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« osmotic and electrical gradients
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Decreased randomness
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Simple compounds polymerize
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macromolecules: DNA, RNA,
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Lehninger Principles of Biochemistry, Sixth Edition
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Activation barrier
(transition state, ¥)

Reactants (A)

Free energy, G

Products (B)

AG

Reaction coordinate (A — B)

Figure 1-28
Lehninger Principles of Biochemistry, Sixth Edition
©2013 W. H. Freeman and Company
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O metabolismo é regulado para alcangar o balanco

enzyme 1

Threonine

Unnumbered 1p28
Lehninger Principles of Biochemistry, Sixth Edition
©2013 W. H. Freeman and Company

Isoleucine
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Catalizadores
bioldgicos:

* Vias metabdlicas;

* Adaptacao do
metabolismo a
mudancas;

e Acido ribolnucleico
(ribozimas).
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* Mantuencgao da vida celular — reagdes
guimicas:

1- velocidades adequadas a fisiologia celular

2 — Precisam ser altamente especificas
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B

Energia

ONEINER
enzimas??
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Nutrigéo Avangada - Enzimas

* Enzimas sdo catalizadores muito eficientes

* Podem aumentar a velocidade de uma reagao em até
107 vezes(10'’= 100.000.000.000.000.000)

Cyclophilin 10°
Carbonic anhydrase 10’
Triose phosphate isomerase 10°
Carboxypeptidase A 10t
Phosphoglucomutase 10"?
Succinyl-CoA transferase 10"
Urease 10™
Orotidine monophosphate decarboxylase 10"

Exemplos de algumas enzimas e o aumento na
velocidade de reacdo causado por cada uma delas
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Atuacao das enzimas

Conversao irreversivel:

d[B]
V=—— ou v=
dt

A veloc. é proporcional a concentracdo de A
v=k [A]

Reagdes complexas
A+B == C+D

V=k(A) (B)
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Reac¢ao nao catalizada

Reactants Collision Transition Collision Products
complex 1 state complex 2
y_'_
«—> > -—> A <>
) A
agua de
hidratagéo

Energia livre de ativacao

Nutri¢céo Avangada - Enzimas

A

Energia Estado de
transicao
E; sem
catalisador
.......................... —
Reagentes catalisador

Produtos

Caminho da reagao

Fig. 5.1 Diagrama mostrando a variagdo de energia livre em fungdo do
caminho de uma reagdo espontanea hipotética. Na presenca do catalisador, a
reacdo ocorre por um caminho alternativo com energia de ativagao (E,)
menor.
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Without
enzyme -

Enzyme lowers
activation
energy by
this amount
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Atuacao das enzimas

Aumento da veloc. reagao:
1. Aumentando a concentragao do reagente
2. Elevando temperatura

3. Diminuindo a energia ativacao
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Fig. 5.3 Alteracdo da distribuicao de energia entre as moléculas de uma populagdo que
se encontram em uma temperatura T, (a) por aumento da temperatura (T, > T4) (b) e
pela presenca de um catalisador (c). A area colorida representa a fragdo da populagao .
com energia igual ou maior do que a energia de transigao (E,). ﬁ K/

<
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A eficiéncia da catdlise enzimatica deriva da ligacao do
substrato a enzima

Sitio ativo

- AA

Modelo rigido chave —fechadura??

Substrato induz mudanga enzima

&
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Fig. 5.4 Mudanga da conformagao da enzima induzida pela ligagdo com o substrato.
O exemplo mostra a hexoquinase antes (a) e depois (b) de se ligar ao substrato, a
glicose. A molécula da enzima consta de dois dominios, que se aproximam,
encaixando o substrato.
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(a) No enzyme

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

OE—»@—»&p%

Free energy, G

(b) Enzyme complementary to substrate
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Reaction coordinate
Figure 6-5

Lehninger Principles of Biochemistry, Sixth Edition
©2013 W. H. Freeman and Company
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As enzimas apresentam outras grandes vantagens e relagdo aos

catalizadores nao-enzimaticos

Sintetizadas pela prépria célula
A atividade pode ser regulada
Diminuem a energia ativagao

Sao especificas

26/03/2013

12
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Classes de enzimas

e 2000 enzimas

* Os dois seguintes indicam sub-classe

* Com base nas especificidades de reacao de substrato

* Todas enzimas estdo catalogadas num cadastro (EC- de
“enzime comission”. Ex.:1.13.11.11 ).

