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A catalise na vida

=  Um dos principios da vida é que os organismos sejam capazes de extrair, transformar e utilizar a energia do
ambiente.

»  Para tal, sistemas biologicos sao dotados de catalisadores (enzimas), que sdo, por sua vez, essenciais para que esta
transformacao ocorra de maneira eficiente.




[ As reacoes metabolicas: catabolismo e anabolismo
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A catalise na vida

»  Tomemos um simples exemplo: o aproveitamento da
energia da molécula do agucar.

=  Atransformacgao de sacarose (agucar comum) em CO2 e
H20 é uma reacao altamente exergonica (libera energia).

=  Porém, o agUcar que compramos, pode permanecer num
pacote nas prateleiras dos supermercados por anos, sem
nenhuma conversao aparente.

»  Apesar de termodinamicamente favoravel, esta reagao
demora anos para acontecer.

=  Nos organismos vivos, o agucar é prontamente convertido
em CO2 e H20, liberando sua energia, em questao de
minutos ou segundos.

» |stose deve a presenca de catalisadores bioldgicos, as
enzimas.




A energia das ligagoes quimica

= Tomemos, agora, outro exemplo: a
nitroglicerina

» Diferentemente do acucar, € uma molécula
tdo instavel, que basta um choque mecanico
para que ela libere a energia contida nas suas
ligagoes

»  Atemperatura chegaa5.000°Ceoseu
volume expande mais de 1.200 vezes

» Esta é umreacgdo espontanea

*  Porém, a maioria das substancias nao
explode e para liberar a energia contida nas ] o
suas ligacdes, precisamos de enzimas CH;~ONO;

CH—ONO; )+ 2 H;O + Ny + "HNO"

|
= Porqué? CH;—0ONO;

miroglycerm




Termodinamica e as reagoes biologicas

»  Asreacdes biologicas obedecem as leis da
termodinamica e dependem da energia livre de Gibbs
(G) disponivel para que a rea¢ao ocorra a uma
temperatura e pressao constantes.

»  Emtermodindmica, a energia de Gibbs (G) se refere a
quantidade maxima de energia que pode ser extraida
de um sistema fechado.

»  Assim, quando uma reagao quimica ocorre
(transformacao), ha uma mudanca nos niveis de
energia de Gibbs entre o sistema inicial e final.

Esta diferenca é conhecida como AG = Gfinal — Ginicial-

(a) Mechanical example

AG =0

Work
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raising

object.*

M Endergonic
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Reagoes exergonicas e endergonicas

(a) Mechanical example

=  Uma reagao que libera energia livre (AG < zero), é AG=>0 AG <0
chamada de reacao exergonica. _ e
Work - Loss of
done - . potential
- Rt - Lo : raising L ng energy of
»  Reacgdes exergdnicas sao favoraveis e muitas vezes object  ,* \\ position
L

espontaneas.

o Ja reagcbes com aumento de energia livre (AG > zero),
sao chamadas de reagoes endergodnicas.

M Endergonic Exergonic il

=  Asreagdes endergoOnicas sao desfavoraveis

. : - n (b) Chemical example
termodinamicamente e nao espontaneas.
Reaction 2:

ATP — ADP + P; Reaction 3:

. 7 . - . Glucose + ATP —
=  Ouseja, € necessaria a adicao de energia para que a glucose 6-phosphate + ADP

reagao ocorra.

r,G

Reaction 1:
Glucoze + P, —
glucose 6-phosphate

o

»  Reacgbes endergdnicas podem ocorrer, se acopladas a
reacao exergonica, de tal forma, que ao final, a soma

da energia livre do sistema seja menor que zero (AG <
zero). AG4=AG; + AGy

Free ener

Reaction coordinate




Energia livre (G), Entalpia (H) e entropia (S)

=  Eaenergiatérmica de uma molécula.

TABLE 1-1 Strengths of Bonds Common
in Biomolecules

H=U + PV Bond Bond
dissociation dissociation
_ o Type energy* Type energy
U = energia interna (J) of bond  (kj/mol) ofbond  (ki/mol)
P= presséo (pascal) Single bonds Double bonds
0—H 470 C=0 712
\V= Volume (m3) H—H 435 C=N 615
P—O0 419 C=C 611
C—H 414 P=0 502
N—H 389
~ ro. . . c—0 352 Triple bonds
»  Todareacao quimica tem uma diferenca de entalpia Cc 343 —o 316
(AH) que pode ser expressa como: S—H 339 N=N 930
C—N 293
_ _ c—s 260
AH=H produto H reagentes N—O 299

S—S 214

Se AH < zero a reagao é exotérmica (libera PN TANEOUS” REACTION
Ca |0r) as time elapses

Se AH > zero a reacao é endotérmica
(absorve calor)

=  Aentropiaindica o estado de organizacdao de um
sistema

»  Arelacdo entre todas estas variaveis é:
G=H-TS

ORGANIZED EFFORT REQUIRING ENERGY INPUT




AG, AG®e AG®

»  Numa reacdo, a variacao da energia livre é dada pela equacao:
G(p,T)=U+pV-T.S ou AG=AH-TAS

»  Como aenergia livre depende da concentragdo dos reagentes, temperatura e outras variaveis do sistema,
utiliza-se a energia livre padrao, que é a energia livre quando a concentragdo dos reagentes e produtos é
1M, temperatura 25°C e pH =0 (AGO).

