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enzimas

1. Introducao

e (Generalidades

e Grande parte da historia da pesquisa da bioquimica — enzimas
(inicio séc. XIX)

e Etimologia da palavra —— "in yeasts" (leveduras)

catalises biologicas — fermentacao do agucar em alcool

» Nos organismos vivos — reacdes muito lentas sem enzimas

e Reacdes enzimaticas — fundamentais para manutencao da vida
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enzimas

, e Historico
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enzimas

e Conceito

o Catalisadores bioldgicos de natureza protéica™
e com 1 PM (estruturas 3aria, 4aria)

e responsaveis diretas pela maioria das reacoes bioquimicas dos seres vivos

* Propriedades / caracteristicas

 Eficiéncia catalitica maior que os catalisadores quimicos

e Alto grau de especificidade pelo substrato

e Funcionam em solugoes aquosas

e Atuam em condigoes suaves de t° e pH

e Aparecem com estrutura inalterada ao final da reacao

e Nao alteram o equilibrio quimico das reacoes, apenas o aceleram
e Atuam em quantidades minimas (gtde. E < S)
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enzimas

o Catalise quimica x catalise biologica

: funcéo de catalise ¢
Enzimas | ) Proteinas altamente | W) ¢
especializadas l
1 acelera as reagoes

energia térmica ‘ T freqiiéncia de colises entre
moléculas reagentes

via alternativa ‘ ! energia de ativacao ‘ catalisadores

q maioria das reacdes

—
Catalisadores organicos

seres Vivos H
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enzimas

o Catalise quimica x catalise bioldgica

~ : Energia de ativacao
Reacao Catalisador (Kcal .M-1)

Decomposicao de nenhum 18,0
H,O, Platina coloidal 11,7

Catalase <2

H+ 20,6
Hidrodlise da caseina | Tripsina 12,0

H+ 25,7
Hidrolise da Invertase de 11,0
sacarose levedura

Catalisadores
quimicos

v
A 4

aceleram reacoes inalterados no final

a a

Cat.al|§a.dores altamente especificos
biologicos
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enzimas

E, sem enzima
E, com
enzima

\
A

Reagentes
DG

Energia livre—>»

Produtos

Progresso da reagédo —>»

A funcio das Enzimas é ¥ a Energia de ativacido de modo
seletivo assim M a velocidade das reacoes necessarias a
sobrevivéncia da célula sem afetar o equilibrio das reacoes
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Amphinase — (sapo leop .1‘- do norte -Rana pipiens):
reconhece os oligossacaridebs das membranas de células
tumorais e se ligam a sua superficie antes de invadir a célula e
inativar o RNA nela contido, causando a morte do tumor.
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enzimas

J Energia de Ativacao

\4

T Especificidade
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enzimas

2. Mecanismo da reacao enzimatica

e Conceito g \

’

N _.’Ju

WA, - i

e complexo enzima-substrato (ES)

e Componentes

e Enzima (E)

e Substrato (S)
o Cofator

e QOutros

Estrutura da DNA polimerase (EC 2.7.7.7,),
uma das enzimas responsaveis pela sintese do
DNA, um processo fundamental na replicacao
do material genético

. ,
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mecanismo da reacdo enzimatica

. -+
Enzima + Substrato ﬁ [EnzimaSubstrato] ‘ EnZIma I:)Iroduto

Complexo O Substrato se
Enzima- liga & enzima
Substrato Substrato
(sacarC\se)
L
-

Enzima
(sacarase)

OEnzima
disponivel para a
molécula de
substrato

® Substrato é
convertido nos
produtos

Glicose "‘;,’

s,

©Produtos sio 1

L
liberados Frutose

- 4 . Copyright @ Paarson Educ_a!ic!n. Inc.. publishing as Benjamin Cummings.
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mecanismo da reacao enzimatica

. -+
Ensima + Supsuato | # | EnsimaSussaaal | ® | Eveima * Proaur

(A (B)

’
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mecanismo da reacdo enzimatica

Massas moleculares aproximadas de enzimas e seus substratos

Enzima Substrato Massa molecular
aproximada

Catalase 200.000
H,0, 34
Urease 500.000
Uréia 60
Fosfofrutoquinase 380.000
Frutose-6-P 300
Glutamina sintetase 600.000
Glutamato 150
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mecanismo da reacdo enzimatica

e (Conceitos importantes

e Estado de transicao

forma ativada de uma molécula, em que a mesma é capaz de
sofrer uma reacao (composto instavel e de alta energia)

® Fnerqgia de ativacao

quantidade de energia (cal) necessaria para se levar 1 mol de
uma substancia ao estado de transicao

v
energia fornecida a um sistema p/ vencer a inércia quimica dos
reagentes
barreira que separa R dos P
e barreira energética p/ as reagoes quimicas
crucial p/ a existéncia dos organismos vivos,
pois 1 Energia ativacao — 1 estabilidade molecular

@ ’
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mecanismo da reacao enzimatica

Sem enzima o
@
3
S 2
ke
<
Substrato Estado de Produto 2
(bastao de metal) transicao (bastédo quebrado)
(bastéo dobrado)
reacao
O
)
3
©
(@]
©
i

Progresso da
reacao

,
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mecanismo da reacdo enzimatica

e (Conceitos importantes

e Atividade enzimatica

e Ea dosagem de uma E, expressa em unidades (U)

e 1U = quantidade de E capaz de formar 1 pmol de P/min)
e (condicOes 6timas de pH, t°, ...)

e Determinada experimentalmente

e NUmero de catalise

* Nn° moles de S que 1 mol de E catalisa por minuto
* Nn° de moles de P produzidos por 1 mol de E /min
e pode ser referido em termos moleculares
e nUmero de renovacao (turnover number)

A ’
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mecanismo da reacao enzimatica

e NUmero de catalise

A Urease catalisa 420.000 moles de uréia/min

’
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mecanismo da reacao enzimatica

e NUmero de catalise

A desidrogenase lactica catalisa 1.000.000 moles de lactato /min

’
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enzimas

3. Cofatores enzimaticos

e Conceito
e TIpos

a) Inorganicos

lons: Ca**, Mg*+, Zn*+, K*, Na*

A 4

b) Organicos ,| Grupos prosteticos (fortemente ligados a E)
Ex: FAD

I Co-substrato (fracamente ligados a E)

> Coenzimas Ex: NAD
cofator coenzima
@ ' @ -
( “a, G .
\"‘ cor 7 coenzima
apoenzima holoenzima
/ V.

