para se transformar no produto, o reagente deve passar por um estado intermediario, de maior energia. Assim,
para reagir, as moléculas devem ter uma quantidade de energia que lhes permita atingir o estado reativo, chamado estado
de transig¢do.

Uma reag@o de primeira ordem envolve, muitas vezes, alteracdes da molécula do reagente (inico), que requerem
energia e que a fazem alcancar o estado de transi¢do. Esta condicdo, para cada molécula, ocorre ocasionalmente, de modo
que somente uma fracdo das moléculas de um sistema esta apta a sofrer a reacdo. Uma reagdo de segunda ordem s6 ocorre
quando duas moléculas diferentes colidem — ao se chocarem, as moléculas devem estar com orientagdo apropriada uma
em relacdo a outra e a colisdo deve leva-las a adquirir uma quantidade minima de energia que lhes permita atingir o estado



de transi¢do. Muitos choques sdo improdutivos ou porque ocorrem entre moléculas direcionadas de modo inadequado ou
porque as colisdes ndo sdo suficientemente energéticas.

Para levar todas as moléculas de um mol de uma substancia até o estado de transi¢do, necessita-se de uma quantidade
de energia definida como energia livre de ativa¢do ou energia de ativa¢do (E,). Esta energia €, portanto, a “barreira” que
separa os reagentes dos produtos (Figura 5.1) e equivale ao adicional a energia média das moléculas de reagente,
necessaria para atingir o estado de transicdo. A velocidade de uma reagdo serd diretamente proporcional ao numero de
moléculas com energia igual ou maior do que a energia do estado de transigao.

Energia Estado de
transigao

E, sem catalisador

Ea com catalisador

Reagentes

Produtas

»
Caminho da reagio

Figura 5.1 Diagrama mostrando a variacdo de energia livre em fungdo do caminho de uma reagdo espontidnea hipotética. Na
presenca do catalisador, a reag@o ocorre por um caminho alternativo com energia de ativagdo (E,) menor.

Em uma populacdo de moléculas, nem todas t€ém o mesmo conteido energético. Algumas tém conteido muito
pequeno, outras, muito grande, ¢ a maioria apresenta um conteido médio, caracteristico da temperatura na qual a
populagdo se encontra. Quando se eleva a temperatura de um sistema, as moléculas, no seu conjunto, adquirem um
contetido energético maior, respeitando o mesmo padrdo de distribui¢do de energia.

A decorréncia das consideragdes expostas ¢ que a velocidade de reagdo pode ser aumentada de trés maneiras diferentes:

1. aumentando a concentra¢do do reagente, como estabelecido pela equacao da velocidade;
elevando a temperatura, pois um numero maior de moléculas atinge a energia de ativagdo (Figura 5.2 a);

3. diminuindo a energia de ativagdo, por permitir que, mesmo mantida a temperatura, um nimero maior de
moléculas atinja a energia necessaria para reagir (Figura 5.2 b).

A reducdo do valor da energia de ativagdo pode ser obtida pela presenca de catalisadores, e é o processo empregado
pelos seres vivos para acelerar suas reagdes quimicas. Os catalisadores aceleram a velocidade da reagdo, sem alterar a
proporcao entre reagentes e produtos encontrada no final da reagdo e sem serem consumidos no processo. Como sua
concentragdo permanece constante, podem atuar em quantidades minimas, ditas cataliticas, varias ordens de grandeza
menores do que as concentragdes dos reagentes. O catalisador participa efetivamente da reagdo, sofrendo alteragdes de sua
estrutura quimica durante o processo; invariavelmente, porém, retorna a sua forma original quando a reag@o termina.

As enzimas catalisam praticamente todas as reagdes quimicas que se processam nos seres vivos. Nas reagdes
enzimaticas, os reagentes sdo chamados substratos.
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Figura 5.2 Alteracdo da distribui¢do de energia entre as moléculas de uma populagdo que se encontram em uma temperatura T :
(a) por aumento da temperatura (T, > T)); (b) pela presenga de um catalisador. A area colorida representa a fracdo da populagdo com
energia igual ou maior do que a energia de transi¢ao (E,).

A eficiéncia da catalise enzimatica deriva da ligacao do substrato a enzima

Geralmente ha uma grande diferenga de tamanho entre as moléculas de enzimas e as de seus substratos. As enzimas sao
macromoléculas proteicas — mesmo as menores sdo formadas de mais de uma centena de aminoacidos — e suas massas
molares variam de 10.000 a alguns milhdes, enquanto a massa molar dos substratos é muitas ordens de grandeza inferior
(Tabela 5.3).

‘ Tabela 5.3 Massas molares aproximadas de enzimas e de seus substratos.

Enzima Substrato Massa molar aproximada

(atalase 200.000
H0, 34

Urease 500.000
Ureia 60

Fosfofrutoquinase 380.000
Frutose 6-fosfato 300

Glutamina sintetase 600.000
Glutamato 150

Embora, em geral, o total da molécula enzimatica seja necessario para a catalise, a ligagdo com o substrato da-se apenas
em uma regido pequena e bem definida da enzima, chamada sitio ativo. O sitio ativo constitui uma cavidade com forma
definida, revestida por cadeias laterais de aminoacidos, algumas das quais ajudam a ligar o substrato enquanto outras
participam diretamente da catalise. A estrutura do sitio ativo € responsavel pela grande especificidade das enzimas, pois
permite & enzima “reconhecer” seu substrato. Uma molécula, para ser aceita como substrato, deve ter uma forma



complementar & do sitio ativo e conter grupos quimicos capazes de estabelecer ligagdes precisas com cadeias laterais de
aminoacidos do sitio ativo.

A relag@o substrato-enzima ndo deve ser entendida como um modelo rigido de chave-fechadura. A ligacdo do substrato
induz uma mudanga na conformagdo da enzima (Figura 5.3), amoldando sua forma a do substrato e¢ fazendo-a adquirir uma
nova configuragéo, ideal para a catalise. E o que se chama ajuste induzido.

c

Substrato

(@) (b)

Figura 5.3 Mudanga da conformagio da enzima induzida pela ligagdo com o substrato. O exemplo mostra a hexoquinase antes (a)

e depois (b) de se ligar ao substrato, a glicose. A molécula da enzima consta de dois dominios, que se aproximam, encaixando o
substrato.

A ligacdo a enzima modifica também a molécula do substrato, que € submetida a tensdo e distor¢do, assumindo uma
conformacdo aproximada a que tem no estado de transi¢do, mas com menor conteudo energético. Ainda mais, a ligagao das
moléculas dos substratos ao sitio ativo propicia sua correta orientagdo e sua aproximacao, favorecendo a reagdo, que passa
a depender muito menos dos choques casuais entre moléculas. Na verdade, as enzimas reproduzem os mecanismos da
catalise ndo enzimatica de reagdes orgénicas. Nestes processos, cadeias laterais de aminoacidos do sitio ativo adicionam
ou removem protons do substrato, ou formam ligagdes covalentes transitorias com o substrato. As enzimas, como todos os
catalisadores, criam um novo caminho para a reacdo, com um novo estado de transi¢do, que requer menor energia de
ativagdo (Figura 5.1).

Um exemplo simples deste novo caminho ¢ a hidrélise de um éster catalisada por acido (Figura 5.4). A reagdo de
hidrélise consiste no ataque do oxigénio (que tem carga residual negativa) da molécula de dgua ao carbono presente no
éster (que tem carga residual positiva, em virtude de sua dupla ligacdo com o oxigénio). A energia de ativagdo requerida
para atingir o estado de transigdo € alta. Os ions H' originados da dissocia¢do do 4cido criam um caminho alternativo para
a reagdo: o fon H' liga-se ao oxigénio presente no éster, aumentando a carga positiva do carbono e tornando-o mais
suscetivel ao ataque do oxigénio da adgua. Este novo caminho, na presenca de H', tem energia de ativagdo menor e, em
uma mesma temperatura, mais moléculas poderdo reagir e a velocidade da reagdo sera maior. Se a mesma reagdo fosse
catalisada por uma enzima, a atua¢do catalitica do ion H' poderia ser exercida por um grupo NH;" pertencente a cadeia
lateral de um residuo de lisina do sitio ativo.

Figura 5.4 Mecanismo da hidrolise de um éster catalisada por um 4cido. A presenga dos fons H altera a distribui¢do de cargas
elétricas do éster, criando um caminho de reacao.

As enzimas sao mais eficientes que os catalisadores nao enzimaticos

As enzimas aceleram a velocidade das reacdes em varias ordens de grandeza maiores do que os catalisadores néo



enzimaticos; tornam possivel a ocorréncia, a velocidades aprecidveis, de reagdes cujas velocidades seriam despreziveis na
sua auséncia (Tabela 5.2). Como as enzimas apresentam alto grau de especificidade, ocorrerdo em uma célula, dentre todas
as reagOes potencialmente possiveis entre as numerosas substancias presentes, apenas aquelas reagdes para as quais a célula
possua enzimas especificas. Ainda mais: como sdo sintetizadas pelas proprias células, sua concentragdo e sua atividade
podem ser reguladas, permitindo um ajuste fino do metabolismo as condigdes fisiologicas.

O conjunto destes aspectos favoraveis possibilita a manuten¢do da vida, justificando o alto investimento energético
para a sintese de enzimas.

5.1.1 Graus de especificidade das enzimas

O sitio ativo de uma enzima permite a ligagdo apenas do seu substrato, trazendo grande especificidade para a catalise.
O grau de especificidade varia com a enzima considerada. Ha enzimas que aceitam como substratos varios aminoacidos,
enquanto outras exigem um aminoacido determinado. Entretanto, qualquer que seja o grau de especificidade apresentado
pelas enzimas, é sempre maior do que o apresentado pelos catalisadores ndo enzimaticos. Os ions H, por exemplo, agem
como catalisadores em um grande nimero de reagdes, incluindo a hidrolise de ésteres, proteinas e polissacaridios. As
enzimas proteoliticas, ao contrario, sdo especificas para a hidrolise de proteinas, ndo atuando sobre carboidratos ou
lipidios, para cujas hidrolises sdo requeridas enzimas proprias. Entre as enzimas proteoliticas aparecem diferentes graus de
especificidade: a pepsina hidrolisa ligagdes peptidicas das quais participem grupos carboxilicos de aminoacidos
aromaticos (triptofano, fenilalanina e tirosina) e a tripsina reconhece apenas ligacdes peptidicas formadas por arginina ou
lisina. Graus extremos de especificidade sdo encontrados entre as L-aminoxidases, por exemplo. Sdo enzimas capazes de
reconhecer aminoacidos na configuragdo L, sendo inativas com isdmeros na forma D.

5.2 Classificacao e nomenclatura das enzimas

As enzimas sdo classificadas em seis grupos de acordo com o tipo de reagdo que catalisam (Tabela 5.4) e cada grupo ¢
subdividido em classes e subclasses. Cada enzima recebe um nome que descreve a reagdo que catalisa e um codigo
numérico, de tal forma que possa ser identificada sem ambiguidade.

Por exemplo, a enzima que catalisa a oxida¢do do etanol por NAD" é designada dlcool:NAD": oxirredutase e tem o
numero de classificagdo EC 1.1.1.1. (EC de Enzyme Comission), que significa:

EC 1 = oxirredutases

EC 1.1 = oxirredutases que atuam sobre doadores de elétrons com grupo HC-OH

EC 1.1.1 = oxirredutases que atuam sobre doadores com grupo HC— OH e catalisam uma reag¢do que tem NAD" ou
NADP" como aceptores de elétrons

EC 1.1.1.1 =enzima que catalisa a oxidacdo do etanol.

A nomenclatura oficial €, na pratica, substituida por nomes mais simples ou que se tornaram classicos. A alcool:NAD *:
oxirredutase é comumente referida como dlcool desidrogenase; a enzima que catalisa a sintese de glicogénio, oficialmente
designada UDPglicose:glicogénio 4-a-D-glicosiltransferase (EC 2.4.1.11), ¢ chamada glicogénio sintase. Na
terminologia usual, o nome ¢ dado indicando o substrato, seguido de outra palavra terminada em ase que especifica o tipo
de reagdo que a enzima catalisa. Sendo assim, com um pouco de pratica, ¢ possivel prever o nome da enzima conhecendo-
se a reagdo que ecla catalisa e vice-versa. Mesmo esta forma simplificada de nomenclatura apresenta exceg¢des, como ¢é o
caso das enzimas digestivas: pepsina, tripsina etc., cujos nomes triviais tornaram-se classicos.