» Isto porque, a energia contida em 1 mol de reagentes € o dobro da energia contida em o,5 mol dos mesmos
reagentes.

»  Damesma forma, a concentracgdo altera a velocidade e o equilibrio de uma rea¢do, modificando a
quantidade de energia liberada.




AG e o sentido das reagoes

»  Assim, para reagdes bioldgicas, as medidas sao efetuadas em pH =7 (ao invés de pH = 0), e por isso,
denominamos a energia livre padrdo’ AG°.

Glicose (CéH,0s) + 60, @2 6CO, + 6H,0 AG= -2.870kJ.mol*

=  Osinal do AG® indica em que sentido a reagao ocorre de forma favoravel.

»  Porém, ela precisa de energia de ativacao para ocorrer (colocar a panela no fogo para fazer caramelo....)




AG e o sentido das reagoes

»  Jaareagdo posta, ndo é favoravel porque 0 AG® é (muito) positivo:

= 6CO, + 6H,0 €—2 Glicose (CeH,0¢) + 60, AG® = +2.870 kJ.mol?

»  Por exemplo, seria possivel produzir glicose borbulhando CO2 em H20?




AG e o sentido das reagoes

=  Porém, isto é exatamente o que as plantas fazem!

6CO, + 6H,0 =—> Glicose (C¢Hi.0)) + 60, AGO = +2.870 kJ.mol*

energia sol
(fotossintese)

T —

*  Mas, para isto, sdo necessarias varias etapas, para vencer as barreiras de ativacao.

=  E preciso adicionar energia no sistema (no caso das plantas, a energia do sol)




A energia de ativacao

SepaARTY
gglear refinada especial

»  Aenergiade ativagdo é uma barreira energética que precisa ser rompida para
gue uma reagao ocorra

8
¥
.
{

Caravela$ |
»  Porexemplo, se vocé deixar um pacote de agUcar cair no chdo, o0 maximo que b... ]

pode acontecer é sujar o chdo e atrair formigas! Caravela$
=  Porém, se vocé deixar cair um frasco do explosivo nitroglicerina... Cabum!

»  Isto porque o agUcar é uma molécula estavel, que pare se decompor, precisa de
uma alta energia de ativagao

»  J3aanitroglicerina tem uma baixa energia de ativagdao e um simples chacoalhar
pode induzir a sua degradacao, liberando, rapidamente, toda a energia contida
nas suas moléculas

(l'?H;-—ONO;
CH—ONO; ——» 3CO0;+ 2 H;0+ N; + "HNO"

|
CH 2= (—JNO:

miroglycerm




As enzimas e energia de ativacao

= O valor de AG® ndo diz com que velocidade
2 Al Activation barrier
uma reagao ira ocorrer. e s

o Por isso, enzimas sao importantes,
diminuindo a barreira energética para que

uma reagéo ocorra.
Products (B)

»  Organismos vivos utilizam varias reagoes Reaction coordinate (A — B)
individuais, em etapas, para se chegar ao

resultado final.
(A) stepwise oxidation of sugar in cells (B) direct burning of sugar

=  Porexemplo, para se oxidar a glicose lartqe ,
. ’ . i i i activation
diretamente a CO2 e H20, é preciso vencer i i

overcome at body energy
a alta ene rg ia de ativa géo temperature owing to the overcome

presence of enzymes by the heat
- i+ . from a fire

free energy —»

all free

. Ou, utilizando-se varias reac¢des individuais,
activated energy is

cada uma com energia de ativagao baixa, y
carrier

podemos obter o mesmo resultado. olecules :I::::d
store t

noneis
energy stored

-
(€O, +H,0 (€O, +H0




As enzimas e o metabolismo

» O metabolismo é, portanto, o conjunto de reacdes que as células usam para degradar ou sintetizar biomoléculas
» O metabolismo pode ser dividido em vias metabdlicas, como veremos ao longo deste curso
»  Porexemplo, a via glicolitica, é o conjunto de enzimas e rea¢des usadas para metabolizar a glicose

. Existem vias para o metabolismo de (quase) todos os biomoléculas importantes para a célula: agucares,
aminoacidos, acidos nucleicos, etc

molecule molecule molecule molecule molecule molecule

& @
catalysis by catalysis by @ catalysis by ' catalysis by catalysis by

enzyme 1 enzyme 2 enzyme 3 enzyme 4 enzyme 5

ABBREVIATED AS
O—O0—0—0—0—90




As enzimas

O estudo das enzimas € muito importante para entender os processos bioldgicos.

