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INIBICAO E REGULACAO
ENZIMATICA

META

Entender como os inibidores enzimaticos e a regulagcdo enzimatica interferem na velocidade das
reacdes enzimaticas.

OBJETIVOS

Ao final desta aula, o aluno devera:

definir inibicdo enzimatica;

classificar inibicdo enzimatica;

descrever a inibicdo irreversivel;

descrever a inibicdo reversivel competitiva,;
descrever a inibi¢cao reversivel incompetitiva;
reconhecer a inibicdo reversivel mista;

descrever e classificar enzimas reguladoras;
descrever as propriedades das enzimas alostéricas;
descrever as propriedades das enzimas reguladas covalentes; e
definir zimogénios e descrever a sua formagéo.

PRE-REQUISITOS

Para acompanhar esta aula, é
importante buscar subsidios nos
conteldos trabalhados na aula
introducéo ao estudo das enzimas.

Modelo do enzima Purina nucledsido _fosforilase (PNP) ge-
rado por computador (Fonte: http://pt.wikipedia.org).
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INTRODUCAO

Diversos fatores alteram a velocidade de uma reacio enzimatica, entre
eles temos a concentracao do substrato no estado de transicao, variagcoes
no pH do meio em que a enzima se encontra e a elevaciao da temperatura.
Enquanto aumentos da concentragao do substrato no estado de transicao
elevam a velocidade da reagao; as variagoes do pH do meio em que as
enzimas se encontram e as elevacdes da temperatura provocam a desnatu-
racdo da enzima, diminuindo a velocidade da reacdo. A influéncia desses
fatores fol vista na aula introdutéria do assunto enzimas. Nessa aula vamos
estudar dois outros fatores que interferem na velocidade enzimatica: a ini-
bigao e a regulacao enzimatica. De fato, muitos processos enzimaticos po-
dem ser interrompidos, inibidos ou ativados, durante certas fases no ciclo
de vida da célula. Se assim nao fosse, a célula poderia apresentar um cresci-
mento descontrolado, como o que é observado nas células cancerosas. O
estudo da inibicao enzimatica permitiu aos enzimologistas (bioquimicos
estudiosos das enzimas) identificar a estrutura quimica dos aminoacidos
que participam na formagao dos sitios ativos dessas moléculas, elucidar as
sequéncias de diversas vias metabdlicas, bem como no esclarecimento do
mecanismo de agao de algumas drogas terapcuticas, como por exemplo, o
acido acetil salicilico (AAS, encontrado na aspirina). A regulagao das vias
metabdlicas envolve mecanismos sofisticados e complexos como a regula-
cao alostérica, modificagoes quimicas covalentes da enzima, ativagao de
zimogeénios e produgdo celular de isoenzimas.

Eduard Buchner descobriu que os extratos de levedo podiam fermentar o agucar até alcool e
provou que as enzimas envolvidas na fermentagdo continuavam funcionando mesmo quando
removidas das células vivas (Fonte: http://pt.wikipedia.org).
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DEFINICAO DE INIBIDOR ENZIMATICO

Qualquer molécula que se ligue a cadeia polipeptidica de uma en-
zima, diminuindo a velocidade da reacdo, é considerada um inibidor
enzimatico.

TIPOS DE INIBICAO ENZIMATICA

A inibicdo enzimatica é classificada em irreversivel e reversivel. Essa
classificacao baseia-se na natureza quimica da ligacao do inibidor a enzi-
ma. Assim, a inibi¢do irreversivel ocorre com a ligacao do inibidor de
forma covalente ao sitio ativo da enzima. Os inibidores reversiveis se
ligam de forma nao covalente a cadeia polipeptidica da enzima.

