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Introducao - Enzimas

e Condicoes fundamentais da célula:
e Autorreplicar
e Catalizar reacfes quimicas com eficiéncia e seletividade

e SA0 as proteinas mais notaveis e altamente especializadas

e Apresentam alto grau de especificidade e alto poder catalitico

e Sao altamente eficientes, acelerando a velocidade das reacdes (108 a
10%%)

[ Centro activo

::>“ =

\ A enzima altera ligeiramente a sua Produtos
Substrato  torma a medida que o substrato se liga ‘

Substrato entrando no Complexo Complexo Produtos deixando o
centro activo da enzima enzima/substrato enzima/produto centro activo da enzima
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Introducao - Enzimas

Atuam em solucdoes aguosas e necessitam de condicoes
favoraveis de pH, temperatura, polaridade do solvente e forca
IOnica

Proporcionam um ambiente especifico adequado para que

uma determinada reacao seja energeticamente mais
favoravel (estabilidade das biomoléculas)
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e Definicao:
e Catalisadores biologicos;
e Longas cadeias de aminoéacidos

e Funcao:
e Viabilizar a atividade das células, quebrando moléeculas ou

juntando-as para formar novos compostos de forma rapida
e eficiente

e Todas as enzimas sdo PROTEINAS

e Globhulares
e Excecéao: RIBOZIMAS

RNA c/ propriedades cataliticas

Presentes na subunidade maior do ribossomo

Participam do processamento do mRNA (remocé&o de introns); ligacdo peptidica
Ex: peptidil transferase
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Cofator

Estrutura Holoenzima
r Enzumétuca‘ A
Ribozimas

1 Apoen21ma ou

Apoproteina Pgde ser:
* jon inorganico

RNA e molécula orginica (coenzima)

Modificadas covalentemente por fosforilacao, glicosilacao e outros processos



Enzimas - Cofatores

lons inorgénicos
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Enzimas - Coenzimas

e Carreadores transitorios de grupos funcionais
e Maioria deriva de vitaminas hidrossoluveis

Vitamina Coenzima Exemplo de grupos
guimicos transferidos

Biotina (B-) CO,, Carboxilagcéo

Acido pantoténico (B:) Grupos acil

Riboflavina (B,) H+/Oxidacéo
H+/Reducao

Niacina (B;) H+/Oxidacao
H+/Reducao

Piridoxina (Bg)

amino/descarboxilacéo

Acido folico (B,)

Grupos monocarboénicos

Tiamina (B,)

Aldeidos (transf. 2 C)

Acido lipdico

H+/Oxidacéo



../../../enzimas/vitaminas.ppt

Especificidade Estereoquimica

Altamente seletiva
(discrimina substratos com estruturas muito semelhantes)

Substrate 1
Substrate 2

Solution containing
Enzyme 1 and Enzyme 2

Enzyme 2



Sitio Ativo

Local onde ocorre a acao enzimatica
sobre o substrato

SA engloba o substrato sequestrando-
0 da solucao

Ligacao especifica de moléculas

Binding of a substrate to an
(substratos) enzyme at the active site.

Superficie do SA delimitada por
cadeias laterais dos residuos de aa

Rearranjos e interacdoes covalentes
durante a catalise entre substrato e
enzima



Enzimas
Ligacdo da Enzima ao Substrato

v 2 modelos propostos:

 Chave-Fechadura &—

 Encaixe Induzido [2]




- Emil Fischer (1894):.

- Prop0s que as enzimas seriam estruturalmente
complementares aos seus substratos

— Chave-Fechadura e«

Copyright © 1997 Wiley-Liss, Inc.
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Reaction coordinate

e Koshland (1958): Encaixe Induzido: enzima e 0 substrato
sofrem mudanca de conformacao para o encaixe exatamente
complementar. O substrato é distorcido para conformacao
exata do estado de transicao

e No complexo ES ha formacéo de interacoes fracas
e A completa complementaridade ES ocorre no estado de transicao

e Principio: interacfes c/ ligacdes fracas entre ES fornecem uma
forca propulsora p/ catalise enzimatica
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Reaction coordinate