As enzimas sao elementos centrais em todos os processos bioquimicos, trabalhando em conjunto, elas
transformam as moléculas constituintes da vida, tais como CO2, compostos nitrogenados, agucares
(carboidratos), gordura e proteinas (aminoacidos) em todos as demais substancias que compdem sistemas
bioldgicos.

O estudo das enzimas é portanto essencial para entendermos como a vida funciona.
A falta (ou excesso) de uma atividade enzimatica, frequentemente, resulta em doencas genéticas.

O estudo da enzimas é também fundamental para processos biotecnoldgicos, tais como a conversao do suco
da cana-de-agucar em etanol para consumo pelos carros, ou outros processos industriais.



O comeco: Louis Pasteur e a fermentacao

As enzimas foram primeiramente reconhecidas no final dos anos de 1700 como componente da degradacao
da carne pelos sucos gastrointestinais, ou pela conversao do amido a agucar pela saliva.

Nos anos de 1850, Louis Pasteur prop0s que a conversao do acucar em alcool pelas leveduras era catalisado
por “fermentos”, inseparaveis das células das leveduras.

2
-
J

J J

Louis Pasteur Levedura (Saccharomyces cereviseae)




O comeco

=  Em 1897, Eduard Buchner demonstrou que moléculas presentes em extratos de levedura eram capazes de
fermentar o agucar em etanol.

= Wilhelm Kihn sugeriu, pela primeira vez, o nome enzimas para essas moléculas (do grego €vQupov, levedar).

Eduard Buchner, 1860-1917 J. B. S. Haldane, 1892-1964




O comego: enzimas sao proteinas

* Em 1926, James Sumner cristalizou a enzima
urease e mostrou que ela era composta
exclusivamente por proteina. Ele propos que
todas as enzimas fossem proteinas.

»  Esse conceito so foi aceito anos mais tarde,
quando John Northrop e Moses Kunitz
cristalizaram a tripsina, a pepsina e outras
enzimas digestiva.

» Nesta mesma época, J. B. S. Haldane escreveu
um tratado (Enzymes), propondo que
interagoes fracas entre as enzimas e os
substratos fossem utilizados para catalisar as
reagoes bioldgicas.

= Esses principios continuam validos até hoje. James Sumner (Nobel em
quimica, 1946)




O comego: enzimas sao proteinas
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As enzimas

Com excecao de alguns RNAs cataliticos, todas
as enzimas sao proteinas.

A atividade catalitica depende da integridade e
da estrutura da proteinas.

Se uma proteina for denaturada, dissociada das
suas subunidades, ou decomposta em seus
aminoacidos constituintes, ela sempre perdera a
atividade.

As enzimas podem varias de peso molecular, de
12.000 a mais de 1 milhdao de Da (Daltons).

A molécula que se liga a enzima é chamada de
SUBSTRATO.




As enzimas

Com excecao de alguns RNAs cataliticos, todas
as enzimas sao proteinas.

A atividade catalitica depende da integridade e
da estrutura da proteinas.

Se uma proteina for denaturada, dissociada das
suas subunidades, ou decomposta em seus
aminoacidos constituintes, ela sempre perdera a
atividade.

As enzimas podem varias de peso molecular, de
12.000 a mais de 1 milhdao de Da (Daltons).

A molécula que se liga a enzima é chamada de
SUBSTRATO.

Enzima

Substrato



As enzimas

A estrutura terciaria da proteina determina os
residuos que compoes o sitio catalitico

Sao estes amino acidos que interagem com o
substrato e catalisam as reagoes bioldgicas

amino acid
side chains

unfolded protein

1 FOLDING

binding site

/e

folded protein




As enzimas e os cofatores

» Asenzimas podem conter apenas a cadeia polipeptidica, ou podem conter ainda cofatores (tais como ions
inorganicos) ou coenzimas (moléculas mais complexas).

TABLE 6-1 Some Inorganic Elements That
Serve as Cofactors for Enzymes

cu’t Cytochrome oxidase

Fe?* or Fe** Cytochrome oxidase, catalase, peroxidase

K* Pyruvate kinase

Mg2+ Hexokinase, glucose 6-phosphatase,
pyruvate kinase

Mn?* Arginase, ribonucleotide reductase
Mo Dinitrogenase
Ni2 ™" Urease

Se Glutathione peroxidase

n’" Carbonic anhydrase, alcohol
dehydrogenase, carboxypeptidases
Aand B




Muitas vitaminas sao cofatores de enzimas

=  Cofatores e coenzimas sao também chamados de grupos prostéticos.

=  Enzimas que contém grupos prostéticos sao também chamadas de holoenzimas (do Grego, holo = todo),
enquanto que a cadeia peptidica € denominada de apoproteina (apo = afastado).