INIBICAO IRREVERSIVEL

Na inibi¢ao irreversivel o inibidor se liga através de ligagdo covalente
ao sitio ativo da enzima, impedindo a ligagao do substrato. A inibicdo da
enzima acetilcolinesterase por organofosforados (como o diisopropilfluo-
rofosfato) é um exemplo de inibicao irreversivel. Os organofosforados
sao utilizados como inseticidas na agricultura, para controlar as pragas
que atacam as plantagdes.
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Figura 1: Inibicao irreversivel da enzima acetilcolinesterase pelo diiso-
propilfluorofosfato, um organofosforado.
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INIBICAO REVERSIVEL

Na inibigao reversivel o inibidor se liga ao sitio ativo ou entdo a
outra parte da cadeia polipeptidica da enzima, impedindo que o substrato
seja transformado em produto. A ligacao do inibidor reversivel a enzima
ocorre através de uma ou mais interagoes quimicas nao covalentes como:
pontes de hidrogénio, interagdao hidrofdbica, ligacao ionica, van der Walls,
dipolo-dipolo. A inibicdo reversivel é de trés tipos, a saber: Competitiva,
incompetitiva e mista.

INIBICAO REVERSIVEL

competitiva. A inibi¢do competitiva ocorre devido a estrutura quimi-
ca do inibidor competitivo assemelha-se a estrutura do substrato. O ini-
bidor competitivo se liga ao sitio ativo da enzima, impedindo a liga¢ao do
substrato. A inibi¢ao da desidrogenase succnica, uma enzima do ciclo de
Krebs, (assunto que vamos estudar na aula 13) pelo malonato ¢ um exem-
plo de inibicao competitiva (Figuras 2a e 2b).

O succinato (Figura 2b), um acido organico que apresenta dois gru-
pos carboxilatos (COO), se liga ao sitio ativo da desidrogenase succinica
através de ligacdo iOnica. Essa ligacao i0nica ocorre com a atracao das
cargas negativas dos carboxilatos (COQO") e a carga positiva dos {ons amonio
("NH,). O malonato e o oxaloacetato sio inibidores competitivos dessa
enzima. Tanto o malonato quanto oxaloacetato apresentam estruturas
quimicas semelhantes a do succinato (Figura 2b) podendo dessa forma,
ligar-se ao sitio ativo também através de ligagdo ionica.

Este exemplo explica como o conhecimento desse inibidor permitiu
mapear o sitio ativo da enzima desidrogenase succinica. Assim, se tanto o
substrato como os inibidores dessa enzima apresentam carga negativa no
pH 7,0 (conferida pelos grupos COQO), ¢ indicativo de que o sitio ativo
dessas enzimas deve conter aminoacidos com carga positiva (aminoaci-
dos basicos). Dessa forma, os substratos e inibidores com carga negativa
(COO) interagem com os aminoacidos basicos do sitio ativo dessa enzi-
ma por formagao de ligagao i6nica.

A inibi¢ado competitiva pode ser revertida aumentando-se a concen-
tracdo do substrato. Isso é explicado pelo fato de que incrementos na
concentragao de substrato permitirdo a eles competir com o inibidor pela
ligagao ao sitio ativo da enzima.
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Figura 2 (a) Inibicdo reversivel da enzima desidrogenase succinica pelo
malonato. (b) Estruturas quimicas do succinato, malonato e oxaloaceta-
to. (c) Representaciao esquematica da inibi¢do competitiva.

INIBICAO INCOMPETITIVA

A inibicao incompetitiva se caracteriza pela ligagio do inibidor apenas
ao complexo enzima substrato (representado por ES) originando um comple-
x0 enzima-substrato-inibidor (ESI). O complexo ESI ¢ inativo, o que signifi-
ca dizer que o substrato nessa condi¢dao nao vai ser transformado pela enzi-
ma, formando o produto da reagao (Figura 3). O esquema abaixo demonstra
como ocorfe a rea¢ao enzimatica em presenca do inibidor incompetitivo.

E+S— ES+1— EIS Nio ha formacdo de produto
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A inibi¢ao incompetitiva nao é revertida com aumentos na concen-
tracao do substrato.

Subsiratn

Enzima Complaxc E5

e e

Inibidor Incompetitivo

Complexo ESI
_y

Formas mativas da enzima
Figura 3. Inibicao incompetitiva.

