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Principios gerais de enzimologia

Conceitos a relembrar: modo de ac¢éo das enzimas; ¢ inética enzimatica (Eq. Michaelis-Menten; K, e V)
As enzimas como alvo terapéutico e utilizacdo em me  ios de diagndstico.

Inibicdo enzimatica: reversivel e irreversivel, competitiva e ndo-compet itiva.
Exemplos: intoxicagéo por organofosforados; inibidores como a gentes terapéuticos.

Conceito de isoenzima: creatina fosfocinase (CPK) e a lactato desidrogenase
(LDH) no diagnéstico do enfarte do miocardio.  Inibicdo enzimatica

ENZIMAS I

Enzimas - sdo catalizadores biol4gicos

Favorecem as reaccdes quimicas; ndo alteram o equil  ibrio quimico

< A reacc¢éo processa-se mais rapidamente

As enzimas regulam as reacc¢des quimicas nas células e organismos
As enzimas celulares sdo catalizadores invulgares:

A sua eficiéncia pode ser modulada em resposta as
necessidades celulares (- REGULACAO)

Reaccdo normal: A < B
2 Reaccdao catalizada:
As enzimas apresentam: MNEEE & NS = [B45[E
* elevado poder catalitico

* alevada selectividade AE ¢ altamente especifica




As enzimas néo o equilibrio quimico, mas favorecem a
probabilidade de uma reaccéo ocorrer baixando a ene  rgia de

activacao reaccional

As enzimas, como catalizadores, alteram as constant es de velocidade, ie,
alteram a velocidade de processamento das reaccoes

As enzimas baixam a energia de activacdo ( G,)

- Facilitam o encontro matuo das moléculas e orientag ao
- Baixam a energia necessaria para alterar a estabil idade das moléculas

AG, — Energia que € necessario R e SR
fornecer a uma molécula de uma
substancia para se atingir o

Estadio Activado

4GB A

Uma redu ¢do da energia de activa ¢do subentende uma maior velocidade de reac  ¢éo

ccao das Enzimas I

1. Local activo : ocupa uma pequena parte do volume total da enzima
* A maior parte dos aa na enzima ndo contactam com o substrato

2. O local activo é tridimensional
* Formado por grupos situados em diferentes partes da seq linear de aa.

3. O substrato liga-se a enzima por forgas fracas, mas multiplas:

* interacgOes electrostaticas

* ligag@es hidrogénio Interaccgéo reversivel
* forgas de Van der Waals entre as biomoléculas
* interacc¢des hidrofobas

* Cria-se um microambiente em que os residuos adquir  em
propriedades especiais para a catalise enzimatica

5. A especificidade da ligagao depende do arranjo prec  isamente definido dos
atomos no local activo
* Teoria da Chave e Fechadura
* Teoria da Conformacéao Induzida ou “Induced-Fit”




Accéo das Enzimas I

As enzimas sdo altamente selectivas

: Reconhecem um determinado substrato

Alteragéo de um grupo quimico do substrato

: As enzimas deixam de reconhecer esse substrato

O local de interacgéo E - S possui: * Afinidade geométrica
* Afinidade de ligagéo quimica

Nesse local reside a actividade funcional da enzima:

3
1 s6 substrato (ou classe de substratos) € aceite p  ela enzima

. Teoria da Conformacéao Induzida (‘Induced-Fit")

Interaccdo E—- S - Alteracdo da Conformacdo - S ligado “quebra-se”

Enzyme activily ——— &
Enzyme activity —_

=]

10 20 30 40 50
Temperature (°C) pH

Exemplo: A PFK & inibida pelo  bH

Logo, a acidose favorece a formacgéo de glucose e deiform acéo
de piruvato e lactato




Natureza quimica das enzimas I

A maior parte das enzimas sdo proteinas

Componente proteico ++=++++*»  Apngenzima
+ +
Componente ndo-proteices+++* Holoenzima

* Grupo prostético (heme da Hb)
* Cofactor (i&0)
* Coenzima (moléc organica, vitaminas)

As enzimas sao renovadas (“turnover”)

A dieta deve incluir: a.a essenciais, metais, vitam inas

inorganicos como Cofactores

Algumas enzimas requerem elementos I

Fe2+ ou Fe3+ JCitocromo oxidase
Catalase
Peroxidase
Desidrogenase alcodlica
Hexocinase
Glucose-6-fosfatase




Algumas Coenzimas servem para a transferéncia
de atomos especificos ou grupos funcionais