* O primeiro indica a qual das seis grandes classes de
proteinas ela pertence

O ultimo indica qual é a enzima propriamente dita

Yy
v

¥
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Ared Box

Aox

Bred

Classe Tipo de reagdo Sub-classes
O = Reduction equivalent Dehyd
ehydrogenases
i Oxi(}’ases, eroxidases
1 Oxidoreductases m . m — D . m Redu(tase@

Monooxygenases
Dioxygenases

2 Transferases

J

y

C;-Transferases
Glycosyltransferases
Aminotransferases
Phosphotransferases

3 Hydrolases

i

Esterases
Glycosidases
Peptidases
Amidases

4 Lyases
(“synthases™)

Lyases
Lyases
Lyases

Cc-C
c-0
C-N
C-S-Lyases

5 Isomerases

Epimerases

cis trans Isomerases
Intramolecular
transferases

6 Ligases
(“synthetases™)

XDP

+ tgp

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

S
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Catalase

HZOZ
Urease

Uréia
Fosfofutoquinase

Frutose-6-fosfato
Glutamina sintase

Glutamato

Grau de especificidade

Massas molares de enzimas e de seus subtstratos

Massa molar
ET (I ELE]

200.000
34
500.000
60
380.000
300
600.000
150

&
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Fatores que interferem na atividade enzimatica

Pepsina
Fosfatase acida
Urease
Tripsina
Arginase

pH 6timo de enzimas

1,5
4,5
6,5
7,8
9,7
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Efeito da temperatura na atividade enzimatica

* O aumento de /

temperaura 1o | N 1
geralmente acaarreta 1O (O :

= ;1 | Denaturation
um aumento na 08 Enzyme /4

active

atividade enzimatica

* Até um valor de
temperatura em que
comeca a haver
desnaturacao e
consequente perda
de atividade

0.6 |Increased
activity due
to temperature
increase
LICTE> <3e

Enzyme
denatured
0 10 20 30 40 50

Temperature (°C)

Nutri¢éo Avangada - Enzimas

Cinética Enzimatica

* Enzima e substrato formam um complexo
transitério
A—B
v=k [A]
* At
* Veloc inicial (v0) =-10% A convertido em B

S— P

S
i

26/03/2013
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Cinética Enzimatica

k1
E+ S ES

K-1

k2
ES->E+P

!k k2 |
E+SeoES—ES—>E+ P

K-1

&
Vav

Cinética Enzimatica
V, =K, [E] [S]

V, =K, [ES]
V, = K, [ES]

K,>> K,

PON
Vav,
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Reagentes Equilibrio Composigao no Equilibrio ‘%;’:vw)
1 z
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Fig. 5.7 Esquema ilustrativo do equilibrio E + S ES, em trés situagbes (I, Il, Ill) de concentragdes
diferentes de substrato e mesma concentragdo de enzima, analisadas apds um mesmo tempo inicial. As
velocidades de reagdo (v,) sdo indicadas em porcentagens da V. Na prética, a proporg¢do [S]/[E] é muito
maior do que a representada no esquema. ﬁ’ﬁg
o
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MAX —fessssassssasssansssssnanssnssnsnassssassssaasnsasnnsns

A 4

K [S]

Fig. 5.9 Variagdo da velocidade da reagdo enzimdtica (v,) em fun¢do da
concentragdo do substrato (S).
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A dosagem da enzima é obtida pela medida de sua atividade

v Dosagem em massa por volume
v’ Purificar enzimas

v’ Dosagem colorimétrica

v’ Ativ. Enzimética

v' Plasma

&
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Resultados de exames laboratoriais de dosagens de enzimas
plasmaticas em dois individuos ( A e B)

Atividade enzimatica no soro (U/L)

Individuo A Individuo B Valores referéncia
Aldolase 2 2,1 Até 3
Amilase 120 125 60-160
Colinesterase 2.700 3200 1900-3800
Creatina quinase 62 50 10-80
Lactato desidrogenase 398 220 120-240
Fosfafase acida total 7,3 15,6 4,8-13,5
Fosfatase acido protatica 2,8 7,7 Até 3,7
Fosfatase alcalina 295 80 50-250
Aspartato transaminase 560 12 Até 18
Alanina transaminase 1095 18 Até 21