INIBICAO MISTA

Na inibi¢do mista o inibidor se liga a uma regiado da enzima, dife-
rente do sitio ativo, sem interferir na ligacao do substrato ao sitio ca-
talitico. Uma vez ligado o substrato ao sitio ativo da enzima, ele tam-
bém niao impede a ligacao do inibidor. O inibidor pode se ligar tanto a
enzima livre [E] quanto ao complexo enzima-substrato [ES], forman-
do o complexo [ESI]. O complexo [ESI] ¢é cataliticamente inativo, ou
seja, o substrato nao vai ser transformado no produto da reacio (Fi-
gura 4). Sio exemplos de inibidores mistos os metais pesados como
chumbo (Pb*"), prata (Ag*"), mercurio (Hg2+), etc. Esses inibidores
se ligam a sulfidrilas (SH), grupo funcional encontrado na cadeia late-
ral do aminoacido cisteina.

Figura 4. Representacdo esquematica da inibicdo mista. O Complexo ES
representa a enzima ligada ao seu substrato; ESI a enzima ligada ao seu
inibidor misto e ao seu substrato. Nesta inibi¢dao o inibidor se liga a uma
regido da enzima diferente do sitio catalitico, que é o local de ligacao do
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substrato. A inibi¢do nao competitiva pode ser revertida através da diali-
se da enzima.
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ENZIMAS REGULADORAS

A regulagdo das vias metabolicas envolve mecanismos sofisticados e
complexos como:

Regulacdo nao covalente ou controle alostérico. Essa regulacao se
caracteriza pela ligacao nao covalente do efetor ou modulador ao sitio
regulador das enzimas alostéricas (sitio alostérico ou sitio modulador).
O modulador pode ativar ou inibir a atividade enzimatica.

Modificacao covalente reversivel. As propriedades cataliticas de muitas

enzimas sao alternadas pela ligacdo covalente e transitéria de um grupo
quimico a cadeia polipeptidica ou ao sitio ativo da enzima. No metabolis-
mo celular é bastante freqiente a regulacao de enzimas reguladoras das
vias metabolicas por transferéncia de grupos fosfatos do ATP para sitios
ativos dessas enzimas.

Clivagem proteolitica. Nesse mecanismo de controle as enzimas se
alternam entre dois estados a saber, inativo (proenzimas ou zimogeénios)
e enzimas cataliticamente ativas.

Producio de formas multiplas de enzimas (isoenzimas). Esse tipo de
regulagao se da por formas multiplas de enzimas relacionadas denomina-
das isoenzimas ou isozimas. As isozimas sio enzimas homologas dentro
de um mesmo organismo que catalisam a mesma rea¢ao, mas diferem
levemente em suas estruturas e nos valores de seus parametros cinéticos
como K, e Vmax.
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SISTEMA MULTIENZIMATICO OU VIA
METABOLICA

Uma via metabdlica se caracteriza como sendo uma seqiiéncia de
reagdes quimicas em que um grupo de enzimas (sistema multienzimati-
co) atua em conjunto para converter um determinado substrato em um
ou mais produtos. Nessa via multienzimatica, o produto da acio de uma
enzima ¢ substrato da proxima enzima, e assim sucessivamente. Os pro-
dutos das acoes dessas enzimas do metabolismo sao denominados inter-
mediarios metabolicos ou metabélitos (Figura 5).

A glicélise anaerébica (metabolismo da glicose na auséncia de oxige-
nio), que pode ocorrer em células dos musculos e das hemacias, é um
exemplo de uma via metabolica. Nessa via metabodlica o monossacarideo
glicose, um dos principais substratos dessa via, vai ser transformado em
duas moléculas de acido lactico, sob a a¢do conjunta de onze enzimas
(Estudaremos esse metabolismo com mais detalhes na aula metabolismo
aerébico e anaerébico dos carboidratos). Normalmente, a primeira enzi-
ma de uma via metabolica ¢ uma enzima reguladora. Em regra, a enzima
reguladora que catalisa a reagdo mais lenta de uma via metabolica é a
enzima marca passo. As enzimas marca passos sao enzimas reguladoras,
sendo classificadas em dois tipos: enzimas alostéricas (ou reguladas de
forma nao covalente) e enzimas reguladas covalentemente.