Enzimas desenvolveram-se p/ | seletivamente as energias
de ativacao das reacdes necessarias p/ sobrevivéncia celular

* InteracOes fracas nao covalentes e ligacOes covalentes
transitorias entre ES estabilizam a interacdo e liberam
energia livre de ligacao p/ ; a energia de ativacao

A soma da energia de ativacédo desfavoravel AG**(positiva) e a energia
de ligacdo favoravel AGg(negativa) resulta na reducao liquida da
energia de ativacao



« Encaixe complementar ES estabiliza o substrato ao inves de
desestabiliza-lo (enzima complementar ao substrato)
 Substrato impedido de atingir o estado de transicao da reacao

ES é mais
estavel e possui
menos energia
livre em relacéo

ao substrato
sozinho.
Portanto maior
energia de

- Nocado moderna da catélise enzimatica ativagao
« A enzima é complementar ao estado de transicao da reacao,
ajudando a desestabilizar o substrato e contribuindo p/
catalise dareacéao

(b) Enzyme complementary to substrate

Free energy, G

(c) Enzyme complementary to transition state & ES libera
Es energia
S— — & equivalente ao
¢ — %) : valor da
Reaction coordinate dlmanI(}éO de
AGH

9 =,




e Para que areacao ocorra as moléculas do substrato
devem atingir um nivel de energia mais alto
e Energia de Ativacao
Diferenca entre os niveis de energia do estado basal e de transicao
Quanto menor a EA mais rapida a reacao
EA é a barreira energética p/ reacOes quimicas
EA é diminuida pela adicao de um catalisador

Ts(Transition state)

T

Uncatalyzed Uncatalyzed
Energy of
activation,
Ea

(s

Enzyme catalyzed

G°of
reaction
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Reaction coordinate
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Reaction coordinate




Aceleram reacdes quimicas

Ex: Decomposi¢cao do H,O,

Condicoes da Reacao Energia livre de Ativacao Velocidade
KJ/mol Kcal/mol Relativa
Sem catalisador 75,2 18,0 1




Nao sao consumidas na reacao




e Atuam em pequenas COI’]CGI’]U&(}GGS

decompode

1 molécula de Catalase 5 000 000 de moléculas de HZOZ
I pH=6,8 em 1 min



e N&o alteram o estado de equilibrio
-Keg nao é afetado pela enzima
-Diminuem a energia de ativacao

Energia

Variacao de
energia livre {

Progresso da Reacao

E + S ES EP

E+P



Nomenclatura das enzimas

- Século XIX - poucas enzimas identificadas

» Adicdo do sufixo “ASE” ao nome do substrato:
EX:
- gorduras (lipo - grego) — LIPASE
- amido (amylon - grego) — AMILASE

« Nomes arbitrarios:

- Tripsina e pepsina — proteases



Nomenclatura e classificacao das enzimas

« 1955 - Comissao de Enzimas (EC) da Uni&o Internacional de Bioquimica (IUB) —
nomear e classificar.

Agem em muitos grupos quimicos, adicionando ou

Oxidoredutases : A
removendo hidrogénio.

Transferem grupos funcionais entre moléculas doadoras e

Transferases ;
moléculas aceptoras.

Hidrolases Adicionam agua a uma ligacao, hidrolizando-a.

Adicionam agua, amonia ou diéxido de carbono a duplas
Liases ligacdes, ou removem estes elementos para produzirem
duplas ligacoes.

Catalisam uma variedade de reacOes de isomerizacao: do
Isomerases tipo L para D, reacOes de mutacéo (troca de grupos
guimicos) entre outras.

Catalisam reacdes em gue dois grupos quimicos sao

Ligases . . : :
J unidos utilizando energia fornecida pelo ATP.