53 Fatores que interferem na atividade enzimatica: pH e temperatura

A estrutura e a forma do sitio ativo sdo uma decorréncia da estrutura tridimensional da enzima e podem ser afetadas por
quaisquer agentes capazes de provocar mudangas na conformacdo da proteina. Isto torma a atividade enzimatica
dependente das caracteristicas do meio, notadamente do pH e da temperatura (Segao 2.8).

Tabela 5.4 As seis classes de enzimas e as reacoes que catalisam.

Classe Tipo de reacao Exemplo

Oxidacdo-redugao
AH,+B<=A+BH,



H H

1. Oxirredu-tases | . |
H,C—C—-OH+NAD" HC-C=0+NADH+H"
| desidrogenase
H
Etanol Acetaldeido
Transferéncia de grupos CH;OH CH:OO— ®
—= (@] - .
A-X+B=A+B-X li
o +arr B0 on + ADP
2. Transferases HO OH HO H
OH OH
Glicose Clicose 6-fosfato
AT CH,O0H CH,OH
Hidrdlise o o sacarose (o) CH.OH O CH,OH
A-B+H,0=A-H+B-0H OH oE) +H.0o— Kou S OH
3. Hidrolases HO Y : HO OH OH
OH OH CH;OH OH OH
Sacarose Clicose Frutose
Adicao de grupos a duplas ligagdes ou remogao de H H H
: N I fumarase | |
grupos, debando dupla liggo -00C—C=C—C00~+H.0 -00C —C —C—C00-
4. Liases \I\ \f I [
A=B+X—Y == A_B L 2oL
Fumarato Malato
Rearranjos intramoleculares CH,O- (@ CH,0- @
A—B+=—A_B —0 . O_CH,OH
i L fosfoglico OB
X Y Y X OH 5 D
5.lsomerases HO ¥'OH isomerase
OH OH
Clicose 6-fosfato Frutose 6-fosfato
Condensagao de duas moléculas, associada ao ? e I? ?
consumo de ATP H;C—C—COO"+HCO; +ATP —p "O0OC—C—C—COO™ +ATP+P.
6. Ligases R carboxilase |
A+B=A-B H
Piruvato Oxaloacetato
® = PO~
Tabela 5.5 pH étimo de enzimas.
Enzimas pH étimo
Pepsina 1,5
Fosfatase dcida 45
Urease 6,5
Tripsina 78
Arginase 9,7

Para a maioria das enzimas existe um valor de pH no qual a sua atividade € maxima — a velocidade da reacdao diminui
a medida que o pH se afasta desse valor 6timo. Ele é caracteristico para cada enzima (Tabela 5.5), mas, com frequéncia, esta
proximo do pH neutro. A influéncia do pH sobre a catalise enzimatica pode ser melhor compreendida lembrando que as
enzimas apresentam grupos ionizaveis nos residuos de aminoacidos. Alguns destes grupos podem fazer parte do sitio ativo
ou serem importantes na manutencido da estrutura espacial da molécula. Existe uma concentracao hidrogenidnica que
propicia um determinado amranjo de grupos protonados e desprotonados que leva a molécula de enzima a conformacao
ideal para exercer seu papel catalitico. Este pH étimo decorre do numero e tipo de grupos ionizaveis que uma enzima
apresenta e da sequéncia em que estdo organizados, ou seja, depende de sua estrutura primaria. Por outro lado, quando o
substrato contém grupos ionizaveis, as variagdes de pH também poderdo afetar suas cargas. A eficiéncia da catalise
dependera, entdo, de encontrarem-se, enzima e substrato, com conformacao e carga adequadas para permitir a interagao.

A velocidade da reacdo enzimatica, a 0°C, apresenta valores proximos de zero. A elevacdo da temperatura aumenta a
velocidade somente enquanto a enzima conservar sua estrutura nativa. Acima de 50-55°C, a maioria das enzimas sao
desnaturadas, acarretando a perda do poder de catalise. Entre 0°C e 50°C vive a grande maioria dos seres vivos; ha,



entretanto, excecdes, entre as quais a mais notavel ¢ representada por bactérias que vivem em aguas termais, com
temperaturas ao redor de 100°C.

As consideracdes referentes a amplas variagdes de pH sdo pertinentes ao estudo da atividade enzimatica in vitro. Os
seres vivos tém suas reagdes ocorrendo em ambiente tamponado, ja que todas as células dispdem de mecanismos para
manuten¢do do pH. Mesmo assim, microambientes celulares podem apresentar pequenas variagdes de pH que afetam a
atividade das enzimas e que servem para o controle de sua agdo. A temperatura tem influéncia decisiva sobre a distribuicao
geografica dos seres vivos. Microrganismos, vegetais e animais ectotérmicos tém suas atividades vitais inteiramente

dependentes da temperatura ambiente; aves e mamiferos, endotérmicos, sdo menos afetados.  [Término leitura basica,
enzimas parte 1

54 Cinética da reacao enzimatica

Inicio leitura basica, enzimas parte 2| Enzima e substrato formam um complexo transitério

O estudo das reagdes enzimaticas e de uma série de propriedades das enzimas baseia-se em medidas da velocidade da
reagdo, que ¢ diretamente proporcional a concentragdo do reagente (Secio 5.1). A medida que a reagdio se processa, a
concentragdo do reagente diminui e a velocidade da reacdo também, ou seja, a velocidade da rea¢do varia ao longo do
tempo. A velocidade da reacdo determinada apds um intervalo de tempo € a velocidade média da reagdo durante esse
tempo. Para determinar a velocidade de reagdo efetivamente proporcional a concentragdo inicial de reagente, ¢ necessario
medir a velocidade inicial (v,). Esta medida é conseguida utilizando-se um tempo de reagdo muito pequeno, durante o
qual a conversdo de reagente em produto tenha sido tdo reduzida que a concentracdo de reagente possa ser considerada
constante — ¢ o chamado tempo inicial. Como o tempo inicial difere para cada reacdo considerada, podendo variar de
fragdes de segundos até vérias horas, convenciona-se ser o tempo em que menos de 10% do reagente (substrato) tenham
sido transformados em produto.

Grande parte das reagdes catalisadas enzimaticamente obedece ao padrio

A+B=C+D

Para o tratamento da cinética enzimatica, entretanto, serd adotado um modelo mais simples, em que ha apenas um
substrato e um produto, representado por:

S=P

E o caso, por exemplo, de algumas reagdes de isomerizagdo, em que um isdbmero é transformado em outro.
A velocidade de reagdo ¢ medida em tempos iniciais, quando a concentracdo de P ¢é desprezivel (e, portanto a
velocidade v =k [P] € praticamente igual a zero), sendo possivel fazer a aproximagao:

S—P

A reagdo catalisada enzimaticamente processa-se em duas etapas: na primeira, a enzima (E) liga-se reversivelmente ao
substrato (S), formando um complexo enzima-substrato (ES):

Na segunda fase, sdo liberados o produto (P) e a enzima:

Uma vez na forma livre, a enzima pode, entdo, ligar-se a outra molécula de substrato (seta tracejada no esquema
seguinte). A representacdo conjunta das etapas (1) e (2) é:
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As equagoes de velocidade para as reagdes componentes do processo sao:

v =k [E][S]
v, =k, [ES]
v, =k, [ES]

O tratamento matematico dos dados experimentais, obtidos com preparagdes nao purificadas de enzimas, foi feito no
inicio do século XX por Leonor Michaelis e Maud L. Menten. Estes pesquisadores procuravam explicar, sobretudo, porque
a fungdo que relaciona a velocidade da reagdo com a concentragdo do reagente (substrato, S) era uma hipérbole equilatera e
ndo uma reta, como previsto pela equagdo v =k [reagente].

Michaelis e Menten partiram de dois pressupostos: (1) a concentracdo de substrato ¢ muito maior do que a
concentragdo de enzima e (2) k; >k _; > k,. Sdo duas as decorréncias desta diferenca de grandeza entre as constantes de
velocidade k _; e ky:

a primeira reagdo estabelece um equilibrio, o que ndo seria possivel se k, fosse maior do que k _;
2. avelocidade da reagdo global, ou seja, a velocidade da formagdo do produto, v,, é determinada pelo valor de k,, j&
que esta ¢ a etapa mais lenta e limitante do processo.

Estes pressupostos revelaram-se verdadeiros para um grande ntimero de enzimas, chamadas enzimas michaelianas, ¢
serdo admitidos para as consideragdes feitas a seguir. Para muitas enzimas, entretanto, as premissas consideradas por
aqueles autores ndo sdo verdadeiras e a cinética de suas reagdes € diferente da que serd tratada aqui.

Nas reagdes enzimaticas, a concentracdo de enzima ¢, via de regra, muito menor que a de substrato. Realmente, em
virtude da diferenca de massa molar entre eles (Tabela 5.3), solugdes equimolares de enzima e substrato nao sao usadas na
pratica e, muitas vezes, nem sequer poderiam ser obtidas. Um exemplo ilustrativo ¢ a reacdo de sintese de glutamina a
partir de glutamato e NH,", catalisada pela glutamina sintetase:

Glutamato + NH,~ + ATP — Glutamina + ADP + HPO,> + H*

Uma solugdo 10 mM de glutamato (mol = 150) contém 1,5 g/L; para conter o mesmo nimero de moléculas, uma
solucdo de glutamina sintetase (mol = 600.000) deveria ser também 10 mM, ou seja, conter 6 kg de enzima por litro! Na
pratica, portanto, as solu¢des de enzimas sdo muito mais diluidas do que as de seus substratos e, nas reagdes enzimaticas, o
numero de moléculas de enzima ¢ muito inferior ao nimero de moléculas do substrato. Esta situagdo ¢ semelhante a
celular, onde a concentragiio de substrato chega a ser 10° vezes superior a da enzima.

Apesar dessa disparidade numérica, quando se adiciona enzima a uma solug@o de substrato, nem todas as moléculas de
enzima combinam-se com o substrato. Como k, ¢ muito menor do que k _;, a conversdo ES — E + P é comparativamente
muito lenta e estabelece-se um equilibrio entre E, S ¢ ES. Este equilibrio é atingido em fragdes de segundo depois de serem
postos em contato enzima e substrato, e tem concentragdes definidas e constantes de cada espécie, havendo sempre uma
porcentagem de enzima livre (E). Na Figura 5.5, esta fase ocorre até o tempo t;. Como a enzima € um composto quimico, a
reagdo E + S = ES em nada difere de uma reacdo genérica A + B = C, em cujo equilibrio existem, concomitantemente, as
espécies A, B e C. As concentracgdes de cada espécie dependerdo do valor da constante de equilibrio da reagdo e, portanto,
dos valores das constantes de velocidade k; e k _;:

Tendo havido formagéo de ES, inicia-se a segunda parte da reagdo enzimatica, aquela que efetivamente gera o produto,
com velocidade diretamente proporcional a concentragdo de ES:



Durante o tempo em que ¢ medida a velocidade inicial (o tempo inicial), mantém-se a seguinte situagcdo: continua
formacao do produto e concentragdes estaveis de ES, E e S. O fato de ES estar sendo consumido na formagao do produto
ndo provoca diminuigdo significativa da sua concentracdo, pois ha sempre substrato excedente para combinar-se com a
enzima que ¢ liberada quando se forma o produto; a pequena e continua diminui¢do da concentragdo de S ndo ¢
significativa, face ao seu grande excesso. Na Figura 5.5, este periodo corresponde ao intervalo t,—t,. Naturalmente, em
tempos maiores do que os tempos iniciais (tempos maiores do que t,, na Figura 5.5) a diminui¢do da concentracdo de
substrato passa a ser significativa: a reacdo prosseguira com velocidades cada vez menores (ao longo do intervalo de
tempo At, na Figura 5.5), até que todo o substrato seja transformado em produto (tempo t;, na Figura 5.5).

As consideragdes que serdo feitas daqui para diante referem-se a velocidades iniciais (v,), medidas em tempos iniciais.