A

L E

B Figura 5: Via meta-

l E2 bolica. Neste esque-
ma de uma via me-

c tabolica, E1 a Eo6

l E3 representam as seis
enzimas que catali-

D sam a transforma-

l E4 cao do substrato A
no produto P. As le-

E tras B, C, D, E ¢ F
l E5 representam os in-
termediarios meta-

bdlicos.
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REGULACAO ALOSTERICA OU REGULACAO 11

NAO-COVALENTE

As enzimas alostéricas sao proteinas reguladoras que apresentam
um sitio catalitico e um sitio alostérico ou regulador em suas cadeias
polipeptidicas. Ao sitio alostérico se liga o efetor ou modulador, que ¢é
a molécula que regula a atividade dessas enzimas. A ligacao do mo-
dulador alostérico ocorre por interacdo quimica nio covalente,
como pontes de hidrogénio, ligacdo ionica, dipolo-dipolo, intera-
cao de van der Waals e interacao hidrofébica. Os sitios ativos e
alostéricos dessas enzimas sao localizados em regides distintas da
cadeia polipeptidica. Pode ocorrer também de esses sitios se en-
contrarem em subunidades distintas da proteina. As enzimas alos-
téricas existem em duas formas: T (tensa), nao ligada ao substrato,
e a forma R (Relaxada) ligada ao substrato (Figura 6). As enzimas
alostéricas demonstram especificidade tanto para o seu substrato quan-
to para o modulador. Os moduladores sdo ativadores ou inibidores da
atividade catalitica (Figura 0).

% . / . /g B> substrato
8 Modulador

(Fonte: Garret & Grisham, 1995).

Figura 6. Enzimas Alostéricas. O sitio Catalitico ¢ representado por C e o
sitio regulador, por R..

ENZIMAS ALOSTERICAS HOMOTROPICA
E HETEROTROPICA

De acordo com a regulacao, as enzimas alostéricas classificam-se
em homotrépica ou heterotrépica. Na regulagao homotrépica o modu-
lador é o préprio substrato da enzima. Quando o substrato atua como
modulador homotrépico ele se liga ao sitio alostérico, regulando assim,
a atividade da enzima. O regulador heterotrépico é qualquer substancia
diferente do substrato. Algumas enzimas alostéricas apresentam ambos
os tipos de regulacdo homotroépica e heterotropica.
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EFEITO DA CONCENTRACAO DO SUBSTRATO
NA ATIVIDADE ENZIMATICA DAS
ENZIMAS ALOSTERICAS

As enzimas alostéricas sido enzimas complexas, possuindo duas ou
mais cadeias polipeptidicas. Essas enzimas sao proteinas oligoméricas. A
curva de velocidade de reacio em funcao do aumento da concentracao
de substrato para as enzimas do tipo Michaelis-Menten, é uma hipérbole
retangular, (como aprendemos na aula de introducao ao estudo das enzi-
mas), as enzimas alostéricas, por sua vez, descrevem uma curva do tipo
sigmoide (Figura 7). Outro aspecto que merece ser destacado sobre as
enzimas alostéricas ¢ que a concentracao de substrato que corresponde a
metade da velocidade maxima ¢ conhecido como K, ..