TABLE 6-2 Some Coenzymes That Serve as Transient Carriers of Specific Atoms or Functional Groups

Coenzyme Examples of chemical groups transferred Dietary precursor in mammals

Biocytin CO, Biotin
Coenzyme A Acyl groups Pantothenic acid and other compounds
5'-Deoxyadenosylcobalamin H atoms and alkyl groups Vitamin B4,
(coenzyme B45)
Flavin adenine dinucleotide Electrons Riboflavin (vitamin B,)
Lipoate Electrons and acyl groups Not required in diet
Nicotinamide adenine dinucleotide Hydride ion (:H ) Nicotinic acid (niacin)
Pyridoxal phosphate Amino groups Pyridoxine (vitamin Bg)
Tetrahydrofolate One-carbon groups Folate
Thiamine pyrophosphate Aldehydes Thiamine (vitamin B,)




Muitas vitaminas sao cofatores de enzimas

=  Os cofatores participam da reacao. Ou seja, sem o cofator, a reacao nao ocorre.
=  Muitos dos cofatores nao sao sintetizados pelas células humanas e precisam ser adquiridos na dieta.

=  Porisso, estes cofatores sdao conhecidos como vitaminas.

Substrate i

Coenzyme

. o —

Apoenzyme Cofactor Holoenzyme
(protein portion), (nonprotein portion), (whole enzyme),

inactive activator active
Copyright @ 2001 Benjamin Cummings, an imprint of Addison Wesley Longman, Inc.




As enzimas sao classificadas de acordo com a reacao catalisada

=  Asenzimas geralmente recebem o sufixo —ase junto ao nome do substrato ou da rea¢ao que catalisam.

=  Assim, urease catalisa da hidrolise da uréia.

=  Qutras enzimas receberam nomes associados a sua funcao: pepsina (do Grego, pepsis = digestao) e lisozima
pela sua capacidade de lisar (romper) a parede bacteriana.

=  Asvezes, enzimas podem ter mais de um nome. Por isso, foi criada uma classificagdo em fun¢ao de sua
atividade. Por exemplo, a enzima ATP glicose fosfotransferase pode ser chamada de EC 2.7.1.1 (Enzyme
comission number).

TABLE 6-3 International Classification of Enzymes

Class Type of reaction catalyzed

Oxidoreductases Transfer of electrons (hydride ions or H atoms)

Transferases Group transfer reactions

Hydrolases Hydrolysis reactions (transfer of functional groups to water)

Lyases Addition of groups to double bonds, or formation of double bonds by removal of groups

Isomerases Transfer of groups within molecules to yield isomeric forms

Ligases Formation of C—C, C—S, C—0, and C—N bonds by condensation reactions coupled to
ATP cleavage




Como as enzimas funcionam

=  Asreacdes catalisadas pelas enzimas ocorrem no SiTIO ATIVO da proteina.
= A molécula que se liga ao sitio ativo e sofre a reacao enzimatica é denominada de SUBSTRATO.

»  Uma reacgdo enzimatica simples pode ser representada como :

EFCIS— = > TRl T

Sitio ativo




Substrate

Os sitios ativos sao estereoespecificos

L O reconhecimento do substrato envolve a
interacdo com diferentes grupos na enzima.

»  Estes grupos estdo organizados no espago.

=  Porisso, o reconhecimento pela enzima
depende do enantiémero do substrato.

=  Porexemplo, a grande maioria das enzimas
é capaz de distinguir L-aminoacidos de D-
aminoacidos.




O sitio ativo das enzimas conseguem diferenciar moleculas
muito parecidas, como os epimeros das hexoaldoses

C. Ophardt, . 200




O sitio ativo das enzimas conseguem diferenciar moleculas
muito parecidas, como os epimeros das hexoaldoses

H—“Q—OH

H—s(;J—OH H—5(|3—0H H—5(|3— OH
°CH,OH °CH,OH °CH,OH

D-Mannose D-Glucose D-(GGalactose
(epimer at C-2) (epimer at C-4)




A ligacao do substrato altera a estrutura da enzima

»  Nosvimos que a ligagao do oxigénio a hemoglobina altera sua conformacao (do estado T para o R).
» Enzimas agem da mesma forma.

» Aligacao do substrato altera a conformacao da enzima.




Energia livre de Gibbs (AG)

Para entendermos as reag¢oes bioquimicas, precisamos primeiro apreciar a importancia do equilibrio quimico
e da energia de ativacao de uma reagao quimica.

A energia de ativacao de uma reagdo quimica € como uma barreira energética que precisa ser vencida para
gue uma reagao ocorra.

Se ndo existissem barreiras energéticas, compostos complexos reverteriam espontaneamente em moléculas
mais simples e nunca existiriam.

As enzimas sao capazes de diminuir esta barreira energética de forma seletiva para determinadas reagao.

