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Organizacgéao de vias metabdlicas.
Enzimas alostéreas — Enzimas de regulacéo.

Regulacao e controlo da actividade enzimatica:
Regulacéo feedback e feedforward
Modificagé@o covalente reversivel
Activacao por clivagem proteolitica (caspases, coagu lag&o)
Ciclos de substrato
Compartimentalizacéo (‘channeling’)

Organizacéao de vias metabdlicas I

Vlas' r.netabollcas.co'n'catena(;ao de’ E1 E2 E3 En
actividades enzimaticas que, pela g _ p1 _ p2 . .. _ Pf
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O estudo do metabolismo celular pressupde estudamdmamica
de formacédo de S em R,e. o fluxo metabdlico da via

HOMEOSTASE: a manutencdo da viabilidade celular pressupd
gue uma célula tenha a capacidade de manter um rietabdlico
adaptado as suas necessidades em funcéo do seamimémte.

= Necessidade de ‘sentir’ 0 meio ambiegd®ptores e sistemas de transduca
= Capacidade de regulacdo metabatigady-state’ metabolico)

Controlo _metabdlico. capacidade de modificar actividadeg
enzimaticas de modo a modificar o fluxo de umanwidabdlica
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Razao de accédo de massa€f com maior capacidade de regular
fluxo de uma via seria a que teria a velocidadesnhaixa,i.e.
maior razao [P] / [S]
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por outros factores que néo a [S]
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Modificacdo da actividade enzimatica

enzimas alostéricas
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Enzimas Alostéricas I

NAO OBEDECEM A CINETICA DE MICHAELIS -MENTEN
subunidades

do E-S uma ligacéo

1. A molécula de enzima é frequentemente formada por

A interaccdo entre as subunidades torna a ligag

cooperativa _(homoalosteria)

A curva de saturacdo da enzima pelo
substrato € uma SIGMOIDE

2.

A ligacado do substrato a um local activo afecta as propriedades

de ligagdo do outro local activo na mesma molécula de enzima

actividade de uma enzima alostérica pode ser modificada por
ligam a locais

A
que se

3.
moléculas reguladoras _ (heteroalosteria ),

diferentes dos locais cataliticos
U
Inibidores/ Activadores alost éricos

R state — ”
//ﬂg" + Activator . ] .
S/ oo actvator ﬂ Os inibidores alostérios desviam
/’ ;?x' or inhibitor para a forma T
v / e
' - ‘ Os activadores alostéricos desviam
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! ; L= T state
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2 At high [S], enzyme
is mostly in R state




Interconversdo entre forma inactiva (T) e activa

(R) das enzimas alostéricas

Dois modelos _explicam a interac¢éo cooperativa (curva sigmoide):

Modelo simétrico (Monod, Wyman e Changeux , 1965)

- Existe equilibrio entre a conformacdo R e T na presenca de S
- Todas as subunidades estdo na mesma conformacao

g B

* Modelo sequencial (Koshland Némethye Filmer, 1966) i X

- Existe equilibrio entre a conformacdo R e T na presenca de S
- A transicdo de conformagdo T - R é induzida pela ligacao de S
- A alteracdo da conformagdo T- R em diferentes subunidades da

molécula de enzima é sequencial (espécies hibridas RT séao
proeminentes)
- As subunidades podem interagir mesmo que estejam em diferentes

estadios conformacionais

-

R

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’)

Baixa ligacéo) (Alta ligacéo)




Exemplo: Aspartato carbamoil transferase

(ATCase) (sintese de pirimidinas)
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Fig. 2.9 chul@ligq of pyrimidine biosynthesis in E. coli (+), allosteric activator;
(=), allosteric inhibitor; e—reactions using ATP as a substrate; 1—carbamyl phosphate
synthetase; 2-—aspartate transcarbamylase; 3—dihydroorotase; 4—CTP synthetase;

5—N-acetylglutamate synthetase. CTP can be either an activator or inhibitor of CTP
synthetase (see text).

IVACAO E INIBICAO POR EFECTORES ALOSTERICOS
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Fig. 2.5 The biosynthesis of L-lysine, L-methionine, L-threonine and L-isoleucine
from L-aspartic acid. End product inhibitions are indicated by the broken lines.

Multiple arrows denote isoenzymes. l-—aspartokinase; 2—aspartic

_ Lisoleucine pep + ery-4-P

semialdehyde

dehydrogenase; 3—homoserine dehydrogenase; 4 —homoserine kinase; 5—dihydro-
picolinic acid synthetase; 6—succinyl homoserine synthetase, 7-threonine deaminase.
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Regulacao da actividade

covalente

Algumas enzimas sé&o reguladas por metilagdo, ADP-ri
acilacéo) mas a forma mais comum de regulagéo enzim

fosforilacéo

covalente reversivelo mais é por

1. Enzimas do metabolismo dos carbohidratos

bosilagéo, plmitoilagéo (ou
atica por modificacéo

ADP~~P ADP
- Fosforilase do glicogénio inase

- Fosforilase cinase 0)

- Glicogénio sintetase Il

- Fosfofrutocinase-2 Enz — CH,OH Enz — CHZO—RO'
- Piruvato cinase o

- Piruvato desidrogenase
2. Enzimas do metabolismo lipidico
- Hidroximetilglutaril-CoA redutase
- Acetil-CoA carboxilase
- Triacilglicerol lipase
3. Enzimas do metabolismo dos aminoacidos
- Cetoéacido desidrogenase

- Fenilalanina hidroxilase
- Tirosina hidroxilase

Fosfatase

As ‘fosforilacdes’ nao
séo todas equivalentes

Ser Thr Tyr
sequéncias consensus

(e.g. fosforilase cinase)

covalente reversivel
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CICLOS DE SUBSTRATO (ciclos futeis) I
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‘ADP + P’ ‘ATP’

Vantagens: permite levar o fluxo de uma via a
zero (= maximo aumento percentual)
Desvantagens: consomem energia (ciclo fatil)

Quanto mais rapido o fluxo interno do ciclo mais
célere a modificacdo de fluxo na via

Regulacéo da actividade enziméatica por activacdo pr  oteolitica:

Algumas enzimas sédo reguladas por  Protedlise

1. Enzimas digestivas
- Tripsina
- Quimotripsina
- Carboxipeptidase A e B
- Pepsina
- Fosfolipase

2. Enzimas da coagulacéo sanguinea
- Factores VII, IX, X, XI e XII, trombina

~>@» JUL Enteropeptidase
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e
Pfocarboxipeptidase @ ;

arboxipeptidase

3. Enzimas envolvidas no desenvolvimento
- Colagenase
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Muitas enzimas séo sintetizadas sobre a forma

de

pré -enzimas ou zimogénios

Tripsinogénio

Enteroquinase

Chymotrypsinogen
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Cascata da Coagulagéo Sanguinea