A ’
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cofatores enzimaticos

a)_Cofatores inorganicos — ions

Elemento Enzima Ativada

Zn*t Deshidrogenases, anidrase carbonica, RNA e DNA polimerases
Mgt+* Hexoquinase, Glicose-6-fosfato, Piruvato quinase, RUBISCO
Mntt Arginases, peptidases, quinases

Mo Nitratoredutase, nitrogenase

Fe2+, Fe3* | Citocromos, catalases, ferredoxina, peroxidases, nitritoredutase

Cu?+t Citocromo oxidase, tirosinase, acido ascorbico oxidase, plastocianina
Cazt 1,3 B glucana sintetase, calmodulina

K+ Piruvato fosfoquinase, ATPase

Co Vitamina B,, encontrada em microorganismos e animais, mas nao em

plantas. Importante na fixacao simbidtica de nitrogénio

Ni Urease

Se Glutationa peroxidase
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cofatores enzimaticos

b)_Cofatores organicos — coenzimas

Vitaminas Funcoes e Coenzimas Relacionadas Enfermlc!agles
carenciais
C (acido Coenzima de algumas peptidases. Intervém
e , , Escorbuto
ascorbico) na sintese de de colageno
B1 (tiamina) Coenzima das descarboxnas,es e de enzimas Beriberi
que transferem grupos aldeidos
: £z : Constituinte das coenzimas FAD e FMN DEAEHIES © [0
(riboflavina) nas mucosas
B5 (alec_lo Constituinte da CoA Fadiga e trastornos
pantoténico) do sono
B3 (niacina) | Constituinte das coenzimas NAD e NADP Pelagra
B6 Intervém nas reacoes de transferéncia de D o .
.. : : epressao, anemia
(piridoxina) grupos amino.
B12 : A : : .
: Coenzima na transferencia de grupos metil. Anemia perniciosa
(cobalamina)
Biotina Coen2|_ma das enzimas que transf_lere,n_grupos Fadiga, dermatites
carboxila, no metabolismo de aminoacidos.
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COenzimas

e Algumas coenzimas funcionam como transportadoras transientes
de grupos funcionais ou de atomos especificos

: Algun,s grupos | precursores dietéticos
Coenzima qguimicos .
: (mamiferos)
transferidos

Flavina Adenina Dinucleotideo (FAD) Elétrons Riboflavina (Vit. B,)
Nicotinamida Adenina Dinucleotideo (NAD) Hidreto Niacina (Vit. B5)
Coenzima A (CoA) Grupos acila Ac. pantoténico (Vit.B3)
Piridoxal fosfato (PYF) Grupos amino Piridoxina (Vit. B6)
Tiamina pirofosfato (TPP) Aldeidos Tiamina (Vit. B,)
Tetrahidrofolato Un. Mono C Acido Folico
Biocitina CoO, Biotina

& Apostila sobre Vitaminas
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coenzimas

e Principals coenzimas

NAD
(nicotinamida adenina dinucleotideo) NADH
(Electron carrier)
H 0
®
O—CH;, o N
0=[:-'*—D‘ . O=P—0- § :
0 H .\‘ T 0 H ’ H
g=||=_0— HO OH NH; Oo=p—0n- HO OH NH,
Rpree — e
0 CH, N eduction (8] CH, M
H | + H' + 26 = i H— |
U< N;\H ~ Oxidation ‘ o NA\ H
H ‘ ‘H H ’ &
HO OH HO OH

e NAD* pode se reduzir a NADH*, ao receber elétrons (na forma de
jon hidreto)

o A forma oxidada, NAD*, € reciclada pela transferéncia dos elétrons
para a cadeia respiratoria, enquanto ATP & produzido

’
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coenzimas

e Principals coenzimas

NAD
(nicotinamida adenina dinucleotideo)

e NAD* pode se reduzir a NADH*, ao receber elétrons (na forma de
ion hidreto)

o A forma oxidada, NAD*, € reciclada pela transferéncia dos elétrons
para a cadeia respiratoria, enquanto ATP € produzido

,
BbQUlMlCA BASICA EM IMAGENS —um guia para a sala de aula e Copyright 2008 — Chaves & Mello-Farias — ISBN 978-85-7192-387-4



coenzimas

e Principals coenzimas

NADP
(nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato)
MH; Y
N [ = MH-
|L HE} {I:I:| LI? B |
N’ HC—0=P=0-P—0—CH;

Nicotinamide adenine dinucleotide (NAD")

e NADP* é sintetizado a partir do NAD* pela fosforilacgao no O%*,
usando ATP

» NADP* € obtido na via das pentoses fosfato e serve como agente
redutor em vias biossintéticas redutivas.