Coenzimas

Ex transferéncia
grupos quimicos

Precursores
provenientes da dieta

Tiamina pirofosfato

Aldeidos

Tiamina (vitamina B ;)

Flavina adenina
dinucleotido (FAD)

Electrdes

Riboflavina (vitamina B ;)

Nicotinamida adenina
dinucleodtido (NAD)

50 hidrido (:H-)

Acido nicotinico (niacina)

Coenzima A (CoA)

Grupos acil

Acido pantoténico e
outras moléculas

Piridoxal fosfato

Grupos amina

Piridoxina (vitamina B )

5’Deoxiadenosilcobalami Atomos H e grupos alquil Vitamina B 4,
na (coenzima B ;)

Biocitina CO, Biotina
Tetrahidrofolato Gruposde 1 C Folato
Lipoato Electrbes e grupos acil

Exemplos das classes de enzimas mais importantes I

Example
Class (reaction type)

Reaction Catalyzed

1. Oxidoreductases

Alcohel dehydrogenase

Herr MADH + H*
el

(EC 1111} CHCHOH ———=———==" = cH,
{oxidation with NAD ™) = H
Acstaldshyds
2. Transferases Hexckinase CH,OPO2 -
(EC 2.7.1.2) O, CH
{phosphorylation} ~
OH OH
o-Glucose o-Glucose-6-phosphate.
3. Hydrolases Carboxypeptidase A Flf,\ 5 -ﬁ' T" s Bl Ry
(EC 3.4.17.1) o L S I A L P
{peptidebond deavage) | [ C ] 090 T TR0 4 o —cod
H H H H H H H
C-terminus of Shortensd C-terminal
polypaptide polypeptide residus
4. Lyases Pyruvate decarboxylase 'ﬁ' 'ﬁ'
:.ifc:;g’;l'mom COC—C—CH, + Ht —® 00, + H—C—CH,
Pyruvate Acetakishyde
5, lsomerases Maleats isomerase pele s COOm “COC, M
{EC 2.2.1.1) o=C, — C=C
{cis—frans isomerization) H/ H H \-:‘Cu:-'
Maleate Fumarate
&. Ligases Pyruvate carboxylase el AP ADP + P ]
(EC6.4.1.1) U - A S
{casborylation) COC—C—CH, + OO0, — == =" 3 —00C—C—0CH,— 0O
Pyruvate Oxaloacetate




Cinética enzimatica I

A primeira fase da catélise € a formacao do complex 0 ES

A existéncia do complexo ES demonstrada por:

1. Aumento da velocidade de reac¢do com aumentoda|[ S]com [E]
constante
1
Vmax — saturagao dos locais cataliticos
2. Visualizacdo dos complexoseS 8 TS o =====
- microscopia electrénica
- cristalografia de raios X

Velocidade de reacgao

3. Alteracdo das caracteristicas espectroscopicas da enzima e é@
substrato apos formacao do complexo ES
- Espectro de absorcéo
- Espectro de fluorescéncia
- RMN, ressonancia magnética nuclear

Efeito da concentracdo do substrato na

velocidade inicial da reaccéo enziméatica

V:Vmax [S]/K M

(=]

'g | g/l 75T R e B V=

8 (*) A curva é uma hipérbole

[}

© - -

b ~

3 1 72 Vimax EQUAGCAO DE

% : MICHAELIS-MENTEN

> Kn [S]

V=V [S1

1. Se[S]é baixa, K ,, >> [S], entdo Ku * [S]

V=V, [SI/K,, e V aumenta linearmente com [S]

2. Se|[S]é alta, [S] >> KM, entdo V=Vmax

Ky - a[S] correspondente a2V ., € a constante de Michaelis -Menten

V,..x — corresponde a densidade de actividade enzimatica
I




§ — S ====. NV =KV H[S] + LIV o
(y = ax + b)
>
[S]
V = Vmax [S
Km + [S]
1= _Km+][S] 1 Slope
V  Vmax[S] v 4 _=i =K Vinax
517 %,
1= Km + [S] e e
V  Vmax[S] Vmax[S] //’
o
1= Km i 1
V  Vmax [S] Vmax (5]
INIBICAO ENZIMATICA |
Inibic&o reversivel B
e;zyr:m "‘*Smsuale
1. Inibidores Competitivos (KM I) Ao vivier

te

- Moléculas muito semelhantes ao substrato

- Podem ligar-se como o “substrato” no local activo
- Interpretado como uma competicdo entre o substrato
e inibidor pela ligagao ao local activo

= Este efeito desfaz -se aumentando a [S]

2. Inibidores N&ao-Competitivos (leax)

- A intensidade da inibicdo depende da concentragéo
do inibidor e da sua afinidade para a E e/ou paraE S
- Interpretado como uma ligagéo a proteina que
condicionando a plasticidade do local activo

= Este efeito ndo se desfaz por aumento da [S]!