Fatores que influenciam a atividade enzimatica

e pH;

e temperatura;

e concentracao das enzimas;

e concentracao dos substratos;

e presencade inibidores.



pH

o Mudancas de pH podem alterar a estrutura
enzimatica (influencia os grupos ionizaveis do sitio
ativo)

o Dissociacao (reducao da atividade)
o Inativacao (perda da funcao)
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Influéncia da temperatura do meio
sobre a atividade enzimatica

« Mantidas fixas as condicOes de:
- pH 6timo

- concentracao de substrato

- concentracao de enzima

Temperf%tura otima

Ativacao
térmica~ Gl At ac
termica
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CONCENTRACAO DAS ENZIMAS

- Velocidade de transformacao do S em P depende
da quantidade de enzima

* Desvios ocorrem:

* Presenca de inibidores;

* Presenca de substancias toxicas;

* Presenca de ativadores (dissocia a enzima);




CONCENTRACAO DOS SUBSTRATOS

[S] varia durante o curso da reacdo a medida que S é
convertido em P.

*Mantidas fixas as condicoes de
- temperatura otima
- pH 6timo
- [enzimal] vo

Regido platd: V, prox V.

*[S] pequenas — VoT linearmente conforme [S].

*[S] maiores — VoT por incrementos cada vez
menores.

ST



PRESENCA DE INIBIDORES

e Inibidor € qualquer substancia que reduz ou interrompe
uma reacao enzimatica.

« EX: Aspirina (acetilsalicilato)
Inibe a cicloxigenase (COX) na 12 etapa da sintese das
prostaglandinas

INIBIDORES

i—l—l

REVERSIVEIS IRREVERSIVEIS

COMPETITIVOS NAO COMPETITIVOS




Cinética Enzimatica
Conhecer as condi¢cbes otimas da catalise;
Ajudar a elucidar os mecanismos de reacao;
Determinar a funcao das enzimas em rotas

metabdlicas.

Determinar as constantes de afinidade do S e dos
Inibidores:;



Leonor Michaelis Maud Menten
1875-1949 1879-1960

E + < ' = g E 4+
NG NG /
YT N
Estado pré-estacionario Estado estacionario (quebra

Etapa rapida e reversivel complexo ES)

Etapa lenta e limitante da
velocidade



V, se aproxima mas nunca atinge Vmax
Enzima, quase totalmente,
Viax presente como ES
Adicéao de S ndo TVO da reacéo

VO= Vmax(S)

K.+(S) Equacao d
Michaelis-Me
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Substrate concentration, [S] (mM)

Hipérbole expressa relagéo entre [S] e V,
Km equivale a [S] onde V, € metade de Vmax



Caracteristicas de Km e Vmax.

e K _expressa a [S] necesséria para que a velocidade
da reacao seja metade da velocidade maxima

e Nao tem valor fixo, pois varia com [S], pH e temperatura

e Para as enzimas gue possuem mais de um substrato,
cada um destes exibem um K, caracteristico.

e A velocidade maxima (V,,,,) varia amplamente de uma
enzima para outra, dependendo do substrato, do pH e da
temperatura.



Conclusoes sobre Km

K21 >

Pequena [S] € necessaria p/ a

reacao atingir metade da Vv
\ 4

max

1 Afinidade da enzima pelo substrato

Grande [S] € necessaria p/ a

reacao atingir metade da Vv

fi wp EEEREEY

max

k] Afinidade da enzima pelo substrato



Saude

Enzimas

Processos TSR Homeostasia
Fisiologicos



Aplicacoes clinicas

Lesao tecidual grave
Cirrose Hepatica

l

Prejudica a sintese de enzimas pelo tecido

!

Enzimas do ciclo da uréia

Amonia ﬂ Uréia
(toxica para 0 organismo) | — (nao tbxica)

!

COMA HEPATICO




Aplicacdes clinicas

Doencas Genéeticas

J

Incapacidade ou capacidade parcial
de sintetizar enzimas

J

Sintomatologia variada




Aplicactes clinicas

Infarto do miocardio

d

Lesao cardiaca grave

d

Extravasamento de enzimas intracelulares

d

Determinacao da atividade de enzimas especificas
no plasma proporciona ao clinico informacdes importantes
para o diagnostico




Importancia Biomeédica

Farmacologia e Toxicologia

Drogas terapeuticamente importantes

!

Inibir a atividade de enzimas

!