As enzimas alostéricas apresentam propriedades cooperativas, ou seja,
comunicagdo entre as suas cadeias polipeptidicas, comunicagdo essa que se
caracteriza por uma mudanga conformacional da enzima quando a ela se
ligam os seus moduladores. Isto pode ser constatado pelo efeito da concen-
tracao do substrato na velocidade da reacdo. Sob concentracbes baixas de
substrato, a velocidade da rea¢do vai ser igualmente baixa, aumentos subse-
quientes podem elevar a velocidade da reagao, multiplicando-a por um fator
de 500 vezes a velocidade inicial. Isso ocorre por que as enzimas alostéricas
apresentam propriedades cooperativas ou cooperatividade. A cooperativida-
de é a comunicagdo entre as cadeias polipeptidicas das enzimas alostéricas é
de dois tipos: Cooperatividade positiva e cooperatividade negativa.

A ligacao de um modulador ativador a um sitio regulador pode facili-
tar a ligacao de moléculas de substratos aos outros sitios cataliticos. Essa
¢ a cooperatividade positiva. No entanto, a ligacao do modulador inibi-
dor a um sitio regulador, diminuira a ligacao da enzima pelo substrato,
verificando-se, portanto, a cooperatividade negativa.

Figura 7. Curva de ve-
locidade das enzimas

alostéricas em funcio
da variaciao da concen-
tracao do substrato e
efeitos dos modulado-
res alostéricos hetero-
tropico positivo (M+)
e negativo (M-) na sua
curva de saturacao.
5] ; Fonte: Garret &
Grisham, 1995.
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PROPRIEDADES DAS ENZIMAS ALOSTERICAS

— Sio proteinas oligoméricas, apresentando duas ou mais cadeias po-
lipeptidicas;.

— S0 reguladas pela ligacdo nao covalente do efetor ou modulador ao
sitio regulador ou alostérico;

— Apresentam curva de saturagao pelo substrato do tipo sigmoide;

— Apresentam propriedades cooperativas, ou seja, cooperagao ou comu-
nicagao entre as suas cadeias polipeptidicas;

— Naio seguem o comportamento cinético descrito por Michaelis-Menten,
para as enzimas simples, ou seja, nao apresentam curvas de velocidade
em fung¢ao do aumento do substrato do tipo hiperbélico;

— A concentragao do substrato que corresponde a metade da velocidade
maxima ¢ denominada K ..

ENZIMAS REGULADAS COVALENTEMENTE

Na regulagiao covalente essas enzimas reguladoras sao inter converti-
das entre duas formas ativa e inativa. A ativa¢do ou inativacao dessas
enzimas ocorre através da ligagao covalente de um grupo quimico a um
atomo ou grupo de atomos dos sitios ativos dessas enzimas. A regulacao
da enzima fosforilase do glicogénio ¢ um exemplo desse tipo de regula-
cao. A fosforilase do glicogénio é uma enzima encontrada nos musculos e
figado, e catalisa a seguinte reagio.

(Glicogénio) + Fosfato — (Glicogénio encurtado de um residuo de
glicose)+ glicose-1-fosfato

As fosforilases do glicogénio ocorrem em duas formas: fosforilase A
e fosforilase B. A fosforilase A é a forma ativa, e a fosforilase B. ¢ a
forma relativamente inativa. A fosforilase A tem duas subunidades poli-
peptidicas, cada uma delas com um residuo de serina, que é fosforilado
no seu grupo hidroxila. Esses residuos de serina fosfato sdo necessarios
para a atividade maxima da enzima. Os grupos fosfatos podem ser remo-
vidos por hidrolise, catalisada por uma terceira enzima, com atividade
hidrolitica, a enzima fosforilase fosfatase. Nesta reacao a fosforilase A é
transformada em fosforilase B.

Fosforilase fosfatase
Fosforilase A + 2H,0O y Fosforilase B + 2P1
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A fosforilase-B, por sua vez, pode ser convertida em fosforilase A
ativa, por meio de uma quarta enzima chamada fosforilase cinase. A fos-
forilase cinase catalisa a transferéncia de grupo fosfato do ATP para o
grupo hidroxila de residuos especificos de serina na fosforilase B.