Transition state () Transition state (%)

6] O
= =
<] Y
g g
-

& &

Ground
state

Reaction coordinate Reaction coordinate




Enzima e os estados de transicao

=  Enzimas mimetizam estados de transicao de uma reacgao.

» Intermediarios de uma reagdo sao moléculas formadas durante o processo que tenham um tempo de vida
superior ao tempo de vibracao de uma ligagao quimica (103 s)

(a) No enzyme

Substrate Transition state Products
(metal stick) (bent stick) (broken stick)

Free energy, G

(b) Enzyme complementary to substrate

Free energy, G

=
&
-
g
=

0y

¥y

Reaction coordinate




Grupos cataliticos

As reacoes enzimaticas podem ser classificadas de acordo com o mecanismo utilizado.

Uma vez ligado a enzima, o substrato pode sofre ataques por grupos reativos de cadeias laterais de
aminoacidos estrategicamente posicionados no sitio ativo.

Catalises do tipo acido-base, catalise covalente, ou catalise por ions metalicos, sao alguns exemplos de
possiveis reacoes.

Amino acid General acid form General base form
residues (proton donor) (proton acceptor)

Chymotrypsin

Ser'®®

\ /
B\ HO

AN
RE—N—CR'
0




Grupos cataliticos

Catalises do tipo acido-base, catalise covalente, ou catalise por ions metalicos, sao alguns exemplos de

possiveis reacoes.
As reacoes do tipo acido-base sdo, de fato, as reagdes enzimaticas mais comuns.

As catalises covalentes ocorrem quando ha a formagoes de uma ligagao covalente do substrato (ou
intermediario) a enzima.

Amino acid General acid form General base form
residues (proton donor) (proton acceptor)

Chymotrypsin

Ser'®®

\ /
B\ HO

AN
RE—N—CR'
0




A absorcao dos aminoacidos e feita no intestino

(a) .
%ﬂnnﬂa Elands in Proteases:
3 stomach lining
T

Paristal cells Serine proteases
(zacrete HCL)

Threonine proteases
Chief cells Cysteine proteases

|sacreta

£ ¥4 § pepsinogen) Aspartate proteases
stomach —+gei\ | VO DGR .. iric mucosa Metalloproteases

) ‘ i (secretes gastrin) c o
Pancreas Py os Glutamic acid proteases
Pancreati ’ J (h}
e Tn :: Exocrine cells of
| pancreas

Endopeptidases, clivam polipeptidios no
meio da cadeia.

Rough
ER

Aminopeptidases, removem

.__\

~Zymogen aminoacido partindo da extremidade
™ Collecting duet amino-terminal.
(e)
Villi of 11 o c
intestine Carboxipeptidases, removem

P = S aminoacidos a partir da extremidade

Small - ‘ — " | . Villus : .

= E = carboxi-terminal.

intestine
Intestinal
mucosa
(absorbs amino
acids)




Proteases

Substrato Corte
Pn-----P4—P3—P2—P1{| P1"—P2"—P3’ P4’

S4 8382 S1- 81’ 82’ 8384’

I Protease I

Pepsina, encontrada no suco gastrico, cliva, preferencialmente, polipeptidios onde P1
ou P1' sao Phe, Tyr, Trp e Leu. Os aminoacidos Arg, Lys e His nas posi¢oes P3 e Arg em
P1inibem a enzima. A enzima € mais especifica em pH 1.3 e perde a especificidade em
pH >2.

Tripsina, produzida pelo pancreas, e secretada no intestino, cliva cadeias polipeptidicas
onde P1 € Arg ou Lys. P1'nao pode ser Pro.



Proteases

The follow 2ymes potentialy chave whan the respective compasition eavage site excoptiens

Enzyme name P2

Arg-C proteinase

Asp-N endopeplidase D

BNPS-Skatole -

Caspase 1 no!P.E,D.Q.KorR -
Caspase 2 no!P.E,D.Q.KorR -
Caspase 3 notP.E,D.Q.KorR -
Caspase 4 notP.E,D.Q.KorR-
Caspase 5 - -
Caspase 6 notP.E,D.Q. KorR -
Caspase 7 nolP.E,D,. Q. KorR -
Caspase 8 nolP.E,D, Q. KorR -
7Caspau 9 -

'Caspau 10

nol P

mmmmmmmzgz <
MmO O0OO0OO0OO0O0OO0O

]
<

Chymotrypsin-high specificity (C-term to [FYW], not before P)

nol P

LorY

Chymotrypsin-low specificity (C-term to [FYWML), not before P) .