A influéncia da concentragdo do substrato na velocidade da reacdo pode ser esclarecida pela analise de trés situagdes
de concentragdes diferentes de substrato (situagdes I, Il e III da Figura 5.6), com uma mesma concentragio de enzima. E
importante ressaltar que as velocidades consideradas sdo velocidades iniciais, v, (incluindo a V,;,), medidas apds um
mesmo tempo inicial — a influéncia do tempo na velocidade da reacdo néo esta sendo analisada na Figura 5.6.
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Figura 5.5 Variagao das concentragdes dos componentes da reagdo enzimatica em fungdo do tempo. O intervalo 0 - t; é muito
pequeno. Apds o tempo t; estabelece-se o equilibrio entre E, S e ES, cujas concentragdes permanecem aproximadamente constantes
até o tempo t,. A concentracdo do produto cresce sempre; a concentragdo do substrato, a rigor, diminui, mas pode ser considerada
constante face a sua enorme concentragdo em comparagdo a da enzima, do complexo ES e do produto. Entre t; e t , esta o tempo
inicial, durante o qual a velocidade inicial (v,) deve ser medida. Durante o intervalo de tempo At, a concentrag@o do substrato diminui
efetivamente e a reacdo chega ao final (tempo t;).

A situagdo I da Figura 5.6 supde uma pequena concentracdo de substrato (pequena, porém muito maior do que a
concentragdo de enzima) e que o equilibrio da primeira etapa da reagdo seja tal que apenas 25% das moléculas de enzimas
presentes estejam ligadas ao substrato, formando o complexo ES; os 75% restantes estardo livres, na forma E. Na situagdo
II, ha uma maior concentragdo de substrato e o equilibrio ¢ obtido com 50% das moléculas de enzimas na forma de
complexo ES e os outros 50% como enzimas livres (E). Na situagdo III, o aumento da concentragdo de substrato foi tal que
levou 75% das moléculas de enzimas a estar complexadas com o substrato.

Em resumo, nas situacdes I, I e III da Figura 5.6, as concentra¢des de E (enzima livre) e de complexo ES, expressas
como porcentagem da concentracgdo total de enzima ([E] + [ES]), sdo:
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Figura 5.6 Esquema ilustrativo do equilibrio E + S 2 ES, em trés situacdes (I, II, III) de concentragdes diferentes de substrato e
mesma concentragdo de enzima, analisadas apés um mesmo tempo inicial. As velocidades de reagdo (v,) s@o indicadas em
porcentagens da V.. Na pratica, a propor¢do [S]/[E] ¢ muito maior do que a representada no esquema.

Se a quantidade de substrato for muito maior do que a prevista na situagdo III, a concentracdo de E sera praticamente
nula, encontrando-se toda a enzima disponivel sob a forma de ES. Trata-se da maior concentracdo possivel de ES,
praticamente igual & concentragdo de enzima utilizada:

A concentragdo de ES ¢ refletida na velocidade de formacao do produto, ja que
v, =k, [ES]

¢ a reacdo ocorre na maior velocidade possivel. Essa concentragdo de substrato é dita saturante e, a partir dela, novos
aumentos da concentragdo de substrato ndo terdo efeito perceptivel sobre a velocidade da reagdo, que atingiu o seu valor
maximo, a velocidade maxima (V,;,) da reagdo. Com as concentragdes de substrato das situagdes I e II serdo obtidas
velocidades respectivamente iguais a 25 e 50% da V 4. A velocidade da reacdo ¢ sempre proporcional a concentragao de



ES, como exemplificado na Figura 5.6.

Os dados experimentais para construir um grafico que relaciona velocidade inicial e concentragdo de substrato (Figura
5.7) podem ser conseguidos pelo procedimento seguinte. Prepara-se uma série de tubos contendo a mesma concentracdo de
enzima e concentracdes crescentes de substrato. Espera-se o tempo adequado para que se forme uma quantidade
mensuravel de produto; este tempo, entretanto, deve ser suficientemente pequeno para que menos de 10% do substrato
tenham sido transformados em produto, para garantir que serdo medidas velocidades iniciais. Dosa-se o produto e calcula-
se a velocidade (quantidade de produto formado dividido pelo tempo). Na curva obtida (Figura 5.7), podem-se identificar
duas regides:

1. a regido que contém os pontos A e B, em que a velocidade aumenta com o aumento da concentracdo de S,
indicando que durante a reagdo havia moléculas de enzima livres — nesta parte, a concentracao de S é o fator
limitante da velocidade da reacdo;

2. a regido do ponto C, em que a velocidade permanece essencialmente constante, apesar do aumento da
concentragdo de S, e se aproxima de V ;,, indicando que a maioria das moléculas de enzima estiveram ligadas ao
substrato durante o tempo em que a velocidade da reacdo foi medida (sobre a dificuldade de determinar o valor de
V nax @ partir do grafico da Figura 5.7, ver Se¢do 5.5).

Entre todas as concentragdes de substrato, existe uma que provoca a formac¢do de uma concentracdo de ES igual a
metade da maxima possivel — o equilibrio da primeira etapa ¢ estabelecido com 50% das enzimas sob a forma livre e 50%
das enzimas na forma ES (situa¢do Il da Figura 5.6):

Nestas condigdes, a velocidade ¢ igual a metade da V4. Esta especifica concentracdo de substrato corresponde a
constante de Michaelis-Menten, K;(Secao 5.6), e apresenta interesse particular, pois seu valor indica a afinidade que uma
enzima apresenta pelo substrato. Esta correlacdo pode ser exemplificada com a hexoquinase, que aceita como substratos
agucares de seis carbonos (hexoses), como a glicose e a frutose. Para saber por qual das duas hexoses a hexoquinase
apresenta maior afinidade, sdo feitos dois experimentos, do tipo mostrado na Figura 5.8, um utilizando glicose como
substrato e o outro, frutose. Em cada experiéncia, obtém-se a velocidade maxima aproximada da reacdo ¢ a metade dessa
velocidade. No caso em que o substrato ¢ a glicose, a metade da V4, ¢ obtida com concentragdo do agtcar igual a 0,15
mM. Dito de outra forma, é necessaria uma concentracdo 0,15 mM de glicose para que metade da enzima disponivel
encontre-se ligada a glicose, fazendo o complexo Enzima-Glicose. Para conseguir situagdo analoga com frutose, ¢
necessaria uma concentracao de frutose 10 vezes maior, isto €, 1,5 mM. A hexoquinase tem, portanto, uma afinidade muito
maior pela glicose do que pela frutose.
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Figura 5.7 Variagao da velocidade da reacdo enzimatica (v,) em fun¢do da concentragdo do substrato (S).
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Figura 5.8 Variagao da velocidade da reacdo enzimatica (v,) em fungdo da concentracdo do substrato (S) para duas concentragdes
de enzima (E, 3E).

A velocidade da reacao é diretamente proporcional a concentracao da enzima

Em todas as consideragOes feitas sobre a variacdo da velocidade de reagdo em relagdo a concentra¢do de substrato,
admitiu-se sempre uma concentracio fixa de enzima. Variando a concentracdo de enzima, a velocidade sempre ird variar
qualquer que seja a concentragdo do substrato, pois se, para uma concentragdo E de enzima obtém-se:

Para uma concentragdo de enzima igual a 2E, deve-se ter:

O substrato estd sempre em tal excesso que a quantidade que se liga a enzima € desprezivel, de modo que:

Entretanto, a concentragdo de ES em um caso € o dobro da outra e, como
v, =k, [ES]

a velocidade em um caso também sera o dobro da outra (Figura 5.8).
Generalizando, a velocidade da reagdo ¢ diretamente proporcional a concentracdo da enzima (Figura 5.9). Esta
proporcionalidade facilita a determinag@o da concentragdo (atividade) de uma enzima.



Figura 5.9 Velocidade da reac¢do enzimatica (v,) em fungdo da concentragdo da enzima (E).

A dosagem de uma enzima é obtida pela medida de sua atividade

As concentragdes das solu¢des sdo habitualmente expressas em unidades de massa do soluto por unidades de volume
da solucdo. As solugdes de enzimas constituem um caso especial, por duas razdes. A primeira ¢ que muitas vezes ha
necessidade de aferir a quantidade de uma enzima na presenca de outras proteinas — € o caso de dosagem de enzimas no
plasma sanguineo e em outros fluidos corporeos ou extratos celulares. A segunda razdo ¢ que o importante ndo ¢ a massa
total da enzima, mas a quantidade de enzimas ativas. Ou seja, interessa aferir a atividade enzimatica e ndo a concentragao.
Em uma solu¢@o de enzima desnaturada, sua massa é conservada, mas a propriedade catalitica esta perdida.

Em virtude do exposto, a dosagem de uma enzima ¢ feita pela medida de sua atividade, que ¢ avaliada pela velocidade
da reagdo que ela catalisa. Dada a especificidade das enzimas, esta medida é possivel, mesmo na presenga de outras
proteinas. Uma amostra da solucdo contendo a enzima € incubada com concentragdo alta de substrato, para garantir a
velocidade maxima e impedir que pequenas variagdes na concentracdo do substrato possam afetar as medidas. A
velocidade da reacdo é determinada e a atividade enzimatica ¢ expressa em Unidades Internacionais. Uma Unidade
Internacional (U) ¢ a quantidade de enzima capaz de formar 1 pmol de produto por minuto em condi¢des de medida
especificadas para cada caso (pH, temperatura etc.). As dosagens de enzimas sdo geralmente expressas em U/mL ou U/L
(Tabela 5.6).

A concentragdo de enzimas intracelulares no plasma € centenas de vezes menor do que no interior das células. Quando
as células sdo lesadas, suas concentragdes plasmaticas tornam-se anormalmente elevadas, revelando a instalagdo da
moléstia. Ainda mais, a enzima cuja concentracdo plasmatica aumenta pode indicar o tecido ou 6rgdo que sofreu a injuria.
Por isto, a dosagem de enzimas no plasma ¢ pratica corrente para a elucidagdo e o acompanhamento de muitas doengas
(Tabelas 5.6 e 5.7) — os valores obtidos no individuo afetado sdo comparados com os valores médios encontrados em
individuos sadios.

A medida da atividade enzimatica é também imprescindivel para monitorar a purificacdo de uma enzima. O processo
de isolamento de uma enzima ¢ iniciado a partir de um macerado de 6rgdo ou tecido, o extrato celular. Tomando uma
amostra deste extrato, deve-se determinar a atividade da enzima em questdo (em U/mL, geralmente) ¢ a quantidade total de
Unidades presentes no volume do extrato. Para adotar um pardmetro que permita a comparagdo com outras preparagdes
com etapas posteriores do processo de purificagdo, € necessario usar um referencial; a referéncia habitualmente utilizada é
a concentracdo total de proteina presente na preparagdo. Define-se, assim, a atividade especifica, que ¢ o nimero de
Unidades de enzima por miligrama de proteina presente na preparacdo. A cada etapa processada em direc¢ao a purificagao
da enzima, sdo feitas novas medidas de atividade e de concentracdo de proteina, e calculada a nova atividade especifica.
Se a etapa de purificacdo foi bem-sucedida, a atividade especifica medida deve aumentar (Tabela 5.8). Este aumento
significa, naturalmente, que o procedimento adotado eliminou proteinas indesejaveis. Novos procedimentos de
purificacdo sdo efetuados até que, no caso ideal, a atividade especifica da preparagdo torna-se maxima e constante,
indicando que a enzima esta pura.

Tabela 5.6 Resultados de exames laboratoriais de dosagens de enzimas plasmaticas em dois individuos (A e B).

Atividade enzimatica no soro (U/L)

Enzimas Individuo A Individuo B Valores de referéncia
Aldolase 2 2,1 Até3

Amilase 120 125 60-160
Colinesterase 2.700 3.200 1.900-3.800
(reatina quinase 62 50 10-80

Lactato desidrogenase 398 220 120-240
Fosfatase dcida prostatica 2,8 7,1 Até 3,7
Fosfatase alcalina 295 80 50-250
Aspartato transaminase 560 12 Até 18

Alanina transaminase 1.095 18 Até 21

y-Glutamil transferase 61 N 6-28




Os resultados dos exames do individuo A sdo compativeis com um quadro de hepatite viral aguda e os dos exames do individuo B, com
carcinoma de prostata.

Tabela 5.7 Enzimas cujas concentragoes plasmaticas sao alteradas em determinadas doencas.

Enzimas Moléstias

Transaminases, y-glutamil transferase Hepatite, enfarte do miocérdio

(reatina quinase, lactato desidrogenase Enfarte do miocdrdio

Amilase, lipase Pancreatite

Fosfatase alcalina, y-glutamil transferase Hepatite, cirrose, cancer, processos obstrutivos de vias biliares
Fosfatase dcida Neoplasia de prostata

Amilase Parotidite (caxumba)

Tabela 5.8 Purificacao hipotética de uma enzima.