Prccucts{
Inhibitor ’

binding of\.

Substrate and
inhibitor can
bind 1 the
active site

L

ACtive
site

site

A 2

in the
absence af
inhibitor,
products
are formed

-
£ e

—
Binding of
inhibitor
distorts the

Substrate

and inhibitor
can bind
simuitaneously

The presence o
the inhibitor
siows the rate
of product
formation




Efeito da inibicdo competitiva
na cinética enzimatica

Aumento do K ! i

EX. Inibigéo da succinato desidrogenase pelo malanato
Ex. Inibicdo da malato desidrogenase pelo
hidroximalonato

) ndo-competitivo  competitivo )
coo COO
jHOCH + E + NAD* = E + NADH +H* + €=0
CH, Malato CH,
CoOo desidrogenase CoO

Efeito da inibicdo ndo -competitiva

na cinética enzimatica >

Diminuicdo de Vmax!

EX. Os metais pesados: Hg 2+, Zn?*, Cu?* e o CO e
cianeto (que complexa Fe 2* ou Fe?") sdo inibidores

néo-competitivos de enzimas

Combinam-se com grupos —SH activos das enzimas

Alteram a estrutura da enzima

Inibidores

-O inibidor reage irreversivelmente

com a enzima

Ex.:

-Insecticidas Organofosforados

irreversiveis

INIBIC ENZIMATICA I

Inibidores irreversiveis
!
Afectam a estrutura enzimatica
!

Apresentam uma alta toxicidade

, inibem enzimas com Ser no local activo

da enzima, como a Acetilcolinesterase;
-Penicilina , inibe uma transpeptidase necessaria para a sintese da
parede celular bacteriana.

E Active site
A
(I:Hz serine
Inactivation of Acetylcholinesterase by DIPF O
i
cH cH
Sen—o—p—o—cn 7
CH, Il CHy
o
DFP
Q Q Covalent
fﬁ»‘/bond
CH, b0
SeH,
|
> A ) )
Acetylcholinesterase Inactivated by CHa § G
diisopropylphosphoflucridate (DIPF) - - s ) ﬁ s J e CH S
CH., CH.
- I ]
+ HE
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Allopurinol = fyanthine oxidase
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Xanthine

Oz
Allopurinol — | xanthine oxidase
H,0,

o

oJ\N N
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Uric acid —> Urine

Utilizacao terapéutica de

inibidores enziméaticos

Gota — reaccao inflamatéria por deposicéo
de acido drico, resultante da sua
excessiva producao

Ny o

H
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N H NT R
Alopurinol Hypoxanthine

(enol form)
Inibidor suicida da oxidase da xantina

Isoenzimas I

Formas moleculares diferentes de certas enzimas

Homogenous forms

Isozymes

Piruvato —*lactato
LDH

LDH - Lactato desidrogenase

5 isoenzimas

M - Musculo e figado (+)

H - Coragéo (-)

D.D. doencas do musculo e miocéardio |

Monitorizagao da doenca

Distinguidas por electroforese
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Izoenzimas - Diagnostico de doencas

Caso clinico :

Doente com dor toraxica a
esquerda que irradia para o
pescoco e bragco do
mesmo lado

Diagnéstico  confirmado
pelo doseamento de
izoenzimas

CK - BB (cérebro)
- MM (Mdsculo)
- MB (coragéo)
LDH - H4 (coracéo)
- H3M
- H2M2 (g.v.)
- HM3

- M4 (musculo, figado)

Enfarte do miocéardio

Regulacao da actividade enzimatica I

‘The evocation of a conformational change when a ligand binds reversibly to a protein underlies the whole of
metabolic and physiological regulation’ (Ottaway, 1988)

- Regulacgéo por feedback
- Regulacéo por feedforward

- Modificagc&o covalente reversivel

- Activacao por clivagem proteolitica (caspases, coag ulacéo)

- Ciclos de substrato

- Compartimentalizag&o (‘channeling’)
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