Clostripain (Clostridiopeptidase B) - -

CNBr - -

Enterokinase DorN DorN

Factor Xa AFGILTVorMDorE

Formic acid - -

Glutamy! endopeplidase . -

GranzymeB I E

Hydroxylamine -

lodosobenzoic acid -

LysC - -

NTCB (2-nitro-5-thiocyanobenzoic acid) - -

not HK, or R not P nol R

not HK, or R not P FLWorY

not HK or R not P nol R

not HK or R not P Forl

Proline-endopeptidase - HKorR P nol P

Proteinase K - - AEFILTVWorY -

Staphylococcal peptidase | - not E E -

Thermolysin - - - notDorE AFILMorVv
- - G G
AFGILTVOrMAFGILTVWorAP notDorE

not P

W
F
w
M
H
R
M
K
R
D
E
D
N
W
K

Pepsin (pH1.3)

Pepsin (pH>2)

Thrombin

Trypsin (please nole the exceptions!)

Enzyme name




As serinas proteases: a quimiotripsina

A quimiotripsina é uma das principais enzimas digestivas.

Ela é produzida no pancreas e secretada no intestino.

?
s

101 g8erm ) C
chain
201

S
220 Q




A quimiotripsina é uma das princij + Activation of Chy motrypSin

Ela é produzida no pancreas e sec

245 Chymotrypsinogen
(inactive)

l Trypsin
1516 545 TChymotrypsin

Arg lle (active)

14 15 <« Chymotrypsin
Ser Arg

¥

1 13 16 245 5Chymotrypsin
Leu lle (active)

147148 <« Chymotrypsin
Thr Asn

v
1 13 16 146 149 245 «Chymotrypsin

Leu lle Leu lle (active)




Quimiotripsina
. A hidrolise de peptidios pela quimiotripsina € um exemplo de uma reacao acido-base.

Chymotrypsin
(free enzyme)

Substrate (a polypeptide)
CH—-NH—-C—CH—NH—AA,

“HO—{Ser'

] When substrate binds, the side
Hydrophobic chain of the residue adjacent to
the peptide bond to be cleaved
/ nestles in a hydrophobic pocket
on the enzyme, positioning the
Oxyamion hale peptide bond for attack.

Active site




Quimiotripsina

Interaction of Ser!%® and His%" generates a
strongly nucleophilic alkoxide ion on Ser!9%;
the ion attacks the peptide carbonyl group,
forming a tetrahedral acyl-

enzyme. This is accom-
panied by formation

of a short-lived
negative charge

on the carbonyl
oxygen of the
substrate, which

is stabilized by A/
hydrogen bond-

ing in the

oxyanion hole.

ES complex
Hiln

.
”

\=N,
HO—{Ser™

>
C—CH-NH-—C—CH—NH—AA,
O R ())

BN

S“wa

(acylation)

—

H
/N/\
Gly™

MECHANISM FIGURE 6-21 Hydrolytic deavage of a peptide bond by
chymotrypsin. The reaction has two phases. In the acylation phase
(steps (1) to (@), formation of a covalent acyl-enzyme intermediate is
coupled to cleavage of the peptide bond. In the deacylation phase

Short-lived
intermediate

CH

Instability of the negative charge on
the substrate carbonyl oxygen leads to
collapse of the tetrahedral inter-
mediate; re-formation of a double bond
with carbon displaces the bond between
carbon and the amino group of the
peptide linkage, breaking the peptide
bond. The amino leaving
group is protonated by
Hisb7 facilitating its
displacement.

His

=

\=N5
He, O—{Ser®

|
NH-C—CH—NH—AA

-

/H
AN

Gl)‘lm Pa

H\
N
Se

l’“

Product 1
CH—NHH
R




Quimiotripsina

(steps (@) to (7)), deacylation regenerates the free enzyme; this is es-
sentially the reverse of the acylation phase, with water mirroring, in
reverse, the role of the amine component of the substrate. 6 Chymo-
trypsin Mechanism

O—(Sc‘r 196
C—CH—-NH—AA,

Short-lived z
intermediate /H H\
(deacylation) ~No, _~Ng
Gl y 1m,a Scl’l“
Hi’"f
/"(K Acyl-enzyme Acyl-enzyme
o intermediate intermediate

“(O—{Ser™ His®?
H—0—C—CH—NH—AA, ";K

An incoming water

H H ® N molecule is deprotonated
Collapse N N \ H O~ Ser' by general base catalysis,
of the Th'®  Ser™ H—0%_.C—CH—NH—AA, generatingastrongly
tetrahedral Gly Ser i nucleophilic hydroxide ion.
intermediate ._) Attack of hydroxide on the
I ester linkage of the acyl-
:;2;33’ Z ?:rol:'oiy]ate anion : enzyme generates a second
and displaces Ser!%, ' tetrahedral intermediate, with
oxygen in the oxyanion hole
again taking on a negative charge.




Quimiotripsina

. A hidrolise de peptidios pela quimiotripsina € um exemplo de uma reacao acido-base.

Chymotrypsin
(free enzyme)

Substrate (a polypeptide)
CH—-NH—-C—CH—NH—AA,

“HO—{Ser'
] When substrate binds, the side
Hydrophobic chain of the residue adjacent to
the peptide bond to be cleaved
/ nestles in a hydrophobic pocket
Active site on the enzyme, positioning the
Oxyamion hale peptide bond for attack.