Proteina total indice de

Etapas da purificacio Volume (mL) Proteina (mg/mL) (mg) u/mL U totais U/mg? purificacio®
1. Extrato celular 10 80 800 2.000 20.000 25 1
2. Fracionamento por (NH,), SO, 2 120 240 9.000 18.000 75 3
3. Filtragdo em gel 10 22 22 1.620 16.200 750 30
4. Cromatografia de troca ionica 5 2,8 14 2.268 11.340 800 32
5. Cromatografia de afinidade 2 11 2,2 5.500 11.000 5.000 200

(M U: unidade internacional de atividade enzimdtica. ® Atividade especifica: niimero de unidades de enzima por miligrama de proteina. Pelos
dados apresentados na tabela, observa-se que a etapa 4 ndo ¢ um método conveniente para a purificagdo da enzima em questdo; esta etapa
deveria ser suprimida em tentativas subsequentes. Vindice de purificagio: razio entre a atividade especifica da etapa considerada e a
atividade especifica do extrato celular.

5.5 A equacao de Michaelis-Menten

A descri¢cdo matematica dos fendmenos cinéticos da catalise enzimatica ¢ dada pela equagdo de Michaelis-Menten.
Para deduzi-la, sera considerada a reacao reversivel:

Considerando os tempos iniciais de reagao, a velocidade de formagdo de ES a partir de E + P
v =k 5 [E][P]

pode ser desprezada, pois, como a concentragdo inicial de P € insignificante em relagdo a S, o produto nfo conseguira
ligar-se a enzima, ja que a probabilidade de ligagdo do substrato é muito maior. A propria equagdo desta velocidade mostra
que, quando a concentragdo de P é proxima de zero, a velocidade v_, também tende a zero.

A velocidade de formacdo de ES ¢é apenas:

vi =k [E][S]

[E] é a concentragdo de enzima livre, isto €, a diferenca entre a concentracdo adicionada de enzima (ou seja, sua
concentragdo total = E)) e a concentracdo de ES (ou seja, a quantidade de enzima ligada ao substrato). Substituindo este
valor de [E] na equagdo de v:

vi =k ([EJ-[ES][S]



A velocidade de desaparecimento de ES serd a soma de duas velocidades: aquela que dissocia ESem E + S (v_)) e
aquela que transforma ES em E + P (v,):

v_ =k 4[ES]
v, =k ,[ES]
Assim, a velocidade de desaparecimento de ES sera:
v +vy,=k_ [ES]+k,[ES]
v tvy=(k_ +ky) [ES]

Durante os tempos iniciais de reagdo, a concentragdo de ES mantém-se constante, com o estabelecimento de um
equilibrio estaciondario (steady-state). As velocidades de formagdo (v,) e de desaparecimento (v_; + v,) de ES sdo, entdo,
iguais.

A velocidade inicial da reagdo total ¢ a velocidade do aparecimento do produto:
v o=k, [ES]

Substituindo, nesta equacao, o valor de [ES] da equagdo (A):

Como a velocidade maxima (V) € obtida quando toda a enzima (E,) se encontra sob a forma de ES, o produto k, [E] é
a velocidade maxima e



A relagdo (k_; + k ,)/k, foi definida por Michaelis e Menten como uma nova constante, K,,. Chega-se assim a expressao
final da equagdo de Michaelis-Menten:

Quando a concentra¢do de substrato ¢ tal que a velocidade de reacdo é metade da velocidade maxima (ponto B da
Figura 5.7), resulta:

A ultima igualdade indica que a constante de Michaelis-Menten é numericamente igual a concentra¢do de substrato
que determina a metade da velocidade maxima, o que permite a determinagdo experimental desta constante (Figura 5.7).
O valor do K, indica o grau de afinidade da enzima pelo substrato, como exemplificado pela hexoquinase (Tabela 5.9).

Tabela 5.9 Constante de Michaelis-Menten de enzimas.

Enzima Substrato Ky (mM)
Glicerol desidrogenase Glicerol 39

Anidrase carbdnica (0, 75

Alcool desidrogenase Etanol 0,5

Isocitrato desidrogenase Isocitrato 0,45

Hexoquinase Glicose 0,15

Hexoquinase Frutose 15

A velocidade da reacao sé é diretamente proporcional a baixas concentracoes de substrato

Quando a concentragdo do substrato ¢ muito inferior ao Ky, Ky, + [S] é praticamente igual a Ky, € a equagdo de
Michaelis-Menten se reduz a:

Como ¢ uma constante, € possivel escrever

vo=K[S]

uma equagao de reta do tipo y = ax. Esta equagdo mostra que, com concentragdes pequenas de substrato, a velocidade de
reagdo ¢ diretamente proporcional a concentra¢do do substrato (regio do ponto A no grafico da Figura 5.7).

Por outro lado, quando a concentragdo de S é muito maior do que Ky, (regido do ponto C da Figura 5.7), Ky, + [S] é
praticamente igual a [S] e a equacdo de Michaelis-Menten fica igual a



Vo= Vméx

r

indicando que, quando a concentragdo de substrato ¢ muito alta (saturante), a velocidade ¢ constante e maxima,

r

independendo da concentracdo de substrato. Na pratica, ¢ muito dificil atingir a V,,,; ainda assim, ha recursos
matematicos que permitem determinar seu valor.

Um grafico com os valores inversos de v, e [S] possibilita a determinacao de V,,;, e Ky

A equagdo de Michaelis-Menten ¢é a equacdo de uma hipérbole retangular; portanto, os valores exatos de V5, nunca
sdo atingidos, pois a curva tem assintota no valor V ;. do eixo v, Mesmo aproximagdes de V.4, seriam obtidas com
concentragdes tdo altas de substrato, que sdo dificeis de conseguir experimentalmente. Como consequéncia, a
determinagdo de K,; também é impossibilitada.

O problema da determinagdo de V., ¢ Ky pode ser resolvido a partir da transformagdo algébrica da equagdo de
Michaelis-Menten. Esta transformagao, formulada por Lineweaver e Burk, é obtida tomando o inverso daquela equacgao:

ou

que € uma equacao de reta do tipo y =ax +b.

Um grafico com os valoresde  contra valoresde € uma reta cujo intersepto nas ordenadas é e, nas abscissas,

(Figura 5.10).
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Figura 5.10 Transformagdo de Lineweaver-Burk para os resultados de um experimento onde foram preparados tubos contendo

diversas concentragdes de substrato € a mesma concentracdo de enzima; ap6s a incubagdo, mediu-se v,. Os inversos dos valores das
concentragdes de substrato utilizadas e os inversos dos valores de v, compdem uma reta (linha continua), que, extrapolada (linha
pontilhada), permite a determinagao dos valores de Ky; e de V 4.

Este grafico permite aferir V4, sem que seja atingido, na pratica, o ponto que equivaleria a esta velocidade, ja que a
reta pode ser tragada a partir de pontos experimentais conseguidos com concentragdes nao saturantes de substrato.
Prolongando-se a reta, encontra-se o valor do inverso de V;, no intercepto com o eixo das ordenadas e o valor negativo
do inverso de K, na intersec¢do com o eixo das abscissas.

Algumas enzimas estao proximas da perfeicao catalitica

Para estudar a eficiéncia da catalise enzimatica, define-se a constante catalitica, k_,,:



A constante catalitica mede, para uma dada concentracdo de enzima, a eficiéncia maxima, obtida em condigdes de
V max quando todas as enzimas estdo complexadas com o substrato. Como V4, € igual ao produto k, [Et], k., € igual a k,:

k., € também conhecida como numero de renovagdo (turnover number) da enzima, porque equivale ao nimero
maximo de moléculas de substrato que um centro ativo converte em produto, por segundo. O valor de k,, indica a rapidez
com que uma enzima pode operar, quando todos os centros ativos estdo ocupados, ou seja, evidencia com que eficiéncia o
complexo enzima substrato origina produto (Tabela 5.10). A eficiéncia € espantosa: pelo valor de k., para a catalase,
verifica-se que uma molécula desta enzima é capaz de originar 10.000.000 de moléculas de produto por segundo!

Se ao valor de k, for associado o valor de Ky, pode-se definir uma nova constante k /Ky, que relaciona a eficiéncia
catalitica da enzima com a sua afinidade pelo substrato. Um baixo valor de k.,/Ky; ocorrera ou porque a enzima tem pouca
afinidade pelo substrato (Ky; grande), ou porque a eficiéncia de gerar produto a partir de ES é pequena (k. pequeno), ou
pelas duas razdes somadas. Por outro lado, os maiores valores desta relagdo serdo obtidos satisfazendo simultaneamente
duas condigdes: alta afinidade da enzima pelo substrato (Kypequeno) e alta eficiéncia na transformagao de ES em produto
(k.4 grande). Na Tabela 5.10 aparecem os valores da razdo k /Ky para varias enzimas. Esta razdo para as enzimas mais
eficientes aproxima-se muito dos valores do coeficiente de difusdo, ou seja, da frequéncia de colisdo entre enzima e
substrato por difusdo simples (10%-10° M s7). Isto significa que estas enzimas catalisam a reacdo com uma eficiéncia
proxima da perfei¢do: geram produto cada vez que colidem com o substrato. Sdo enzimas que catalisam reagdes de grande
importancia para a fisiologia celular, seja na transmissdo do impulso nervoso (acetilcolinesterase), na remogao de CO, dos
tecidos (anidrase carbdnica) ou na eliminagdo de radicais livres de oxigénio (catalase e superoxido dismutase);
comparativamente, a pepsina, uma enzima digestiva, ¢ muito poucoeficiente.

Tabela 5.10 Algumas enzimas de alta eficiéncia.

Enzima et (57 Ku(M) Ko/Ku (M- s7)
Superéxido dismutase 1% 10° 3,5%107* 2,8x10°
(atalase 1x 107 2,5%1072 4,0x10%
Acetilcolinesterase 1% 10* 9,0%107° 1,6 x 108
Anidrase carbénica 1% 10° 1,2%x1072 8,310
Pepsina (hidrélise de Phe-Gly) 5%107" 3,0x107°* 1,7 x10°

5.6 Inibidores enzimaticos

A atividade enzimatica pode ser diminuida pela ag@o de substancias, genericamente chamadas de inibidores. Algumas
destas substincias sdo constituintes normais das células, outras sdo estranhas aos organismos. Os inibidores enzimaticos
encontrados nas células que cumprem um papel regulador importante sdo designados alostéricos. Como estes inibidores
sdo produzidos pelas proprias células, a variagdo de sua concentragcdo é um recurso por elas largamente empregado no
controle da velocidade das reagdes (Secdo 19.2.1).

Adicionalmente, o uso in vitro de inibidores tem trazido um enorme volume de conhecimento sobre a estrutura das
enzimas, a organizagao do centro ativo, o mecanismo de catalise etc., além de contribuir para a elucidagdo da sequéncia de
reacdes que compdem uma via metabolica.

A possibilidade de inibir reagdes enzimaticas ¢ também um campo aberto para aplicagdes farmacoldgicas. Muitos
medicamentos de uso corrente na pratica terapéutica baseiam suas propriedades na inibi¢ao especifica de certas enzimas.
Alguns exemplos serdo analisados nesta sec¢do.

Conquanto exista grande varia¢do quanto aos mecanismos de inibi¢ao, pode-se agrupar os inibidores em duas grandes
categorias, irreversiveis e reversiveis, segundo a estabilidade de sua ligagdo com a molécula de enzima.

Os inibidores irreversiveis reagem com as enzimas, levando a uma inativagdo praticamente definitiva. Alguns
exemplos sdo os compostos organofosforados, que constituem o principio ativo de muitos inseticidas; eles formam



ligagdes covalentes com o grupo OH de residuos de serina. Outros exemplos sdo a iodoacetamida e o iodoacetato, que
reagem com o grupo SH de residuos de cisteina:

Este tipo de inibidor é muito toxico para os organismos, devido ndo sé a irreversibilidade da sua ligacdo as enzimas,
mas também em virtude de sua inespecificidade. E nesta toxicidade que reside o perigo potencial dos detritos industriais,
cujo contetildo em inibidores enzimaticos inespecificos é capaz de afetar praticamente qualquer ser vivo. Ligando-se a
serina ou cisteina, aminoacidos frequentes nas proteinas, esses inibidores podem inativar qualquer enzima.