A ’
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e Principails coenzimas

CH.OH
H—C—OH
H—C—0OH
H—C—OH

ik
HyC I Jd 0
H4C ™
o
M v

A 4

ATP ADP

Hﬁ—O—POEQ
H=C—OH
H—C—OH
H—C—OH

G

HsC M )mjﬁo
ﬁﬁg;(
e ° S

Riboflavin Flavin mononucleotide (FMM)
ATP
PP,
' NH, ™
J;F
09 i
Hg?—o—ﬁ*—o—ﬁ—o—c o
H—(It—CtH o, 9,
H_ j—
GO SHoH
H—?—QH
ik
Hg::I:i:I: /N Q
MH
e i
\. - J

Flavin adenine dinucleotide (FAD)

coenzimas

e FMN
(flavina mononucleotideo)

A

4 ™ s ™
'? r (D)
HaC i M. .0 - c HaC i 8]
..r"'“*-[,’/"" +2H " +2e “Ts"
T LT TXXT
H4C N:I:H” H4C
! (H 1
M A M A
FAD FADH,

e FAD
(flavina adenina dinucleotideo)

b ’
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e Coenzimas em reacoes de oxi-redugao no
metabolismo energético

» Mais de 50 flavoproteinas sao conhecidas

e Podem aceitar elétrons de substratos ou
entao da coenzima NADH
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e Principals coenzimas

CoA
(coenzima A)

coenzimas

I
0, O iZHs
H H
O aH
Adenosine diphosphate Pantothenate
Coenzyme A

M
LT 0 g Hg oo 9
N . CHi—O—P—0—F—0—CHy—G—CH-C—NH—CHy—CH;—C—NMH—CHy— CH—SH

Cysteine

» metabolismo de lipideos (ativacao de acidos graxos e transporte de

grupamentos acidos)
e Ciclo de Krebs

b ’
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enzimas

4. Nomenclatura e classificacao

a) Nome Usual : Consagrado pelo uso
Exs: Tripsina, Pepsina, Ptialina

b) Nome Recomendado: sufixo "ase" para caracterizar a enzima.
Exs: Urease, Arginase, Fosfatase, DNA polimerase

c) Nome Sistematico: informacdes mais precisas sobre a funcao

metabolica (International Union of Biochemistry and Molecular
Biology — IUBMB)

6 Classes (Classificacao Internacional)

Exs: ATP:creatina fosfotransferase
ATP-Glicose-Fosfo-Transferase

& Texto sobre Nomenclatura e Calssificacao de Enzimas

b ,
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e Exemplo

nomenclatura e classificagao

ATP + creatina > ADP + fosfocreatina

* Nome Recomendado: creatininaquinase

e Nome Sistematico: ATP:creatina fosfotransferase

— nUmero de classificacao € | £C

2|7 3] 2

EC - Enzyme Commission - IUBMB

Classe (transferase)

Subclasse (fosfotransferase) |

Sub-subclasse fosfotransferase com grupo nitrogenado como aceptor

designa uma creatina quinase

A ’
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cacao

nomenclatura e classifi

1. Oxido-redutases (reagoes de oxidacao-reducao ou transferéncia de
elétrons — Desidrogenases e Oxidases)

1.1.atuando em CH-OH

1.2.atuando em C=0

1.3.atuando em C=0-

1.4.atuando em CH-NH,

1.5.atuando em CH-NH-

1.6.atuando em NADH, NADPH

2. Transferases (transferem grupos funcionais como amina, fosfato, acil,
carboxil — Quinases e Transaminases)

2.1.grupos com um carbono

2.2.grupos aldeido ou cetona

2.3.grupos acil

2.4.grupos glicosil

2.7.grupos fosfatos

2.8.grupos contendo enxofre

3. Hidrolases (reacoes de hidrolise de ligacao covalente - Peptidases)
3.1.ésteres

3.2.ligacoes glicosidicas

3.4.ligacoes peptidicas

3.5.outras ligagoes C-N

3.6.anidridos acidos
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4. Liases (catalisam a quebra de ligacdes covalentes e a remocao de
moléculas de agua, amonia e gas carbonico — Dehidratases e

Descarboxilases)
4.1. =C=C=
4.2. =C=0
4.3. =C=N-

5. Isomerases (reacoes de interconversao entre isbmeros oticos ou
geomeétricos - £pimerases)

nomenclatura e classificacao

5.1.racemases

6. Ligases (catalisam reacoes de formacao de novas moléculas a partir
da ligacao entre duas pré-existentes, sempre as custas de
energia - Sintetases)

6.1. C-O
6.2. C-S
6.3. C-N
6.4. C-C

,
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~

Class Reaction type Important subclasses

icacao

'IC'

O = Reduction equivalent
. Dehydrogenases
' Oxidases, peroxidases
< » l i % Reductases
Monooxygenases,

dioxygenases

/

1 Oxidoreductases

C,-Transferases
Glycosyltransferases
Aminotransferases
Phosphotransferases

Esterases
Glycosidases
Peptidases
Amidases

nomenclatura e class

C-Lyases
O-Lyases
N-Lyases
S-Lyases

=
C-
C-
+—ct-

Epimerases
cis-trans-lsomerases
Intramolecular
transferases

-Ligases
-Ligases
-Ligases

c-C
C-0
C-N
C-S-Ligases

LSS e : A-B

( ’ i i, i -
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nomenclatura e classificagao

» Nomenclatura e classificacao oficial (IUBMB)

1. Oxidorredutases

H H
+ alcool .
H;C—C—OH + NAD H,C—C=0 +NADH + H
desidrogenase
H ’
Etanol Acetaldeido

Alcool Desidrogenase (ADH) - E.C. 1.1.1.1

b ,
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nomenclatura e classificagao

e Nomenclatura e classificacao oficial (IUBMB)