18



Cinética de Michaelis—Menten

8 z oec’ e
> |
2 g
5 6 =
> —
C 4
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< |
> 2

b Bonding
= strenght

°
0 ; : Vmax  Vmax N @@
KY, KY, °
0 m2 4°Mm 6 8 10 90 95 100 Spmced .@ ()
Concentration [A] (mM) 0 5 10 15 20

[A] (mmol - ")

* Velocidade x concentragdo de substrato

* V. velocidade maxima

* K,,: concentragdo de substratona qual a reagdo acontece na metade da velocidade maxima
* NaV,,, virtualmente todas as moléculas de enzima estdo com seus sitios ativos ocupados

* No K, (constante de Michaelis) metade das moléculas de enzima presentes no meio de reagao
estdo com seus sitios ocupados.

* K, éuma medida da afinidade da enzima pelo substrato, quanto menor o Km maior a afinidad
* Acurva se proxima de V,,,,, mas nunca alcanga esse valor isso caracteriza uma assintota.

Nutrigéo Avangada - Enzimas

Importancia da cinética enzimatica

v’ Explica como as enzimas trabalham;
v Permite prever o comportamento das enzimas em organismos

Vivos.

N
an
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Valores inversos de V, e [S]

==

Vimax

1

" (S

Fig. 5.12 Transformagdo de Lineweaver-Burk para os resultados de um experimento onde foram
preparados tubos contendo diversas concentragdes de substrato e a mesma concentragdo de
enzima; apds a incubagdo, mediu-se v,. Os inversos dos valores das concentragdes de substrato
utilizadas e os inversos dos valores de v, compdem uma reta (linha continua), que, extrapolada

(linha pontilhada), permitem a determinagdo dos valores de Ky, e de V, 4. ,iﬂ
oY
Nutri¢éo Avangada - Enzimas
Inibidores nao competitivos
v’ Produzidos pelas préprias células: utilizados controle reacbes
v’ Aplicagdes famacoldgicas (Sulfonamida)
v Tipos:
v’ Irreversiveis
v’ Reversivel
[0}
COO™ OH O—l”‘rCHs Co0™
o]
(I (] — [Em] + (I
! - .
(ativa) (inativa)
Aspirina
Reagdo de inativagdo da ciclooxigenase por reagdo irreversivel com acido
acetilsalicilico (aspirina). ;is
O
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20



Nutri¢éo Avangada - Enzimas

Inibidores competitivos

+ Competem com o substrato

E+Ic  Elc % @@

_ [EL]

K =tE10d s @1

PN
av

Nutrigéo Avangada - Enzimas

Inibidores competitivos

Vo

NV oo ewvnvnmses on enwnsmees n s s T

Vimax |
2 sem
inibidor
Icq
Icz
1 Hpi = >
Ku Ky Ky [S]

Fig. 5.14 Efeito de duas concentragbes de inibidor competitivo (I¢; < I,) sobre a
velocidade da reagdo enzimatica. Ky,; e K, sdo valores do K, aparente para as
concentragdes I, € I, de inibidor, respectivamente.
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CH,
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Enzyme Succinate Succinate-enzyme complex

Enzyme Malonate Malonate-enzyme complex

Fumarate
+
Enzyme

No product
is formed

Nutrigéo Avangada - Enzimas

Inibicao nao-competitiva

* Qundo o inibidor interage com um
grupamento importante para a
ativiadade da enzima mas nao
pode ser deslocado pelo substrato
a inibicao é chamada nao-
competitiva

* “Substratos suicidas” possuem um
grupamento reativo que forma
uma ligacao covalente estavel com
o sitio ativo da enzima

5. “Suicide substrate”

26/03/2013
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Inibidores nao competitivos

A
Vo
Vimlx —heeeeessaneaseesessesassansotasnenneeessseeiseeassoyy
Vimiix (Iygq) —fereereesegfioneeraneinniinieiiiniieeiiaieiiiane,s
Vmax | sem
2 inibidor
I
NC1
Vi
_’é‘a‘“w) . Inc2
Vinda(Tiiss)! sl < & simman sossavmmpmnnss ssaignass s iamaiin sass
Vimax (Iyc,) ..
2 =
T >
Ku [S]