Enzyme-product
2 complex

Diffusion of the .,
second product HO—{Ser®®

from the active HO— C—CH—NH—AA,

site regenerates 1 ,
o
St
ayu\a Ser'™

free enzyme.




pH

» O pHtem um efeito muito importante sobre as
enzimas.

»  Tomemos como exemplo, a quimiotripsina, que
acabamos de analisar.

=  Mudancas de pH abaixo de 7-8, alteram a carga da
His57, impedindo que o primeiro ataque nucleofilico
(Ser®95) ocorra.

» JapHacimade8ag, alteraacargadallei6 (amino-
terminal da cadeia A), alterando a conformacao, e
destruindo o sitio de ligagao do substrato.

=  Portanto, mudancas de pH podem alterar de diversas
formas a atividade enzimatica.

» Deuma forma geral, enzimas tém um pH 6timo numa
faixa relativamente estreita, e proximas do pH do meio
onde sao encontradas.
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Qual € a diferenca entre uma enzima ativa e uma
enzima denaturada?
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Cinetica enzimatica

»  Estudos sobre a estrutura e fun¢ao de proteinas sao importantes para que pesquisadores compreendam
como um enzima funciona.

»  Porém, um dos aspectos fundamentais para entender o funcionamento de uma enzima € a sua velocidade
de reacdo e com esta é afetada pelas condi¢des do meio.

»  Esses estudos sao definidos com cinética enzimatica.
*»  Um dos principais fatores quando estudando uma reacao enzimatica é a sua VELOCIDADE INICIAL (V,).

» AV, deumareacao é o momento inicial da catalise, quando a concentragao de substrato é muito maior do
que a de enzima.

»  Deforma geral, a concentra¢do de uma enzima numa reacao enzimatica é na ordem de nanomolar,
enquanto a do substrato é varias ordens de magnitude maior (micro a milimolar).

. Se analisarmos uma reacao enzimatica apenas nos seus momentos iniciais (1 ou 2 minutos, ou menos), a
variacdo na concentracgao de substrato € minima e pode ser considerada constante.




O principal fator que afeta a velocidade de uma
reagao € a concentragao do substrato

[S]=0,26 MM

[S]=0,1 mM




O principal fator que afeta a velocidade de uma
reagao € a concentragao do substrato




O principal fator que afeta a velocidade de uma
reagao € a concentragao do substrato




O principal fator que afeta a velocidade de uma
reagao € a concentragao do substrato




O principal fator que afeta a velocidade de uma
reagao € a concentragao do substrato




O principal fator que afeta a velocidade de uma
reagao € a concentragao do substrato




Em cinética enzimatica, um parametro
importante € a velocidade inicial da reacao (V)

[S]=0,26 MM

[S]=0,1 mM




O principal fator que afeta a velocidade de uma
reagao € a concentragao do substrato
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O principal fator que afeta a velocidade de uma
reagao € a concentragao do substrato




O principal fator que afeta a velocidade de uma
reagao € a concentragao do substrato
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O principal fator que afeta a velocidade de uma
reagao € a concentragao do substrato
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O principal fator que afeta a velocidade de uma
reagao € a concentragao do substrato
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O principal fator que afeta a velocidade de uma
reagao € a concentragao do substrato
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Em cinética enzimatica, um parametro
importante € a velocidade inicial da reacao (V)

[S]=0,26 MM

[S]=0,1 mM




Em cinética enzimatica, um parametro
importante € a velocidade inicial da reacao (V)

[S]=0,26 MM

S]=0,1mM




Velocidade maxima de uma reacao
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No Km, metade das enzimas estarao ligadas ao substrato




Cinetica enzimatica:
1. O substrato liga-se a enzima

S
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Cinéetica enzimatica:
1. Duas coisas podem acontecer, entao...

S

. D—©

S

. D—©

ES P
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Cinetica enzimatica:
2. Em resumo:

S

. D—©

] + j)(_.j)—)hi




Cinetica enzimatica:
2. Em resumo:

S

. D—©

k1 k3

m j><_lj>—>ki
k-1




Leonor Michaelis (187 5-1949) Maud Menten (1879-1960)




Cinetica enzimatica

S E ES P
ki k2

m — M) —— AN
k-1

Como Vo =k2.[ES] e com ES nao € um parametro facil de ser determinado:
[Et] = enzima total e enzima livre, entao [E] = [Et] — [ES]

Formacaode ES —> [ES] = ka.[S].[E]
Dissociagago de ES —> [ES] = k-1.[ES]

No equilibrio, a velocidade de formacao € igual a de dissociagdo, ou seja:
ka.[E].[ES] = k-1.[ES] Como [E] = [Et]-[ES] entao:

ka.([Et]-[ES]).[S] = k-1.[ES] + k2.[ES]