2. Transferases

CH,OH CHZO@)
O . . O
Glicoquinase
OH +ATP OH + ADP + H
OH OH OH OH
OH OH
Glicose Glicose 6-fosfato

Glicoquinase - EC 2.7.1.2
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nomenclatura e classificagao

» Nomenclatura e classificacao oficial (IUBMB)

3. Hidrolases

F|<1
R1| O RN H,0 T_(f C®  Polipeptideo
rtado
‘ H ‘ \; H H encu
_—N—C—FC—N—C—COO0-
‘ ‘ ‘ Carboxipeptidase A RN +
H .
H H HjN—C—COO- Residuo

C-terminal

Carboxipeptidase A - EC 3.4.17.1

I Carboxypeptidase A

A ’
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nomenclatura e classificagao

e Nomenclatura e classificacao oficial (IUBMB)

4. Liases
H H T
_ fumarase
00C—C—=—C—CO0 + H,0 00C—C—C—COoO
H OH H
Fumarato Malato

Fumarase - EC 4.2.1.2
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nomenclatura e classificagao

e Nomenclatura e classificacao oficial (IUBMB)

5. Isomerases

2
CH,OPO, Triose Fosfato T
J: Isomerase —0
— ) I
| H—&—oOn
CH,OH | -
Diidroxiacetona fosfato CH,OPO,

D-Gliceraldeido 3-Fosfato

Triose fosfato isomerase — EC 5.3.1.1
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nomenclatura e classificacao

e Nomenclatura e classificacao oficial (IUBMB)

6. Ligases
‘C‘) ATP ADP + Pi ‘C‘)
-00C— C—CH, + CO, > -O0OC—C—CH,—CO0O0
Piruvato Piruvato

carboxilase Oxaloacetato

Piruvato carboxilase - EC 6.4.1.1
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enzimas

5. Caracteristicas estruturais e funcionais

\ 4

— —— conformacao espacial 3
atividade biologica define regides especificas

atividade da Enzima

a) Sitio ativo

\ 4

b) Sitio alostérico

’
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a) Sitio ativo

e Conceito

e Exemplos

Tetramero
140 kDa

caracteristicas estruturais e funcionais

e Lactato desidrogenase

(EC 1.1.1.27)

. Lactato
« Piruvato «€—

—» Lactato

/desidrogenase

NADH +H®

“\\¥

NAD®

Sitio ativo Coenzima

Enzima
(proteina)

Alca movel

Substrato
(lactato)

AA-chave

Arg-171
Arg-109
His-195

s ’
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caracteristicas estruturais e funcionais

e Exemplos

e Metionina-adenosil transferase (AdoMet sintetase)
(EC 2.5.1.6)

AAs do Sitio ativo

D — Acido aspértico 16-118-238-271
K — Lisina 269
Q — Glutamina 98

e}
Q—'ltlzo 0
(@]
0-1=0 HyN—CH—C —OH
o |
Q—'luzo CH.
S |
CH,
310 ‘
% Z/::Z T 5
=% ‘
zbé CH;

e ATP + L-metionina + H,O < fosfato + di-P + S-adenosil-L-metionina
Bb@UiMlCA BASICA EM IMAGENS — um guia para a sala de aula
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sitio ativo

e Exemplos

e Carboxipeptidase
(EC 3.4.17.1)

AAs do Sitio ativo

His 69 — 196
Arg 71 - 145
Glu 72 — 270
Tyr 248

TSN o .

+ - — —

HAN—C1C—NH=C—CO0  + Hp0 ——= H—¢—00 + Harﬂ—él—cm
Ry Fia R Rz

4
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sitio ativo

e Exemplos e anidrase carbonica
(EC 4.2.1.1)

Zn-_,

Tr—
"

Mechani=m of cerbonic anlydrazse

CO, + H,0 < H,CO5; <> HCO; + H*
transporte de CO, e controle do pH do sangue

’
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b) Sitio alostérico

e Conceito

Sitio ativo \

Forma ativa

Modulador Positivoo

Forma ativa

estabilizada por
um modulador +

Sitio alostérico

caracteristicas estruturais e funcionais

— - -
_— = ’ Forma inativa

Modificacdes conformacionais — E alostérica

e

Modulador Negativo

Forma inativa

estabilizada por um
modulador -
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sitio alostérico

e Exemplo Centro de reagdo

Sitio

alostérico
———
Estrutura cristalina da
glicogénio sintase

_ (EC 2.4.1)

glicose-6-fosfato N-terminal - (representacao de superficie
_ C-terminal moIecuIar)

Efetuador alostérico

ligacdes de glicose a.1->4 no glicogénio (alongamento — exclusivo)
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enzimas

6. Especificidade enzimatica A

e Conceito ‘ :
* Niveis (tipos) £x.: lipases
a) Especificidade baixa (hidrdlise em quase todos os ésteres organicos)
| |_ 0 Hzc“c’\r\/\/\/\
N N

! H.C.
e Relacdo com tipos de ligacdo NS

Peptidases (peptidicas)

, TAG
Fosfatases (fosfato-ester) _,
Estearases (carboxi-alcool) l
L 0 CH,OH
: : NP
e Mais comum em enzimas oH * Hoi: on
degradativas AG _ :
Glicerol

( ,
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especificidade

b) Especificidade intermediaria

I

v

e Relacao com grupos quimicos

— EX.: hexoquinases .| o hexoses
(fosforilacao)

HO—CH,

H 0O ATP ADP
H g2*
OH %oqu%‘)

HO
H OH
Glicose Glicose-6-fosfato

A !
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especificidade

c) Especificidade alta (absoluta)

e Quimotripsina (E.C. 3.4.21.1)

e especifica para ligacoes peptidicas

R1 hidrofobicas (Phe, Tyr, Trp)

e Tripsina (E.C. 3.4.21.4)

 especifica para ligacoes peptidicas

R1 carga + (Arg, Lys)