Fig. 5.15 Efeito de duas concentragdes de inibidor ndo-competitivo (Iyc;<Iyc,) sobre a
velocidade da reagdo enzimdtica. O valor do Ky, permanece inalterado, mas as
velocidades méaximas decrescem com o aumento da concentragdo do inibidor.
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A
1
Vo com inibidor
ndo-competitivo
com inibidor
competitivo
®
sem
inibidor
«—@ @ >
0 1
S A / o1
Kn K (8]

Fig. 5.16 Transformagdo de Lineweaver-Burk para a reagdo enzimatica
sem inibidor e em presenca de inibidores competitivo e ndo-
competitivo.
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Introdugdo

L-Proline
%20,
1
HO

L-A"-Pyrroline-5-Carboxylate
L-Glutamate
2
a-Ketoglutarate j
L-Ornithine

NH; + HCO5' cpP

2ATP 2ADP+P;

L-Citrulline
Mitochondrion ‘
Cytosol l

L-Citrulline

ATP + L-Aspartate
4
AMP-PP;

L-Argininosuccinate

5
Fumarate

L-Arginine
Synthesis of ornithine, citrulline, and arginine from proline in pig enterocytes

Nutrigéo Avangada - Enzimas

10 mM Lactate
0.45 4

5 mM Lactate
0.4 4

0.35 4

0.3 4

0.25 4

1 mM Lactate

024 0 mM Lactate

1/V (nmol/ min per mg protein)”

4 + + + _
t + t t

0.2 0.4 06 0.8
1/[proline] (mM™')

Fig. 2. Double reciprocal plot of 1/S vs. 1/V for proline oxidase in pig enterocytes.

-0.4
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35T

w
N
T

10 mM Lactate

5 mM Lactate

0 mM Lactate

1/V (nmol/min per mg protein)”

02 0.4 06 0.8 1
1/[proline] (mM™")

Fig.3. Double reciprocal plot of 1/S vs. 1/V for proline oxidase in pig liver.
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Cofatores enzimaticos
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25



Nutrigéo Avangada - Enzimas

Importancia da cinética enzimatica

v'Alterag3o da concentragdo das enzimas
v'Alteracgio da atividade das enzimas

v'Regulagdo alostérica

PN
av

Nutrigéo Avangada - Enzimas

Inibicao alostérica

Allosteric

* |nibidores alostéricos se ligam a um sitio afastado do centro ativo

* Provocam uma mudanc¢a conformacional na enzima que
indiretamente reduz sua atividade

* N3&o pode ser descrito pelo modelo de Michaelis—Menten (resulta
em uma sigmoide em vez de uma hipérbole)

26/03/2013
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s, 8]
@ ®)

Fig. 19.1 a) Grafico da velocidade de reac3o em funcdo da concentracdo de substrato para uma enzima alostérica
e para uma enzima michaeliana. A curva sigmoidal exibida pela enzima alostérica é o reflexo da cooperatividade
apresentada pelas suas subunidades; as enzimas monomeéricas, michaelianas, tém cinética hiperbdlica. b)
Cinética da reagdo catalisada por uma enzima alostérica na presenga e na auséncia de efetuadores alostéricos.

Com igual concentragdo de substratos (S;), a velocidade da reagdo varia dependendo da presenga de .
efetuadores.
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Importancia da cinética enzimatica

A
Vo Hexoquinases
Vmax
Glicoquinase
0,5+
- : - - - - >
5 10 15
i [Glicose]
Glicemia mM
basal

Fig. 20.6 Curvas de saturagdo com glicose para as hexoquinases | a lll e para a

glicoquinase. Em valores préximos da concentragdo basal de glicose plasmatica (5
mM),

Vo)
%

¥
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1

i |

A= B E——Ds—=F
|

]

[

H

Fig. 19.2 Regulagdo alostérica de duas vias metabdlicas hipotéticas. O composto F é
efetuador alostérico negativo da enzima que catalisa a conversdo de B em C e efetuador
alostérico positivo da enzima que converte A em G — a oferta de A resulta em sintese
aumentada de H.
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