Outros inibidores irreversiveis tém propriedades terapéuticas. A aspirina (dcido acetilsalicilico) ¢ empregada como
agente anti-inflamatorio, antipirético e analgésico. Ela transfere seu grupo acetila para o grupo OH de um residuo de serina
da molécula de cicloxigenase, inativando-a (Figura 5.11); esta enzima participa da via de sintese de prostaglandinas
(Secao 16.6). A penicilina liga-se covalentemente ao sitio ativo de uma enzima da via de sintese da parede bacteriana,
inibindo-a; desprovidas de parede, as células ficam sujeitas a lise; este antibidtico é o agente terap&utico ideal, que atua
sobre uma enzima que o parasita apresenta e o individuo parasitado nao.

Os inibidores reversiveis sdo classicamente divididos em dois grupos: os competitivos e os ndo competitivos.

OH Co0™ o ] Coo™
+ O=C—CH i + OH
Cicloxigenase Aspirna Cicloxigenase
ativa inativa

Figura 5.11 Reacgéo de inativacdo da cicloxigenase por reagdo irreversivel com aspirina (acido acetilsalicilico).

5.6.1 Inibidores competitivos

Os inibidores competitivos competem com o substrato pelo centro ativo da enzima

Os inibidores competitivos (I¢), por apresentarem configuracdo espacial semelhante a do substrato, sdo capazes de
ligarem-se ao centro ativo da enzima, produzindo um complexo enzima-inibidor (El).
A constante de equilibrio da reacdo

E+1.=El.

¢ chamada constante do inibidor (K, ), ¢ mede a afinidade da enzima pelo inibidor, como o Ky, mede a afinidade da enzima

pelo substrato:

O complexo El. jamais gera produto e a atividade enzimatica ficard diminuida proporcionalmente a fragdo de enzima
que estiver ligada ao inibidor. Uma vez que este tipo de inibidor se liga a0 mesmo sitio onde se liga o substrato, a ligagao
do inibidor e a ligagdo do substrato a uma dada molécula de enzima sdo eventos mutuamente exclusivos. Quando a
molécula da enzima ¢ liberada — ou por dissociagdo do complexo El.- ou por decomposi¢do do complexo ESem E + P —,
ira associar-se a novas moléculas de substrato ou de inibidor, com uma probabilidade que dependera de suas concentragdes
e das afinidades entre a enzima e o substrato e entre a enzima e o inibidor. Em concentra¢des baixas de substrato,
encontrar-se-4 uma fracdo das enzimas associada ao substrato (gerando produto) e uma fragdoligada ao inibidor e a
velocidade da reagdo ficara reduzida. Se a concentragdo do substrato for muito grande em relagdo a concentragdo do
inibidor competitivo, a probabilidade de formac¢do do complexo ES é praticamente 100%, ¢ tudo se passa como se ndo
houvesse inibidor presente no meio de reagdo. A velocidade maxima da reacdo serd idéntica a velocidade maxima da
reagdo na auséncia do inibidor, mas s6 sera obtida com concentra¢des de substrato maiores do que as da reagdo nao inibida



(Figura 5.12). Se a concentracao do inibidor competitivo for exageradamente alta em relagdo a concentragdo do substrato,
a probabilidade da enzima livre ligar-se ao substrato serd, praticamente, nula ¢ a velocidade da reagio sera zero.
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Figura 5.12 Efeito de duas concentragdes de inibidor competitivo (I, < I¢,) sobre a velocidade da rea¢do enzimatica.k ;% € Kij,
sdo valores do K, aparente para as concentragdes I ¢;e I, de inibidor, respectivamente.

Visto que mesmo na presencga de inibidor competitivo a velocidade maxima pode ser atingida, sdo as velocidades
obtidas com concentragdes menores de substrato que revelam a inibi¢do. H4, neste caso, uma aparente alteracdo do valor
do Ky, que parece maior do que o da reagdo sem inibidor. E claro, entretanto, que este valor nio pode ser usado como uma
medida de Ky, cuja determinagdo deve ser feita na auséncia de inibidores. A nova constante, medida em presenca de
inibidores, ¢ chamada Ky, aparente ().

O valor de depende de duas variaveis: a afinidade da enzima pelo inibidor, expressa pela constante do inibidor
(K1), € a propria concentragdo de inibidor, [I;]. A equacdo da velocidade da reagdo torna-se igual a

onde Substituindo-se este valor na equacao anterior, obtém-se

que ¢ uma variante da equagdo de Michaelis-Menten, na qual o Ky, esta trocado pelo K- Fica evidente que as variaveis
mencionadas afetam o valor de Ky; e ndo de V4, € que quanto maior a concentracao do inibidor competitivo, maior o KE
(Figura 5.12).

A transformacgdo de Lineweaver-Burk aplicada a ultima equag@o estd apresentada na Figura 5.14. A comparagdo do
valor de K com o valor do Ky, tem muita utilidade na determinagdo do tipo de inibidor — competitivo ou nao
competitivo.

Um exemplo classico de inibicdo competitiva é a acdo de malonato sobre a reacdo catalisada pela succinato
desidrogenase (Tabela 5.11). O malonato e outros compostos com estrutura semelhante ao succinato inibem

competitivamente a enzima.

Tabela 5.11 Inibidores competitivos de algumas enzimas, seus substratos naturais e as moléstias em cujo tratamento sao empregados.
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Os inibidores competitivos tém largo emprego terapéutico, porque inibem reacdes que ocorrem especifica ou
preferencialmente no microrganismo parasita (bactérias ou virus) e ndo existem no organismo hospedeiro. Este € o caso da
sulfanilamida (Tabela 5.11), um quimioterapico do grupo das sulfonamidas, utilizadas no combate a infecgdes
bacterianas. Muitas bactérias patogénicas sintetizam dcido folico (Secdao 17.2.2) e o substrato de uma das etapas da via de
sintese é o p-aminobenzoato (PABA). A sulfanilamida atua como inibidor competitivo da enzima que catalisa essa etapa,
bloqueando a sintese de acido félico. A deficiéncia desse composto toma a bactéria incapaz de reproduzir-se. Essa via nao
ocorre no organismo humano, para o qual o acido folico € uma vitamina, a vitamina By (Tabela 5.13).

Outro exemplo é o AZT (3'-azido-2'-desoxitimidina), um analogo estrutural da desoxitimidina que inibe a DNA
polimerase-RNA dependente (franscriptase reversa), necessaria para a replicacdo do virus HIV (de Human
Immunodeficiency Virus). causador da AIDS (de Acquired Immune Deficiency Syndrome). O tratamento atual da AIDS
emprega uma combinacao de agentes antivirais (coquetel) que inclui inibidores da transcriptase reversa e da protease do
HIV. outra proteina-chave para a constru¢do das particulas virais.

Os inibidores competitivos sdo ainda utilizados na quimioterapia de diversos tipos de cancer. Neste caso, a célula
neoplasica comporta-se como o agressor do organismo; seu metabolismo € diferente do da célula normal sob varios
aspectos, incluindo uma velocidade de multiplicacdo muito maior, o que implica sintese de acidos nucleicos intensa. Por
isto, analogos estruturais de intermediarios das vias de sintese de nucleotidios sdo os farmacos de escolha; um exemplo € a
6-mercaptopurina, que impede a sintese de nucleotidios purinicos. Os quimioterapicos atuarao mais intensamente sobre as
células cancerosas, mas também serdo atingidos tecidos normais que se dividem rapidamente, como a medula dssea (que
produz as células sanguineas), a mucosa intestinal, os foliculos capilares, as células germinativas masculinas etc.

5.6.2 Inibidores nao competitivos

Os inibidores pertencentes a esta classe ndo guardam qualquer semelhanca estrutural com o substrato da reacdo que



inibem. Seu efeito ¢ provocado por ligacdo a grupamentos que ndo pertencem ao centro ativo; esta ligacdo altera a
estrutura enzimatica a tal ponto que inviabiliza a catalise. O ponto de ligacdo do inibidor ndo competitivo (Iyc) € a cadeia
lateral de um aminoacido — o grupo OH de serina, ou o grupo SH de cisteina, por exemplo. Como estes grupos sdo
frequentes nas enzimas, a acdo de inibidores ndo competitivos € bastante inespecifica, 0 mesmo inibidor podendo atuar
sobre um grande niimero de enzimas (ao contrario do que ocorre com os inibidores competitivos).

A reagdo do inibidor ndo competitivo com a enzima pode ser representada por:

E +Iyc = Elyc

Vé-se, pelo equilibrio, que ha sempre uma fragdo de enzimas ligadas ao inibidor e inativas. O que diferencia este tipo
de inibidor dos inibidores irreversiveis ¢ que, no caso destes ultimos, uma molécula enzimatica ligada ao inibidor esta
definitivamente inativada, enquanto, no caso dos inibidores reversiveis ndo competitivos, uma molécula de enzima, que
em um instante esta ligada ao inibidor (inativa), pode encontrar-se livre (ativa) em um momento seguinte. Sendo assim, o
fato da ligacdo do inibidor ndo competitivo a molécula de enzima ser reversivel ndo diminui seu poder de agdo. Como o
sitio de ligagdo do inibidor ndo competitivo € diferente do sitio ativo, em alguns casos € possivel a ligagdo concomitante
de inibidor e substrato a enzima, formando um complexo ternéario ESlyc, incapaz de gerar produto.

Na presen¢a de um inibidor ndo competitivo, tudo se passa como se efetivamente houvesse uma concentragdo menor
de enzimas. Uma vez que a velocidade da reacdo enzimatica ¢ diretamente proporcional a concentragdo de enzimas ativas,
a velocidade de reag@o serd menor do que na auséncia do inibidor para qualquer concentragdo de substrato; € claro que a
velocidade maxima da reagdo também sera reduzida. Ainda mais, ja que o substrato e o inibidor ndo competitivo ndo
competem pelo mesmo sitio de ligagdo na enzima, aumentos na concentragcdo do substrato ndo podem anular ou mesmo
atenuar o efeito do inibidor.

As caracteristicas descritas permitem prever, para o inibidor ndo competitivo (Figura 5.13), uma cinética diferente da
do inibidor competitivo. Além disso, com inibidores ndo competitivos, o valor do Ky, aparente coincide com o valor do
K. Isto porque as velocidades medidas resultam da agdo de enzimas que ndo estdo ligadas ao inibidor e que conservam a
mesma afinidade pelo seu substrato.

No caso da inibi¢do n3o competitiva, a constante de dissociacdo do complexo Elyc e a propria concentragdo do
inibidor interferem no valor de V4, € ndo no de Ky, a0 contrario do que ocotre com o inibidor competitivo. A equacdo de
Michaelis-Menten passa a ser:

A Figura 5.14 apresenta a transformacdo de Lineweaver-Burk aplicada a esta equacdo, em comparagdo com as
transformacdes para a cinética da reacdo na presencga de inibidor competitivo e na auséncia de inibidores.

Sdo exemplos de inibidores ndo competitivos os ions de metais pesados como Hg™", Pb™ e Ag®, que reagem com
grupos SH das proteinas. Os inibidores ndo competitivos t€ém amplo espectro de acdo o que torna sua ingestdo, direta ou
indireta (por alimentos contaminados), extremamente toxica. Muitos casos de intoxica¢do por Hg™" ocorrem em mineragdo
de ouro, onde o merctrio é usado na extragdo do metal. O despejo de residuos deste processo em rios ¢ uma fonte
consideravel de poluicdo ambiental.
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Figura 5.13 Efeito de duas concentragdes de inibidor ndo competitivo (Iyc; < Iyc:) sobre a velocidade da reag@o enzimatica. O valor
do Ky, permanece inalterado, mas as velocidades maximas decrescem com o aumento da concentrag@o do inibidor.
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Figura 5.14 Transformagédo de Lineweaver-Burk para a reagdo enzimatica sem inibidor e em presenga de inibidores competitivo e
nao competitivo.

5.6.3 Antimetabdlitos
Analogos de substratos sao “venenos” naturais ou medicamentos

Uma classe importante e extremamente variada de compostos tem sua acdo relacionada com a atividade enzimatica.
Sao os antimetabolitos ou andlogos de substratos, que, como o nome indica, t€ém formula estrutural semelhante a de
substratos naturais, ligam-se ao centro ativo e, ao contrario dos inibidores competitivos, geram produtos. Estes produtos
sdo diferentes do produto gerado pelo substrato e, por ndo serem aceitos como substrato pela enzima seguinte, ou por
serem instaveis ou por qualquer outro motivo, a via metabolica sobre a qual interferem fica interrompida.