* estereoespecificidade

www.biogmed.ufrj.br

H |0 H

. + | Il | — + | — + —

Peptidases HN—CTC—NHEC—CO0 + Hp0 ——= HF—C—C00 + Ham—él—cm
H1 HE H1 HE

. ,
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Sitio
tivo +

( *-@ €23

a) Modelo chave e fechadura (Fischer)

Sitio
ativo
- +

Conformacéo do estado
b) Modelo de ajuste induzido (Koshland)

de transicao

o’
@OQU]MK:A BASICA EM IMAGENS — um guia para a sala de aula o Copyright 2008 — Chaves & Mello-Farias —
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6.1.Teorias que explicam a especificidade enzimatica
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especificidade

Ajuste induzido na hexoquinase
As porcoes finais da hexoquinase em formato de U (a) aproximam-se uma em direcao a
outra em uma mudanca conformacional induzida pela ligacao da D-glicose (b)

www.biogmed.ufrj.br

’
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especificidade

Ajuste induzido na hexoquinase
As porcoes finais da hexoquinase em formato de U (a) aproximam-se uma em direcao a
outra em uma mudanca conformacional induzida pela ligacao da D-glicose (b)
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7. Enzimas constitutivas e induzidas

Dogma central da Biologia Molecular
DNA —> RNA — Proteina

g 1 it

NWVZNVZNY/

O Sintese de
MRNA no nucleo

CITOPLASMA

® Movimento do
MRNA para o
citoplasma

Ribossomo

© sintese de
proteinas

Polipeptideo Aminoacidos

enzimas

© Copyright 2008 — Chaves & Mello-Farias — ISBN 978-85-7192-387-4
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enzimas

8. Cinética enzimatica

e Conceito

e Fatores que afetam a velocidade das reacoes enzimaticas

° pH
e temperatura
e Concentracao de Substrato [S]

e Concentracao de Enzima [E]

,
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cinéetica enzimatica

e Ffeito do pH

pH 6timo para a
pH 6timo para a tripsina
pepsina
@)
UD
O
O
()
| .
(O
©
Q
©
(O
)
Q
O I [ T
)
20 1 2 3

Copyright & Paarscen Education, Inc., publishing as Benjamin Cummings,

A ’
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cinéetica enzimatica

e Ffeito do pH

e Exemplos

Enzima pH Otimo

Pepsina 1,5

Tripsina 7,7

Catalase 7,6

Arginase 9,7

Fumarase 7,8

Ribonuclease 7,8
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cinéetica enzimatica

o Efeito da temperatura

T° 6tima para E T° 6tima para E TT°
T humana tipica termofilica |_l
2 1 atividade enzimatica
(@] ~
5 (v da reacao)
3
()
©
[1°)
o 4
O > ivi - 7y .
o e 1 € cinética
>
: I ¢ | |
-10| 0 20 40 60 80 160 !
» desnaturacao |«
T° ideal — maxima velocidade / minimo de desnaturacao EeS

A !
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max

@ ’
Bb@UlMlCA BASICA EM IMAGENS — um guia para a sala de aula

o Ffeito da [S]

cinética enzimatica

Leonor Michaelis Maud Menten
1875-1249 1879-1260

Equacao de
Michaelis-Menten

@ oK,, 3K, 4Ky 5Ky
[S]

Constante de
Michaelis-Menten

v~ VaalS]
HKm} [S]
S ;

Valor numeérico: expressa > ou < afinidade da E pelo S
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cinética enzimatica

o Ffeito da [S]

Enzima Substrato K, (mM)
Catalase H,0, 25
Hoxoquinase Glicose 0,15

Frutose 1,5
Quimiotripsina N-benzoltirosinamida 2,5
N-formiltirosinamida 12,0
N-acetiltirosianamida 32
Gliciltirosinamida 122
Anidrase carbonica HCO; 9,0
Glutamato desidrogenase | Glutamato 0,12
a-cetoglutarato 2,0
NH,* 57
NAD, 0,025
NAD,, 0,018
Aspartato Aspartato 0,9
amininotransferase a-cetoglutarato 0,1
Oxalacetato 0,04
Glutamato 4,0

o ,
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cinética enzimatica

o Ffeito da [E]

1.0 - /.EJ,
0.5 - /p

0.5 *

0,4 - o

Velocidade

0,2 - -

oo 2

[E]

A ’
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e Conceito de inibidor

enzimas

Auséncia
de inibidor

enzimatico

O Substrato pode

@ se ligar ao sitio

i) ] o ativo da enzima

(O e Tipos de inibicao

_g Inibidor

N competitivo

5 | a)Reversivel competitiva — \_x

®) NP

206 Inlblggc_)

O competitiva

=

[= b) Reversivel nao competitiva ﬁ

O\- N
l Inibidor nH

competitiv,

n c) Irreversivel

Inibicao nao
competitiva

Copyright © Pearson Education, Inc

ﬁ Substrato

© Copyright 2008 — Chaves & Mello-Farias — ISBN 978-85-7192-387-4
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inibicdo enzimatica

e Influéncia do inibidor sobre V.., € Ky,

e Competitivo

1 Ky (competigao pelo S.A.)
e Nao alteraa Vv

max

ot [S]

e Nao competitivo

 Nao altera o K,
° | V

max

,
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inibicdo enzimatica

o Exemplos (Competitiva)

Via de biossintese dos aminoacidos
aromaticos (via do acido chiquimico)
ﬂk

Inibidor da EPSPS
(5-enolpiruvilshiguimato-3-fostato sintase)