Cinetica enzimatica

S E ES P
ki k2

m - D )——
k-1

Agora, nos resolvemos a equacdo para [ES]:

k1.([Et]-[S]).[S] = k-1.[ES] + k2.[ES]

k1.[Et][S] - k1.[S].[ES] = (k-1.+ k2).[ES]  Adicionando-se k1.[S].[ES] aos dois lados:

k1.[Et].[S] = (k1.[S] + k-1 + k2).[ES] e agora nos resolvemos para [ES]:
k1.[Et].[S]

[ES] = dividindo ambos os lados por ka:
k1.[S] + k-1 + k2

[Et].[S]

[ES] =

[S] + (k-1 + k2)/ka




Cinetica enzimatica

[Et].[S]
[ES] =

[S] + (k-1 + k2)/ka

O termo (k-1 + k2)/ka é definido com constante de Michaelis (Km)

[Et].[S]
[ES] = como Vo = k2.[ES]
[S] + Km
k2.[Et].[S]
Vo =
[S] + Km

Esta equacao pode ser simplificada assumindo que na velocidade maxima, a enzima
esta saturada, portanto, [Et] = [ES]. Entao:
Vmax.[S]

Vo =
[S] + Km




Efeito do substrato na velocidade inicial de uma
reacao
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Cinetica enzimatica

Vmax.[S]
Vo =

[S] + Km

Uma relagao importante surge dessa equagao quando Vo é a metade de Vmax:

Vmax Vmax.[S] 1 [S]
2 [S] + Km p) SERGE
Ou seja:

Km = [S] quando Vo é a metade de Vmax




Cinetica enzimatica:
A equacao de Lineweaver-Burk:

Vmax.[S]
Vo = Invertendo-se os termos, teremos:
[S] + Km
1 Km +[S]
= Separando-se os componentes do lado direito da equagao:
Vo Vmax.[S]
1 Km [S]

+
Vo Vmax.[S] Vmax.[S]

Ou seja...




Cinetica enzimatica:
A equacao de Lineweaver-Burk:

1 Km 1
= + uma equacao do tipo y = ax+b !
Vo Vmax.[S] Vmax
1 Km 1 1
- = . +
Vo Vmax [S] Vmax

uma equacao do tipo y = ax+b!

Portanto, num grafico de
1/[S] x 1 /[Vo] teremos:




Enzimas alostericas

Muitas enzimas podem ser reguladas.
Este é um importante mecanismo metabdlico.

A ligagao de uma molécula “ativadora” ou “inibidora” pode aumentar
ou inibir a atividade de uma enzima.

Isto pode ocorre por um efeito cooperativo entre as diferentes
subunidades de uma proteina (unidade regulatdria).

@ Substrate

@ Positive modulator

Less-active enzyme

More-active enzyme

Active
enzyme-substrate
complex




Enzimas alostericas

@ Substrate
@ Positive modulator
=  Porexemplo, a conversao do aminoacido treonina Less-active enzyme

em isoleucina pode ser feito através de uma série de
reacoes enzimaticas.

»= Paraimpedir que toda a treonina da célula seja More-active enzyme
convertida em isoleucina, a primeira enzima da
cadeia de reagoes é controlada alostericamente pela
concentragao de isoleucina. : @ Active

enzyme-substrate
complex

=  Senao houverisoleucing, a reacao pode ocorrer.

= Quando a concentracao de isoleucina aumentar, a
enzima é inibida alostericamente, interrompendo a
cadeia.




Regulagao por modificagao covalente

As enzimas podem ser reguladas por modificagoes covalentes.
Uma modificagdo muito importante é a fosforilacao.

Enzimas podem ser ativadas ou inibidas se fosforiladas em residuos
de serina, treonina ou tirosina especificos.

Outras modificagoes (tabela ao lado) também podem modular a
atividade de enzimas.

OH Ser't
| side
CHy; chain

Phosphorylase b
(less active)

2P; 2ATP

2H,0 2ADP /
v

N /
CH, CH,

Phosphorylase a
(more active)

Covalent modification
(target residues)

Phosphorylation

(Tyr, Ser, Thr, His)

ATP ADP 0
Enz En:f.—g—o

Adenylylation
(Tyr)

ATP PP, o

Enz LLP Enx—i—O—CHg

Uridylylation
(Tyr)

UTP PP; 0
Enz Enz—g—O—CHg

ADP-ribosylation
(Arg, Gln, Cys, diphthamide—a modified His)

NAD

E nicotinamide
Enz Enz

0——CH, O
H H
H

Methylation
(Glu)

S-adenosyl- S-adenosyl-
methionine homocysteine

Enz A—/"—> Enz—CHy




Bibliografia

» Leiam o capitulo 6 (Enzimas) do Lehninger — Principios de Bioquimica
Ou

»  (apitulo 5 (Enzimas) do livro Bioquimica Basica (Marzzoco e Torres).