Utilizadas no tratamento de inUmeras patologias



Mecanismos de Regulacéo da
Atividade Enzimatica

Nos processos metabdlicos existem 1 ou mais enzimas
regulatorias das vias

A atividade das enzimas regulatorias pode ser modulada
atraves de:

e Enzimas alostéricas
e Modificacao covalente
e Clivagem proteolitica de pro-enzimas
e Controle a nivel génico
e inducao
e repressao



Regulacao da Atividade Enzimatica
Enzimas Alostéricas

e Reguladas por
efetores ou moduladores alostéricos
(substrato, produto, cofatores)
fora do sitio ativo
(sitio alostérico)
modo nao covalente
(induz mudancas conformacionais)

"4 Y

positivos negativos



Regulacao da Atividade Enzimatica
Modificacao Covalente

Grupos (fosforil, acetil, metil, amida, carboxil, hidroxil, sulfato)
sao ligados covalentemente as enzimas regulatorias

EX: Fosforilacao AT ADP
Enzima-OH Enzima-O

Desfosforilacao

HPO,;



Regulacao da Atividade Enzimatica
Clivagem Proteolitica

Pro-Enzimas
ZImOogenios

V

EX: tripsina e quimotripsina



Regulacao da Atividade Enzimatica
Controle a Nivel Génico

Mensagem genética

!

RNA, .

!

PROTEINA
(ENZIMA)

Algumas enzimas nao sao sintetizadas
continuamente pelas células



Regulacao da Atividade Enzimatica
Controle a Nivel Génico

Sua producao € induzida pela presenca de
uma substancia adequada

Induzir a transcricdo dos genes da proteina

(enzima)



Regulacéo da Atividade Enzimatica
Controle a Nivel Génico

INDUTOR INDUTOR
presente ausente

Sintese da NAO ocorre
proteina a sintese da

proteina




Exemplo: fac operon
(E. coli)

* Operon lac - Unidade regulatoria completa
Inclui 3 genes p/ codificar enzimas distintas e regioes
promotoras, finalizadoras, reguladoras e operadoras

Encontrado no cromossomo bacteriano e transcrito como
MRNA Unico policistronico

*Permite o transporte e digestao da lactose apenas na
auséncia de glicose

lerminator Promoter Operator



Aléem do papel central das enzimas na
bioguimica, a atividade das enzimas pode
fornecer informacdes importantes no
diagnodstico de doencas.

O perfil da atividade enzimati
indicar a a de processos
ICOS.




Enzimas e a/Clinica Médica

As enzimas podem ser classificadas em
dois grupos:

Plasma-especificas

secretadas ativamente no plasma por

certos orgaos, tendo papel funcional no
plasma

Nao-plasma especificas

produzidas pelas ceélulas durante o
metabolismo celular normal. Sao enzimas
intracelulares, sem funcao fisiolégica no
plasma.




Enzimas nao-plasma especificas

T Presenca de enzimas intracelulares no plasma

Extravazamento

por alteracao de
permeabilidade
da membrana

Extravazamento
por lesao
tecidual

Estado patologico

A determinacao das atividades de muitas enzimas no plasma € utilizada para
fins diagndsticos em varias doencas.

O grau de elevacao da atividade enzimatica no plasma pode auxiliar na
avaliacao do progndstico do paciente.




Enzimas ndo-plasma especificas

Distribuicao tecidual
restrita a um ou a

poucos tecidos Distribuicao tecidual ampla

T Concentracdo no plasma

Diagndstico especifico

Valor diagndstico
limitado



Cinética de liberacao de enzimas
cardiacas no soro apos um |IAM
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5 10
Days after episode

CPK - creatina quinase
LDH — Lactato desidrogenase
HBDH - a-hidroxibutirico desidrogenase




Presentes nas céelulas do figado, coracao,
musculo esquelético, rins e pancreas.




Outras enzimas importantes em diagnostico

Presente em muitos tecidos, principalmente

no figado e nos 0ss0s. O aumento fisioldgico é
observado na GRAVIDEZ e na INFANCIA.

|




Outras enzimas importantes em diagnostico




Outras enzimas importantes em diagndstico




A atividade metabdlica das células é regulada pelo controle
da atividade enzimatica