Glifasato - hitpites wikipedia arghsikiiGlifasato

e Glifosato /

(herbicida)

,
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inibicdo enzimatica

Via de biossintese dos aminoacidos aromaticos (via do acido chiquimico)

\
H
3-deoxi-D-arabino-heptulosonato-7-fosfatdDHAP)
S) S
(e10]6; (61010 423, 4
NA
\/ADPH
coo®
1 1.1.25 4 2110
HO OH
OH
Chiquimato 3-Dehidro- chqu|mato
2.7.1.71| ATP 3- Dehldro -quinase Compostos aromaticos
* Vitaminas K e
coo® Glifosato )
L a s . .
4235 * Hormonios (auxinas, etileno)
PEP P 0 0 8
251.19 >C\ > ~_ ® A|Ca|OIdeS
P OH OH CH/2 coo® OH CH/2 coo® o
oH 5 Ipi ilchiquimato-3-REPSP) * ngnlna
Chiquimato-3-P -enolpiruvilchiquimato-3-R Corismato o
* Antocianina...
/ coo® CcO00~
co0° ®H N—(‘: I:/\ ®H N—‘C —H
‘ 3 ‘ Arogenato 3 ‘
®H3N7T 7H CH2 C‘H2
GH2 C——CH
| ~NH
© - /
H .
L-fenilalanina L-T?osina Triptofano

Bb@UlMlCA BASICA EM IMAGENS — um guia para a sala de aula
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inibicdo enzimatica

Via de biossintese dos aminoacidos aromaticos (via do acido chiquimico)

S
O
S
EPSPS [@| PEP 5- Enolpiruvil
Chiquimato — 3P /—\ > chiquimato — 3P
PEP Pi l

/—/ Corismato
CP4-EPSPS
(CP4 5-enolpiruvilchiquimato-3- \
fosfato sintase)

/ Prefenato Antianilato
| soja RR® Fenilalanina Tirosina Triptofano

’
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inibicdo enzimatica

Variedade de soja RR® (resistente ao herbicida glifosato)

antes da aplicacdo alguns dias apds aplicagao

’
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inibicdo enzimatica

e Exemplos (Competitiva)

H
I
. Sy Estrutura do Amprenavir(VX-478), um
Q i O inibidor da protease do HIV desenvolvido
~ s

o T/\/\N/ SNo pela Vertex-Pharmaceuticals
H OH

e Amprenavir

Sitio ativo da protease do HIV-1
complexado com o VX-478.
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inibicdo enzimatica

e Exemplos (Nao Competitiva)
e Chumbo

Glicina | == | Succinil CoA I

8-aminolevulinico

Coproporfirinogénio 11| |

e

Protoporfirina 1X

Porfobilinogénio

. -— Ferro
sintase 1 que|etase

Porfobilinogénio

Efeito do chumbo na sintese do heme.
Coproporfirinogénio Il | O chumbo (Pb) inibe a porfobilinogénio sintase e a

incorporagao de Fe** no heme, resultando em niveis
aumentados de acido d-aminolevulinico e de
coproporfirina na urina e protoporfirina nos
eritrocitos.

’
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inibicdo enzimatica

e Exemplos (Irreversivel)

Nome Formula Fonte Modo de acao
e Cianeto CN- “Améndoas Reage com ions
amargas” metalicos de enzimas
(Fe, Zn, Cu...) R
e Disopropil |F
Fluorfosfato (CHy),— CH —0—p —0—CH—(CHy), Sintético Inibe enzimas com
(DEP) [ serina no centro ativo
@)
e Sarin F

(CH,), — CH —0 — 'P —cn Sintético Inibe enzimas com
I ° (gas nervoso) | serina no centro ativo

o)
e N-tosil-L- C”>
fenilalaninaclor QCHZ_CH_C_CHZ_C|
o-metil cetona Il\IH Sintético Reage com a His 57 da
TPCK | quimotripsina
a
0

\ 4 A 4 \ 4

A ’
BbQUNlCA BASICA EM IMAGENS —um guia para a sala de aula o Copyright 2008 — Chaves & Mello-Farias — ISBN 978-85-7192-387-4



inibicdo enzimatica

e Exemplos (Irreversivel)

Nome Formula Fonte Modo de acao
e Fisostigmina ? CH,
CH, —NH—C—0 ) Forma derivados acil
“Feijoes calabar” | com a
NN acetilcolinesterase
CH, CH,
e Paration S
CHO— | Sintético Inibicdo da acetil
205 'ID O NO, (inseticida) colinesterase
C,H0
e Penicilina R* .
_CI: - Fungos do género
Penicillium Inibe enzimas da
NH S _CH ,
| 7 NG 3 sintese de parede
HC —CH | ™ CH, celular em bacteérias
o
0o=C —N —CH

R*= Grupo variavel conforme o tipo de penicilina

A ’
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inibicdo enzimatica

e Exemplos (Irreversivel)

Essas substancias reagem com as

2 3 enzimas que possuem residuos do
CqHg ) —F —0—C MO —P—0— . : ;
(©2Ms00s ] C} 2 (ChHOr—F—0—f i:; NO2 aminoacido serina (enzimas de
CHCI CHCI _ S
PARATHION METILFARATHION serina) no sitio ativo, entre elas a
acetilcolinesterase, que decompoe
] L . i
ﬁ - I a acetilcolina apos a transmissao
(C3Hs Oy —F—0 CHC G Hy), (CHaO),—F —O—CH=CCL _
OI,[J do impulso nervoso de um
LHALIMOM LHCGHLOHY S n .
& neuronio a outro.
3 . .
Ao ser inativada, a
5 Cl 3 G acetilcolinesterase ndo pode mais
I TRY
(CEHEOJE_’J'J'_D_% cl (CH0),—P—CH—CCh decompor a acetilcolina, que se
CHC | acumula nos receptores
CHLORFEMVIMNPHOS TRICHLORFOM sina’pticosl impedindo as

transmissdes nervosas que
acarretam a morte por faléncia

e Organofosforados dos drgdos.