Muitos antimetabolitos constituem um mecanismo de defesa de plantas contra a ingestdo de suas folhas e sementes por
insetos, passaros e mamiferos. Entre esses compostos toxicos, estdo os analogos de aminoacidos, sendo conhecidos mais de
300. Estes analogos, nos organismos herbivoros, sdo incorporados no lugar dos aminoacidos “certos” e as proteinas
resultantes sao inativas. Um exemplo € a canavanina, um analogo de arginina (Tabela 5.12). Outras plantas venenosas
sintetizam fluoroacetato, um composto extremamente toxico, que acarreta o bloqueio do ciclo de Krebs (Secdo 10.1). O
fluoroacetato, analogo de acetato, é transformado em fluoroacetil-coenzima A e substitui a acetil-coenzima A na
condensacao com oxaloacetato (primeira reacao do ciclo de Krebs) originando fluorocitrato. A enzima seguinte do ciclo, a
aconitase, nao reconhece fluorocitrato como substrato e o ciclo € interrompido. Em 2004, foram constatados muitos casos
letais de envenenamento de animais no Zooldgico de Sao Paulo por fluoroacetato, componente de venenos contra ratos,
atualmente de comercializacdo proibida.

Diversos quimioterapicos sio constituidos por analogos de nucleosidios, que interrompem a replicacdo do DNA. E o
caso de citosina arabinosidio, inserida no DNA em lugar de citosina, particularmente utilizada no tratamento de
leucemias e linfomas; acicloguanosina (aciclovir), empregada no combate ao virus herpes, € introduzida pela DNA
polimerase do virus no seu DNA, no lugar de guanosina, mas ndo € reconhecida pela DNA polimerase da célula
hospedeira, residindo nesta diferenca a sua eficacia.

Tabela 5.12 Antimetabélitos e os substratos que substituem.
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5.7 Regulacao da atividade enzimatica

A coordenacdo das numerosas vias metabdlicas presentes nas células, a capacidade de responder adequadamente a
mudang¢as no meio ambiente, o crescimento e a diferenciacdo harmonicos do organismo sdo resultantes da possibilidade de
regular a agdo enzimatica. Basicamente, existem dois mecanismos para a modulacao da atividade enzimatica:

1. Controle da disponibilidade de enzimas, exercido sobre as velocidades de sintese e de degradacao das enzimas,
que determinam sua concentracao celular

2. Controle da atividade da enzima, efetuado por mudancas estruturais da molécula enzimatica e que redundam em
alteracdes da velocidade de catalise.



A interferéncia hormonal sobre o nivel de enzimas-chave do metabolismo e o controle da atividade

enzimdtica por regulacdo alostérica e modificagdo covalente sdo analisados nos Capitulos 19 e 20.
Outros dois processos de regulacdo enzimatica, de ocorréncia mais restrita, estdo descritos a seguir.

Zimogénios sao formas inativas de enzimas

Certas enzimas, cujo local de acdo ¢é extracelular (plasma, trato digestorio), sdo sintetizadas na forma de precursores
inativos, chamados zimogénios. Para que um zimogénio adquira propriedades de enzima, ¢ necessaria a hidrolise de
determinadas ligagdes peptidicas, com a consequente remog¢do de um segmento da cadeia de aminoacidos. A cadeia
polipeptidica remanescente adquire nova estrutura espacial, onde é organizado um centro ativo funcional.

Varias enzimas proteoliticas, como pepsina e quimotripsina, sao sintetizadas como zimogénios e assim mantidas
enquanto estdo armazenadas em suas células de origem, sem risco de haver digestdo das proteinas celulares. A
transformacao zimogénio — enzima processa-se fora destas células, no local onde a atividade digestiva deve ser exercida.
Este ¢ o caso de pepsinogénio, que origina pepsina na cavidade gastrica, por remogao de 42 residuos de aminoacidos, sob
a acdo de ions H'. A propria pepsina formada catalisa a conversdo de novas cadeias de pepsinogénio em pepsina.
Analogamente, tripsinogénio e quimotripsinogénio, de origem pancreatica, sdo transformados em tripsina e quimotripsina
no intestino delgado, sob a acdo de enzimas hidroliticas especificas.

Isoenzimas e isoformas sao versoes diferentes de uma mesma enzima

Existem enzimas que catalisam a mesma reagdo, mas que apresentam estruturas diversas, dependendo do tecido ou
organela em que ocorrem em um organismo — sdo as isoenzimas e as isoformas. Isoenzimas resultam de varios loci génicos
ou de genes alelos de um mesmo /ocus: cada uma tem seu locus génico proprio. Isoformas resultam de modificagdes pos-
transcricionais (clivagem proteolitica, modificagdo covalente de aminodacidos etc.) de uma estrutura proteica comum.

Frequentemente, as isoenzimas resultam de combinagdes diferentes de subunidades comuns. A lactato desidrogenase
(LDH, de lactate dehydrogenase), por exemplo, é constituida por quatro subunidades de dois tipos: subunidade H (de
Heart, coragdo em inglés) e M (de Musculo), que podem associar-se de maneiras variadas. As formas HHHH e HHHM sao
abundantes no coracdo, enquanto a forma MMMM predomina em muisculos esqueléticos e figado. Outros tecidos
apresentam diferentes composicdes de subunidades.

Diversas enzimas t€ém isoenzimas que se apresentam em diferentes isoformas, como a hexoquinase, a creatina quinase e
a fosfatase alcalina. Os transportadores de glicose (GLUT — Secdo 19.6.3) e as cadeias pesadas da miosina (Secao 22.5)
também ocorrem em varias isoformas.

Frente a uma determinada situacdo fisiologica, as isoenzimas ou isoformas de drgdos distintos podem tornar-se ativas
ou inativas, permitindo a resposta adequada do particular 6rgdo onde se localizam (Secao 20.2). Adicionalmente, o padrao
caracteristico de isoenzimas nos tecidos tem grande utilidade na pratica médica: a detec¢do de um tipo de isoenzima no
plasma e, consequentemente, a identificagdo do seu tecido de origem, ¢ um procedimento largamente empregado no
diagnostico e acompanhamento de diversas doencas. [Término da leitura basica, parte 2 enzimas

Inicio leitura basica,

5.8 Cofatores enzimaticos parte 1 enzimas

Cofatores sao imprescindiveis para a atividade de intimeras enzimas

A maioria das enzimas necessita da associacdo com outras moléculas ou ions para exercer seu papel catalitico. Esses
componentes da reagdo enzimatica sdo genericamente chamados cofatores. Os cofatores podem ser ions metdlicos ou
moléculas organicas, ndo proteicas, de complexidade variada, que recebem o nome de coenzimas.

fons metélicos como Zn?", Fe?*, Cu*"e Co®" costumam fazer parte da estrutura da enzima ou por ligarem-se a cadeias
laterais de aminodacidos, frequentemente pertencentes ao sitio ativo da enzima, ou por estarem presentes em grupos
prostéticos como, por exemplo, o heme (Secdo 3.2). Outros fons metalicos como Na“, K, Mg ™", Mn e Ca™* associam-se
fraca e reversivelmente a enzima, ao substrato ou a coenzima. E o caso de rea¢des catalisadas por quinases, que utilizam
como coenzima o complexo ATP-Mg ": na auséncia de Mg ™", o ATP néo se liga a enzima.

As coenzimas atuam como aceptores de atomos ou grupos funcionais do substrato em uma dada reagdo ¢ como
doadores destes mesmos grupos ao participarem de outra reacdo e, por isto, diz-se que as coenzimas sdo transportadoras de
determinados grupos (Tabela 5.13). Durante a catalise, coenzima e substrato acham-se alojados no centro ativo da enzima,
consistindo a rea¢cdo na remog¢ao de um grupo quimico do substrato e sua transferéncia para a coenzima, ou vice-versa. Fica
evidente que as coenzimas nao apenas sofrem modificacdes em sua estrutura ao participar de uma reacdo enzimatica, mas
sdo necessarias em quantidades estequiométricas em rela¢do ao substrato. Todavia, o fato de as coenzimas serem
constantemente recicladas, oscilando entre duas formas, permite que suas concentragdes celulares possam ser bastante
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reduzidas, muito menores do que as concentragdes de substrato.

Nem sempre ¢ imediata a distingdo entre substrato e coenzima. Um critério diferencial ¢ o fato de, em reacdes
metabodlicas subsequentes, o substrato sofrer novas alteragdes, enquanto a coenzima volta a sua forma original. A coenzima
pode encontrar-se covalentemente ligada & molécula enzimatica, constituindo um grupo prostético, como a flavina
adenina dinucleotidio (FAD), uma coenzima transportadora de hidrogénio. Ou a coenzima pode ser uma molécula “livre”,
reunindo-se a enzima apenas no momento da catalise, como acontece com a nicotinamida adenina dinucleotidio (NAD™).

Algumas coenzimas, como o ATP e o GTP, sdo integralmente sintetizadas pelas células. Outras apresentam em sua
molécula um componente organico que ndo pode ser sintetizado pelos animais superiores. Este componente, ou um seu
precursor, deve entdo ser obtido da dieta, constituindo uma vitamina. As vitaminas sdo compostos organicos sintetizados
por plantas ou microrganismos, indispensaveis ao crescimento e as fun¢des normais dos animais superiores. Ao contrario
de carboidratos, proteinas e lipidios, sdo requeridos na dieta em pequenas quantidades (microgramas ou miligramas
diérios), ja que sdo precursores de coenzimas, cujas concentracdes celulares sdo muito pequenas, por serem constantemente
recicladas.

As necessidades vitaminicas diferem segundo as espécies. A vitamina C (dcido ascorbico), por exemplo, € necessaria
aos primatas; a maioria dos mamiferos ¢ dotada de vias de sintese de acido ascorbico, que, assim, ndo ¢ uma vitamina para
estes animais. Os seres humanos precisam de varias outras vitaminas. No extremo oposto, Escherichia coli, uma bactéria
comum no trato intestinal humano, ¢ capaz de multiplicar-se em uma solu¢do contendo apenas uma fonte de carbono
(glicose), uma fonte de nitrogénio (NH,") e sais minerais. A partir destas substancias, é capaz de sintetizar todos os
compostos necessarios a sua manutencao e reproducdo, inclusive aqueles que, para os animais superiores, constituem-se
em vitaminas.

As vitaminas sdo classicamente divididas em hidrossoluveis, que incluem as vitaminas do complexo B (Tabela 5.13) —
tiamina (vitamina B,), riboflavina (B,), nicotinamida (B;), 4&cido pantoténico (Bs), piridoxina (Bg), biotina (B-), acido folico
(By), cobalamina (B,,) e o acido ascorbico (C), e lipossoluiveis — as vitaminas A, D, E e K. Sdo as vitaminas hidrossoluveis
as que tém funcdo de coenzimas ou fazem parte de moléculas de coenzimas. A participagdo das vitaminas lipossoluveis
nas reacOes metabolicas ¢ menos conhecida.

As estruturas das vitaminas e coenzimas serdo apresentadas ao longo do estudo do metabolismo, & medida que forem
sendo descritas as reagdes das quais participam.

Tabela 5.13 Grupos transportados por coenzimas e vitaminas presentes em suas moléculas.

Coenzima Grupo transportado Vitamina

Adenosina trifosfato (ATP) Fosfato =

Tiamina pirofosfato (TPP) Aldeido Tiamina (B,)

Flavina adenina dinucleotidio (FAD) Hidrogénio Riboflavina (B,)
Nicotinamida adenina dinucleotidio (NADZ) Hidreto Nicotinamida (B;)
Coenzima A Acila Acido pantoténico (B;)
Piridoxal-fosfato Amino Piridoxina (B;)

Biotina (0, Biotina (B;)
Tetraidrofolato Carbono Acido félico (By)
Metilcobalamina Metil Cobalamina (B;,)

Término leitura basica, parte 1 enzimas
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especificidade de ligacdo.
Quais sdo as evidéncias para a existéncia de um complexo enzima-substrato?

1. A primeira pista foi a observagao de que, em uma concentragao constante de enzima, a velocidade
da reacao aumenta com a concentracdo crescente de substrato até alcangar uma velocidade maxima
(Figura 8.4). Em contrapartida, as reagdes ndo catalisadas ndo exibem esse efeito de saturagao. O
fato de que uma reagdo catalisada por enzima tenha uma velocidade maxima sugere a formagdo de
um complexo ES distinto. Em uma concentragdo de substrato suficientemente alta, todos os sitios
cataliticos sao ocupados ou saturados, de modo que a velocidade da reagdo ndo pode aumentar.
Apesar de indireta, a capacidade de saturar uma enzima com substrato constitui a evidéncia mais
geral da existéncia de complexos ES.