b ’
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inibicdo enzimatica

e Exemplos (Irreversivel)

e Diisopropilfluorfosfato (DFP)

I Ser (Stio Ativo)
er (Sitio Ativo
i
OH
H.C CH, e Reagdo do inibidor irreversivel
3 F i
> N dii ilfluorfosfato (DFP
HC IFi CH, iisopropilfluorfosfato (DFP)
O
com uma Ser de uma protease
l kinact
Enzyme
N
CH,
H.C 3 CH;
HF
o\I o +
o CH
H.C || 3
Q
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enzimas

10. Regulacao da atividade enzimatica

atividade enzimatica

regulada temporal e espacialmente

@ Controle da [E]

ﬂ

@ Compartimentalizacao celular

@ Controle da atividade enzimatica

\J r
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10.1. Controle da [E]

Dogma central da Biologia Molecular
DNA — RNA — Proteina

3 v ‘.1__.; o

O sintese de
MRNA no nucleo

CITOPLASMA

® Movimento do
MRNA para o
citoplasma

Ribossomo

® Sintese de
proteinas

Polipeptideo Aminoéacidos

© Copyright 2008 — Chaves & Mello-Farias — ISBN 978-85-7192-387-4
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regulagio da atividade enzimatica

10.2. Compartimentalizacao celular

ne
{A) desophyll

bosomes  Thylakoids

Muclous
Muclenr membranme Mrackeolus

Rough endoplasmic
retice L

Srevoaoh enclopdasmie reelou!

Mlieked le Lovrwwel L

dicochandeion

FPlasma
e hrane

Peclio-aich

Ribosomes
el weall [ miclod e finomae i

Inmer membrane
Callulase s Bemicellulase wiall

Outer memhrane

BibQUiMl(:A BASICA EM IMAGENS — um guia para a sala de aula
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regulagio da atividade enzimatica

10.3. Controle da atividade enzimatica

Sitio alosterlco

a) Controle alostérico

modulacao
induzida por
ligante
Forma ativa

Sitio ativo ) )
Forma inativa

c—

Modificagcdes conformacionais — E alostérica

e

| Modulador Positivo |

Forma ativa
estabilizada por
um modulador +

BpoUMlCA BASICA EM IMAGENS — um guia para a sala de aula © Copyright 2008 — Chaves & Mello-Farias — I1SBN 978-85-7192-387-4

Modulador Negativo |

\ 4

Forma inativa

estabilizada por um
modulador -




a) Controle alostérico

regulagio da atividade enzimatica

Modulador positivo

Modulacao
induzida por
ligante

,
Bj[)@UlMlCA BASICA EM IMAGENS — um guia para a sala de aula

Enzima estabiliza a forma ativa

alostérica

Sitio Ativo

/

Forma ativa
estabilizada

—6 |

Sitio
Alostérico

Ll

Modulador+
Forma ativa

Oscilacao Modulador negativo

estabiliza a forma inativa

Forma
inativa
estabilizada

——
™

Sitio Ativo —
n&ao Modulador-

funcional Forma inativa
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regulagio da atividade enzimatica

a) Controle alostérico

Modulacao
induzida por
ligante

,
BjDQUlMlCA BASICA EM IMAGENS — um guia para a sala de aula

Substrate i
Substrate can't

.’/ enter

Active site

y

Negative
allosteric
regulator

o\

Allosteric
site

Unavailable Substrate
~/ achive sike ~ can enter

FPositive
allosteric
regulator

4
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regulacio da atividade enzimatica

e
¢ - Substrato inicial
g Tre ?ﬂﬂ
H.N—C—H
| |

H{FGH

Treonina CH,
> no sitio Threonine:
[Treonina nao ativo
se liga mais Enzima 1
ao sitio ativo

o (treonina deaminase)
Intermediario A

o Enzima 2
lle no sitio Y —
alostérico Intermediario B
Enzima 3
o lntermediarioC
(T
— On
2 & Enzima 4.
X Y
‘S € Intermediario D
QT y
E |mm
TR H.N—(—H
L |
S f H_ |1_E-H::|_
<\ Produto final CH,
1 isoleucina CH,

Isoleucioe:

e Controle
alostérico

\4

retroalimentacao
ou feedback
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regulagio da atividade enzimatica

e Controle
alostérico
A ligacao de uma molécula de
substrato ao Sitio Ativo de uma
subunidade estabiliza todas as
subunidades na conformacéo ativa
Cooperatividade Substrato

Forma inativa | Forma ativa estabilizada

’
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regulacio da atividade enzimatica

e Exemplos de moduladores alostéricos

Efetuador alostérico ‘
Enzimas negativo positivo Via metabdlica

alostéricas ‘
Hexoquinase Gli-6-P Glicolise ‘
Piruvato Acetil-Coa, NADH, Pir— Acetil-CoA
desidrogenase ATP ‘
Piruvato Acetil-CoA Gliconeogénese
carboxilase ‘
Isocitrato NADH ADP CK
desidrogenase | |
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regulacio da atividade enzimatica

b) Controle por modificacao covalente

- - ~ Residuos de AA que aceitam a
Modificacao covalente modificacdo covalente
ATP ADP o
: ol .
Enz r Eng—P—0 Tyr, Ser, Thl’, His
Fosforilacao
ATP PP, 0
&
| .
Enz ——3 [pz—P—0—CH, o [Adenine Tyl’
Adenilacao 0 ' '
; ni P
OH OH
MAD ﬂ'i.-El:lﬁEEmI'd.E Q) o] Arg Gln Cys
Il | ’ !
Enz + Enz EHE—D—T—ﬂ—rI‘—D—CHg o ..I.*ndl‘."t'l.'it'l.& Diftamida
. . ~ uma His modificada
ADP-ribosilacao - o0 - ( )
H H H H
H"| ' H H"J |- H
OH OH OH OH
; ~ S-adencsyl- S-adenosyl-
Metilagcd0  methionine homocysteine
1
Enz = *» Enz—CHsz Glu

BbQUlMlCA BASICA EM IMAGENS — um guia para a sala de aula
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regulacio da atividade enzimatica

e Exemplo de modificacao covalente

o fosforilacao

Fosforilase b
menos ativa

2 HOPO,2"

Enzima fosforilada Atividade Via metabdlica .
Glicogénio fosforilase Ativa Glicogendlise
Piruvato desidrogenase Inativa Pir— Acetil-CoA
Lipase Ativa ! Lipolise

2 ATP 2 ADP
Grupo -OH \_//4
de Ser
/ Fosforilase quinase
|HO—( )—OH < 2 2-0,PO—§ )—OPO,2

Fosforilase fosfatase

=

2 H,0

Fosforilase a
mais ativa

Bl}:)QUlMlCA BASICA EM IMAGENS — um guia para a sala de aula
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regulacio da atividade enzimatica

c) Controle por clivagem proteolitica

e Zimogénios

Sitio Ativo Sitio Ativo
inacessivel acessivel

Clivagem

Forma inativa Enzima ativa
(Zimogénio)

,
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regulacio da atividade enzimatica

- Exemplo de clivagem proteolitica

CH,"
QEHNH
= i
N His 40
H&
S,
o)
. %C/D
NH o
\‘c/ﬁ ¥ |cH 0 0
NeH- 4"3- e ©o I
2N T O e C i ——C
HOCH, H e CH— N "
Ser 195 Asp 194

Quimotripsinogénio
(pancreas)

b ,
BjF:)QUlMlCA BASICA EM IMAGENS — um guia para a sala de aula

Gly 193

Y
- oo, b
2 NH

Abertura do Sitio Ativo
pela ativacao de

Zimogénios

0 Asp 194
0

C I Vy

Gly 193
Quimotripsina

CH,

CHCH,

® /
HN—CH—C'

lle 16

Arg 15

Tripsina

(intestino delgado)
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enzimas

11. Isoenzimas

e Conceito

e Exemplos
o fosforilacao Hexoquinase (maioria dos tecidos) =) K,,= 0,1 mM

da glicose Glicoquinase (figado) =) K,,= 10 mM
A glicoquinase tem K,, 100 x maior que a hexoquinase
O T [gli] plasmatica: T veloc. da reacdo catalisada pela Glicoquinase
" (ex.: apos refeicao)
Glic armazenada como glicogénio

2 situacoes [

® | [gli] plasmatica: | restringe a captacao de Glic pelo figado
disponibilidade de Glic p/ tecidos estritamente
dependentes de Glic (ex.: cérebro)

,
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e Exemplos

e LDH (lactato desidrogenase)

Tetramero
140 kDa

Sitio Ativo

H4 H3M1

E Piruvato &«—

H | H H

H

/Soenzimas

Lactato
—» Lactato

/ desidrogenase \

H | H H

M

Coracao

( ’
Bb@UlMlCA BASICA EM IMAGENS — um guia para a sala de aula

NADH +H® NAD®
H2M2 H1M3 M4
M H M M | M
M M M M| M
Musculos e

Outros tecidos figado
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/Soenzimas

e Exemplos

e L DH (lactato desidrogenase)

Duration of treadmill training
(weeks)

1

C 6 16 26
M, . S A e

MiHz P e e
M2H3 {5 W
M1H3 |

Hyg

Determinacao eletroforética do perfil de isoenzimas da lactato desidrogenase (LDH) derivada de
musculo de cobaias. Os homogeneizados musculares foram preparados a partir de musculos
retirados de cobaias submetidos a treinamento aerdbico (treadmil) por 6, 16 ou 26 semanas. A
quantidade de homogeneizado de cada amostra da enzima (equivalente a 0,15 U) foi submetido a
SDS-PAGE, sendo o gel escaneado. Os simbolos na margem esquerda correspondem as cinco
isoenzimas da enzima LDH compostas de varias combinagdes das subunidades H e M.

www.journals.cambridge.org

A ’
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enzimas

12. Complexos multienzimaticos

e Exemplos

e ATPase

e ,
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complexos multienzimaticos

e Exemplos

e piruvato desidrogenase

0 0
[ [
Nel Reaction RCCOOH +NAD* + CoASH —— RC-SCoA + NADH + H*+ CO,

’
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complexos multienzimaticos

e piruvato desidrogenase

e Exemplos

e Copyright 2008 — Chaves & Mello-Farias — I1SBN 978-85-7192-387-4
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complexos multienzimaticos

e Exemplos

e piruvato desidrogenase

Calmamy wivw of B samplese comgdon cheming thre estir B anpyses (nillawi and o BP-E3 regymes (e}
loeated i S opats Bedwesn Bt B2 sngyssst of S Inner ¢ode. from Diea, HZ ot ol (2001) Tha ramasiable

sSrurtsrsd and tunrSesal orgasiases of B pefmrpsds mmnale Selndropeaacs cemplares. Proe. Mafl Arad.
Gl (USA) BE, fam-14007 |

Principles of Biochemistry, 4/e
£ 2006 Pearson Prentice Hall, Inc.
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