Figura 8.5 Estrutura de um complexo enzima-substrato. A esquerda, a enzima citocromo P450 ¢ ilustrada ligada a seu
substrato, a canfora. A direita, observe que, no sitio ativo, o substrato é circundado por residuos da enzima. Observe
também a presenca de um cofator heme. [Desenhada a partir de 2CPP. pdb.]

2. A cristalografia de raios X tem fornecido imagens de alta resolucdo de substratos e andlogos de
substratos ligados aos sitios ativos de muitas enzimas (Figura 8.5). No Capitulo 9, iremos analisar
mais detalhadamente varios desses complexos.

3. As caracteristicas espectroscopicas de muitas enzimas e substratos mudam com a formagao de um
complexo ES. Essas mudangas sdo particularmente notdveis quando a enzima contém um grupo
prostético colorido (ver Questdo 31).

|In|'cio leitura béasica, parte 1 enzimas |

Os sitios ativos das enzimas apresentam algumas caracteristicas em comum

O sitio ativo de uma enzima € a regido que se liga aos substratos (e ao cofator, se houver algum).
Além disso, contém os residuos que participam diretamente na producdo e na quebra de ligacoes.
Esses residuos sdao denominados grupos cataliticos. Em esséncia, a interag¢do da enzima com o
substrato no sitio ativo promove a formagdo do estado de transi¢do. O sitio ativo € a regidao da
enzima que diminui mais diretamente AGY da reagdo, proporcionando, assim, o aumento de
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velocidade caracteristico da agdo da enzima. Apesar de as enzimas diferirem amplamente na sua
estrutura, especificidade e modo de catalise, podem ser feitas varias generalizagdes no que concerne
a seus sitios ativos:

1. O sitio ativo ¢ uma fenda ou cavidade tridimensional formada por grupos que provém de
diferentes partes da sequéncia de aminoacidos: na verdade, residuos bem distantes na sequéncia de
aminoacidos podem interagir mais fortemente do que os residuos adjacentes na sequéncia, que podem
ser estericamente impedidos de interagir uns com os outros. Na lisozima, uma enzima que degrada as
paredes celulares de algumas bactérias, os grupos importantes no sitio ativo sdo proporcionados
pelos residuos 35, 52, 62, 63, 101 e 108 da sequéncia de 129 aminoacidos (Figura 8.6).

B N I 1 [T FC
1 35 52 62,63 101 108 129

Figura 8.6 Os sitios ativos podem incluir residuos distantes. A. Diagrama em fitas da enzima lisozima, com varios
componentes do sitio ativo mostrados em cores. B. Representagdo esquematica da estrutura primaria da lisozima,

mostrando que o sitio ativo € composto de residuos que provém de diferentes partes da cadeia polipeptidica. [Desenhada a
partir de 6LYZ.pdb.]

2. O sitio ativo ocupa uma pequena parte do volume total de uma enzima. A maioria dos residuos
de aminodcidos de uma enzima ndo estd em contato com o substrato, o que levanta a questdo
desafiadora de porque as enzimas sdo tdo grandes. Quase todas as enzimas sdo constituidas de mais
de 100 residuos de aminodcidos, o que lhes confere uma massa acima de 10 kDa e um diametro de
mais de 25 A. Os aminoacidos “extras” servem de andaime para criar o sitio ativo tridimensional.
Em muitas proteinas, os aminoacidos remanescentes também constituem sitios regulatorios, sitios de
interacdo com outras proteinas ou canais para trazer os substratos até os sitios ativos.

3. Os sitios ativos sdo microambientes singulares. Em todas as enzimas de estrutura conhecida, os
sitios ativos t€ém uma forma semelhante a uma fenda ou cavidade, a qual os substratos se ligam. A
agua ¢ habitualmente excluida, a ndo ser que ela seja um reagente. O microambiente apolar da fenda
aumenta a ligacdo dos substratos, bem como a catdlise. Todavia, a fenda também pode conter
residuos polares. No microambiente apolar do sitio ativo, alguns desses residuos polares adquirem
propriedades especiais, que sdo essenciais para a ligacdo do substrato ou a catdlise. As posicoes



internas desses residuos polares constituem excecoes biologicamente cruciais a regra geral de que os
residuos polares sdo expostos a agua.
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Figura 8.7 Pontes de hidrogénio entre uma enzima e o seu substrato. A enzima ribonuclease forma pontes de
hidrogénio com o componente uridina do substrato. [Segundo F. M. Richards, H. W. Wyckoff and N. Allewell. In: The
Neurosciences: Second Study Programa, F. O. Schmidt, Ed. (Rockefeller University Press, 1970), p. 970.]

4. Os substratos estdo ligados as enzimas por multiplas atragoes fracas. As interagdes nao
covalentes nos complexos ES sdo muito mais fracas do que as ligagdes covalentes, que apresentam
energias entre —210 ¢ —460 kJ mol~! (entre —50 e —110 kcal mol'). Em contrapartida, os complexos
ES tém habitualmente constantes de equilibrio que variam de 102 a 10® M, correspondendo a
energias livres de interagdo, que variam de cerca de —13 a —50 kJ mol~! (de —3 a —12 kcal mol™).
Conforme discutido na Se¢do 1.3, essas interagdes reversiveis fracas sdo mediadas por interagdes
eletrostaticas, pontes de hidrogénio e forcas de van der Waals. As forcas de van der Waals so se
tornam significativas na ligagdo quando numerosos atomos do substrato aproximam-se
simultaneamente de muitos atomos da enzima através do efeito hidrofébico. Por conseguinte, a
enzima e o substrato devem ter formas complementares. O cardter direcional das pontes de
hidrogénio entre a enzima e o substrato frequentemente reforca um alto grau de especificidade,
conforme observado na ribonuclease, a enzima que degrada o RNA (Figura 8.7).

5. A especificidade de ligagdo depende do arranjo precisamente definido de atomos no sitio ativo.
Como a enzima e o substrato interagem por meio de forgas de curta amplitude, que necessitam de um
contato estreito, € necessario que o substrato tenha um formato correspondente a enzima para se
adaptar ao local de interacdo com a enzima. Emil Fischer propds a analogia da chave e fechadura em
1890 (Figura 8.8), que constituiu 0 modelo para a interagdo enzima-substrato durante varias décadas.
Todavia, hoje em dia, sabemos que as enzimas sao flexiveis, e que as formas dos sitios ativos podem
ser acentuadamente modificadas pela ligacdo do substrato, como foi postulado por Daniel E.
Koshland, Jr., em 1958. O sitio ativo de algumas enzimas assume um formato que ¢ complementar ao
do substrato apenas apods a ligacdo do substrato. Esse processo de reconhecimento dindmico €
denominado encaixe induzido (Figura 8.9).
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Figura 8.8 Modelo de chave e fechadura da ligacao enzima-substrato. Neste modelo, o sitio ativo da enzima n&o
ligada tem um formato complementar ao do substrato.
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Figura 8.9 Modelo de encaixe induzido da ligacao enzima-substrato. Neste modelo, a enzima muda de formato com a
ligacdo do substrato. O sitio ativo apresenta um formato complementar ao do substrato somente apds a ligagéo dg
substrato.

Término leitura basica, parte 1 enzimas
A energia de ligacdo entre a enzima e o substrato é importante para a catélise

As enzimas reduzem a energia de ativacao, porém de onde provém a energia para reduzir a energia
de ativacao? A energia livre ¢ liberada pela formagcdo de um grande nimero de interagdes fracas
entre uma enzima complementar € seu substrato. A energia livre liberada na ligacdo ¢ denominada
energia de ligagdo. Somente o substrato correto pode participar na maioria das interagdes com a
enzima ou em todas elas e, assim, tornar a energia de ligagdo maxima, explicando a notavel
especificidade de substrato exibida por muitas enzimas. Além disso, o complemento completo
dessas interagoes so é formado quando o substrato é convertido no estado de transi¢do. Por
conseguinte, a energia de ligagdo maxima ¢ liberada quando a enzima facilita a formag¢ao do estado
de transi¢cdo. A energia liberada pelas interagdes entre a enzima e o substrato pode ser considerada
como uma reducdo da energia de ativacdo. Paradoxalmente, a interacdo mais estavel (energia de
ligagdo maxima) ocorre entre a enzima e o estado de transi¢dao, o intermedidrio menos estavel da
reagdo. Todavia, o estado de transi¢do ¢ demasiado instavel para existir por muito tempo. Ele
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CAPITULO

A DEFICIENCIA DA VITAMINA C

E A MOLECULA DO COLAGENO
NO ESCORBUTO

exto extra

Caso clinico

Homem de 47 anos de idade foi levado ao hospital de emergéncias apresentando
o inicio de um quadro de confusdao mental, letargia, fraqueza e anorexia. Tinha
ainda sinais de hemorragias subcutaneas nas pernas e nas gengivas. Ultimamen-
te (6 meses) perdera 5kg de peso corporal. Um exame de sangue revelou grau
acentuado de anemia (concentra¢do de hemoglobina de 6g/dL, valores normais
entre 14 e 16). Ao microscopio, as hemadcias estavam de tamanho e cor normais.
Os demais componentes sanguineos, como eletrélitos, cdlcio, magnésio, amo-
nia, dcido félico, vitamina B , glicose, plaquetas e enzimas usualmente afetadas
nos disttrbios das fung¢des hepaticas e renais, estavam todos com valores dentro
da normalidade. Nado havia sangue oculto nas fezes. Comecou entéo o tratamen-
to da anemia com transfusao de hemacias, enquanto se investigava a causa da
doenga.

Uma nutricionista foi chamada para avaliar os habitos alimentares do pacien-
te que eram regulares e até mondtonos: café da manha, almogo (sanduiche de
presunto, queijo, salada, ovo e um copo de leite) e jantar (alimentos congelados,
geralmente lasanha e um pedago de carne). Nao ingeria suplementos vitaminicos
e sua alimentacéo foi considerada pobre em frutas e vegetais frescos. Bebia ainda
grande quantidade de cerveja (cerca de 8 a 10 latas por dia). Foi-lhe prescrita com-
plementac¢do de vitaminas e colhida bidpsia de pele da perna que revelou um
quadro compativel com o da deficiéncia de vitamina C. A dosagem dessa vitamina
no sangue confirmou o diagndstico ao detectar uma concentragao de 10pumol/L;
valores normais entre 45 e 90. Caso clinico adaptado de Leger, 2008.
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BIOMOLECULAS E METABOLISMO CELULAR

Fundamentacao bioquimica

Atualmente, casos clinicos de deficiéncias vitaminicas, como o acima descrito,
sd0 muito raros. Eles deixaram de ser uma questdo de saide publica a partir da
década de 1950 quando os bioquimicos terminaram por esclarecer as fun¢oes
metabolicas das vitaminas e elas foram de uma forma ou outra incorporadas na
alimentagao. Recentemente, entretanto, estao surgindo relatos de casos de escor-
buto pontuais entre os sem-tetos de Paris (Khonsari et al., 2005) na popula¢do
de jovens universitdrios americanos (Johnston et al., 1998) e, nesse caso clinico,
descrito por um médico de familia canadense (Leger, 2008). Todos eles demons-
trando que essas doengas ndo desapareceram e basta um descuido para que elas
surjam com toda sua exuberancia clinica.

Aspectos historicos

Embora conhecida ji antes de Cristo, o escorbuto teve seu pico de incidéncia nos
séculos XVI e XVII, durante a realizagdo das grandes expedi¢des maritimas,
quando os marinheiros ficavam expostos durante muito tempo a uma dieta ar-
tificial. E conhecido o relato de Vasco da Gama que perdeu dois tercos da sua
tripulacdo durante sua primeira viagem a India. Acredita-se que nesses dois sé-
culos a doenca tenha matado mais de 2 milhdes de marinheiros. A causa — uma
deficiéncia nutricional — apenas foi estabelecida em 1747, quando James Lind,
médico da marinha inglesa, realizou o primeiro ensaio clinico que se tem noticia
na histéria da Medicina. Em uma das suas viagens, dividiu 12 dos seus marinhei-
ros acometidos com escorbuto em 6 grupos de 2. Todos receberam a mesma
racao bdsica dos demais tripulantes, mas cada um dos grupos ganhava uma
complementagdo nutricional especial contendo uma das caréncias entdo acredi-
tadas como causadora da doenca. Apenas o grupo que recebeu uma cota de lima
e limdes frescos se curou. Essa conclusdo terapéutica foi publicada em forma de
livro em 1753, mas s foi aceita oficialmente 40 anos mais tarde pela marinha
inglesa (Baron, 2009).

Isolamento e caracterizacao do acido ascorbico

Em 1928, o bioquimico hungaro Szent-Gyorgi isolou da adrenal um composto
que mais tarde seria conhecido como acido ascérbico. Ele existia em quantidades
muito pequenas nesse 6rgao e s6 posteriormente, quando se descobriu que a
péprica (uma espécie de pimenta, de origem huingara) tinha grandes quantidades
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do composto (Svirbelg e Szent-Gyorgi, 1932), é que foi possivel determinar sua
estrutura quimica (Haworth, 1937). Szent-Gyorgi e Haworth receberam (em
1937) por esses trabalhos pioneiros na identificagdo do dcido ascérbico os Prémios
Nobel de Medicina e Quimica, respectivamente.

Na grande maioria dos animais e vegetais, o acido ascérbico é produzido a
partir da glicose, durante a via de oxida¢do do acido glicuréonico (Fig. 3.1).

Nos primatas (o homem entre eles) e na cobaia houve uma muta¢ao na en-
zima gulonolactona oxidase que, ao ser inativada, deixa de sintetizar o dcido as-
cdrbico. Nesses organismos, essa substancia passa a ser considerada uma vitami-
na (a vitamina C) que, necessariamente, tem de ser ingerida diariamente com a
dieta (Linster e Schaftingen, 2007).

Ao contrério de outras vitaminas, que s3o necessdrias em pequenas quanti-
dades, a vitamina C é requerida em quantidades uma ou duas ordens de gran-
deza superior as demais (Fig. 3.2, retirada de Gaw et al., 2008).

D-Glicose 1-P
H—C|:=O (IZOO_ O=$—‘ O=(|3
H—CIZ—OH HO—(IZ—H HO—CIZ—H it HO—CI: o
HO—C—H HO—C-H HO—C—H HO-C
| —_—> | —_—> | —> |
H—CIZ—OH H—(I:—OH H—CIZ Oxidase H—(IE
H—CIZ—OH HO— (I)—H HO—CIZ—H HO—CII
CoOO™ ‘/ CH,OH CH,OH CH,OH
Ccoo™ Gulonolactona Acido ascérbico
|
HO—?—H
H—(lj—OH
HO—?—H
CH,OH

!

L-xilulose ——> Via das pentoses

Figura 3.1. Via da biossintese da vitamina C.
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B, ---------- 1,2mg/d

B, - 0,9mg/d

A - 0,65mg/d
Folato ---- 0,2mg/d

K -mommmeee- 0,07mg/d

D -------ee- 0,01mg/d
By, - 0,0015mg/d
E - 9,0mg/d

Niacina --- 14,5mg/d
C--—-- 40,0mg/d

Figura 3.2. Requerimento diario médio de vitaminas para um adulto.

A principal reagdo onde a vitamina C participa ¢ a catalisada pela prolina
hidroxilase que oxida a prolina em 5’-hidroxiprolina (Fig. 3.3) (Shoulders e
Raines, 2009).

Nessa reacao, as prolinas presentes nas moléculas precursoras dos coldgenos
sao oxidadas pelo O,, 20 mesmo tempo que uma molécula de o-cetoglutarato é
oxidada a succinato. Nesse processo, o Fe** da enzima é oxidado a Fe**, que ini-
be fortemente a enzima e tem de ser removido pela oxida¢ao do acido ascoérbico
em di-hidroascérbico (Fig. 3.4). Finalmente, esse é regenerado através da glu-
tationa redutase.

Outras hidroxilases catalisam a transformacao de algumas prolinas em
3’-hidroxiprolinas e lisinas em hidroxilisinas. Em todas essas reagdes, a vitami-
na C é necessdria para se evitar o escorbuto (ver estrutura do coldgeno a seguir).

Existem ainda outras hidroxilases (ndo relacionadas com o escorbuto e que
nao serdo aqui mencionadas) que também utilizam a vitamina C como agente
antioxidante. Além disso, ela (como o selénio, a vitamina E e a glutationa) retira
elétrons adicionais das espécies reativas do oxigénio (super6xido, hidroxila, pe-
ridroxila e 4gua oxigenada), protegendo o organismo dos seus efeitos deletérios,
que poderdo levar a varias doencas cronicas, entre elas a aterosclerose, varios
tipos de canceres e doengas autoimunes (Mandl et al., 2009). Talvez essa seja a
razdo para explicar as altas concentra¢des de dcido ascorbico encontradas nos
vegetais e outros animais e também para justificar a recomendac¢ao da ingestao
de grandes quantidades de vitamina C no homem. Se fosse apenas para desinibir
a prolina hidroxilase pela a¢do colateral do Fe™*, quantidades menores da vitami-
na ja seriam suficientes.
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/\)J\ o-cetoglutamato
K ., 0 0C co, oM e
Ly L
N Fe(ll) N
(0]
0]

N Fe(lll)
b4 0 b4

— ProProGly- o C/\)LO_ — ProProGly-
2
Succinato

Figura 3.3. Reacao catalisada pela prolina hidroxilase.

—

2+ 3+

Fe Fe

Di-hidroascérbico Ascorbico

2GSH GSSG

\/

Glutationa redutase

Figura 3.4. Regeneracao do acido ascorbico.

O colageno é a proteina mais
abundante do reino animal

A maior parte das células do nosso organismo é banhada por uma matriz extra-
celular que tem importancia capital na formagao dos 6rgaos e seu funcionamento
adequado. Além dos componentes especificos dos diversos érgaos (fibronectinas,
lamininas e proteoglicanas), a matriz extracelular (também conhecida como teci-
do conjuntivo) é formada basicamente por trés proteinas estruturais: o colageno,
a elastina e a fibrilina, em proporgoes distintas em cada tecido. Delas, a mais im-
portante do ponto de vista médico é o coldgeno (Shoulders e Raines, 2009).
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Quase 30% de todas as proteinas do reino animal sdo constituidas por um
dos 29 tipos de coldgenos encontrados nos vertebrados (no total sao cerca de
pelo menos 30 cadeias polipeptidicas diferentes, cada uma delas codificada por
um gene especifico). Deles os mais importantes para a estrutura da pele, osso e
cartilagens sdo os coldgenos dos tipos I e II, respectivamente. Eles sdo proteinas
fibrosas, constituidas por uma cadeia polipeptidica com cerca de 1.000 aminod-
cidos (na molécula madura). Trés destas cadeias formam uma estrutura de héli-
ce tripla, enoveladas entre si. Esta estrutura apresenta em cada uma das suas
cadeias polipeptidicas um motivo especial contendo a sequéncia de aminodcidos
GLY-X-Y, que se repete cerca de 300 vezes na molécula. Ou seja, o primeiro
aminodcido de cada trés é sempre constituido pela glicina; X e Y poderéo ser
outros aminodcidos. Entretanto, cerca de 100 dos aminoécidos encontrados em
X sdo prolinas, e 100 dosY, hidroxiprolinas. Essa estrutura determina a formagao
de um bastao molecular com 1,4nm de didmetro e 300nm de comprimento. Esse
bastdo é considerado mais resistente a tracdo do que um fio de ago de mesmo
didmetro. Mas isso apenas se as prolinas forem finalmente oxidadas em hidroxi-
prolinas na posicao Y do motivo molecular, o que permitird a formagao de
pontes de hidrogénio adicionais e mais estdveis entre as trés cadeias polipeptidi-
cas (Kivirikko e Prockop, 1995; Beyers, 2001).

Dentro da célula, a molécula do colageno ¢ inicialmente sintetizada nos ri-
bossomos numa forma precursora de peso molecular maior, o protocolageno.
Esse é encaminhado ao reticulo endoplasmatico, onde sua sequéncia sinalizado-
ra é clivada e o restante da molécula adentra a organela. Nessa forma, de proco-
lageno, ela continua seu processamento pés-tradu¢do com a hidroxilagao das
prolinas e hidroxilisinas, sendo depois secretada para o espaco extracelular, onde
receberd o processamento proteolitico final nas suas extremidades (amino e
carboxila terminais) para formar o tropocolageno (Fig. 3.5).

No espac¢o extracelular, o tropocoldgeno sofre uma montagem molecular
contendo intiimeras hélices triplas escalonadas (uma microfibrila). Finalmente,
através de ligacdes cruzadas entre a lisina com a hidroxilisina de microfibrilas
diferentes formam as desmosinas e isodesmosinas, que aumentam em muito a
resisténcia a tra¢ao da nova fibra, as fibras do colageno.

As fibras de coldgeno exercem seu papel de sustenta¢do do tecido conjuntivo
ligando-se a superficie celular através da mediagao da fibronectina. Essa molé-
cula, por um lado, associa-se com o coldgeno e, por outro, com as integrinas da
membrana plasmatica e, em consequéncia, com o sistema do citoesqueleto de
actina (Fig. 3.6).
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Figura 3.5. Sintese das fibras de colageno.
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Fibra do colageno

Fibronectina

Integrina

”" ”" ~——Membrana plasmatica
'

w

Proteina adaptadora
Fllamento de actina

Figura 3.6. A ligacao da matriz extracelular (colageno e
fibronectina) com o citoesqueleto das células animais.

Patogenia das lesoes

A maior parte dos sintomas e sinais apresentados no escorbuto pode ser total-
mente explicada pela inadequada formagao da molécula do coldgeno na ausén-
cia da vitamina C. Sem a formagdo da hidroxiprolina e da hidrolisina tanto a
hélice tripla quanto as ligacdes cruzadas ficam prejudicadas, tornando a fibra do
colageno muito instével para a perfeita sustentabilidade dos tecidos. Dessa forma,
os vasos sanguineos siao facilmente rompidos provocando hemorragias (tanto
nas extremidades dos membros quanto nas gengivas), surgem edemas nos 0ssos
e articulagdes que levam a dor e a baixa cicatrizagdo de feridas. Essas hemorragias
podem levar ao aparecimento da anemia, eventualmente agravada pela deficién-
cia de outras vitaminas (dcido félico) geralmente associadas com a deficiéncia
da vitamina C. Uma associagao frequentemente mencionada na literatura entre
o alcoolismo e o escorbuto continua desafiando uma explica¢dao em nivel mole-
cular. O que se sabe com certeza é que o dlcool aumenta a excregao renal de vi-
tamina C, o que deve acelerar o aparecimento da doenga.

Finalmente, deve-se esclarecer que as lesdes do coldgeno descritas neste capi-
tulo diferem daquelas de natureza genética descritas no Quadro 3.1, em que o
defeito molecular estd localizado em mutagdes puntiformes nos genes das cadeias
polipeptidicas dos vérios tipos de coldgeno.
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Quadro 3.1. Doencas causadas por mutacoes em genes do cola-

geno.
Colageno tipo | Osteogénese imperfeita
Colageno tipo Il Condrodisplasias
Colageno tipo Il Sindrome Ehlers-Danlos IV
Colageno tipo VII Epidermdlise bolhosa
Colageno tipo X Condrodisplasia de Schmid
Tratamento

O tratamento bdsico do escorbuto é a suplementagao vitaminica. Recomenda-
-se a ingestdo de 1-2g de vitamina C nos primeiros dias do tratamento, dimi-
nuindo-se essa quantidade para 500mg/dia durante a primeira semana e depois
para 100mg durante alguns meses. Os principais sintomas comegam a melhorar
nas primeiras 24 horas, as lesdes hemorrégicas na pele e gengiva cedem em duas
semanas e o quadro clinico volta a normalidade em 3 meses.

Para a prevencdo da doenca, recomenda-se a ingestdo de frutas e vegetais
frescos em vez do uso da vitamina sintética (Halliwell, 1999). Isso porque esses
alimentos, além da vitamina C e de outras, possuem varios outros compostos
antioxidantes e antineopldsicos que certamente cobrirdo mais adequadamente
eventuais deficiéncias nutricionais.

Questoes

1 Quais sdo as principais diferencas entre o dcido ascérbico e as demais
vitaminas?

2 Como a molécula do coldgeno garante a sustentabilidade do tecido con-
juntivo?

3 Do ponto de vista médico no que diferem as doencgas hereditdrias do

coldgeno e o escorbuto?

4 Quais sao as razoes alegadas para se recomendar a ingestao diaria de altas
concentragoes de vitamina C?
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