Fosforilase cinase
Fosforilase b + 2ATP s Fosforilase a+ 2ADP

ZIMOGENIOS

Um grande nimero de enzimas (como as enzimas proteoliticas) é sin-
tetizado na forma de precursores inativos denominados zimogénios ou
proenzimas. Os zimogénios sao convertidos em suas formas ativas pela
acao de enzimas proteoliticas em 6rgaos diferentes daqueles em que
foram produzidos. As enzimas proteoliticas hidrolisam as liga¢oes pep-
tidicas especificas dos zimogénios, produzindo proteinas encurtadas
de alguns aminoacidos (forma ativa) e peptideos pequenos. Essas pro-
teinas encurtadas, que sao a forma ativa dos zimogénios, apresentam
atividade hidrolitica.

Os zimogénios das enzimas digestivas quimotripsina e tripsina,
sintetizados nas células pancreaticas, sao, respectivamente, quimo-
tripsinogénio e tripsinogénio. Um dos motivos pelo qual se explica a
sintese de proteinas na forma inativa ¢ a de que a sintese dessas enzi-
mas como proenzimas evita que elas possam hidrolisar proteinas cons-
titutivas desse 6rgao. Se essas enzimas fossem produzidas em suas
formas ativas elas poderiam causar a destrui¢ao desse 6rgao. Um exem-
plo que ilustra bem isso é a pancreatite aguda. Na pancreatite aguda
verifica-se a sintese das proenzimas de tripsina e quimotripsina nas
células pancreaticas em suas formas ativas. A producao dessas proen-
zimas em suas formas ativas esta associado com todos os sintomas
letais observados nessa doenca.

ATIVACAO DA TRIPSINA

A conversao do tripsinogénio pancreatico em tripsina no intestino
pode ocorrer de duas formas distintas, como demonstram as reag¢oes 1 e
2. Na reagao 1, essa conversao ¢ feita pela enzima intestinal enteroqui-
nase (também conhecida por enteropeptidase). A propria tripsina intes-
tinal pode converter o tripsinogénio em tripsina, como pode ser verifi-
cado na reacao 2.



Inibicdo e regulacdo enzimética

Aula

enteroquinase
1. Tripsinogénio » Tripsina + hexapeptideo
Tripsina
2. Tripsinogénio » Tripsina + hexapeptideo

ATIVACAO DA QUIMOTRIPSINA

O quimotripsinogénio pancreatico, que possui uma cadeia polipepti-
dica composta de 245 residuos de aminoacidos, é convertido em quimo-
tripsina no intestino por dois diferentes modos de ativagao como pode
ser visto nas reacoes 1 e 2 e na Figura 8. Na reacdo 1, a tripsina intestinal
hidrolisa ao quimotripsinogénio, em duas cadeias polipeptidicas, que for-
mam a proteina ativa p-quimotripsina. A reagao de ativagao, catalisada
pela p-quimotripsina, hidrolisa a p-quimotripsina, formando trés cadeias
polipeptidicas, A, B e C, que compdem a -Quimotripsina (Figura 8).

Tripsina
1 Quimotripsinogenio y p-Quimotripsina
p-Quimotripsina
2 p-Quimotripsina ya-Quimotripsina  + 2 dipeptideos
Guimotripsinegénio (inativo)
1 245
Tripsina l
| 1] |16 245 |
i ¥ -]
Quimotripsina-n
Quimotripsina -
L"—-- Dois paplideos
i 13 16 146 |49 245
Cadeia A Cadeia B Cadeia C
Guimotripsing.-

Figura 8. Ativagdo da quimotripsina.
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Os zimogenios sao enzimas inativas porque nao possuem um sitio
ativo. A hidrélise do zimogénio pelas enzimas hidroliticas, resultam em
que interacOes antes nao permitidas entre os aminoacidos sejam desco-
bertas. Isso proporciona mudangas conformacionais da cadeia polipepti-
dica, fazendo com que o sitio ativo da enzima constitua-se como uma
estrutura tridimensional bem definida.

ISOENZIMAS

Outro fenémeno de regulacao metabdlica e que depende da estrutu-
ra quaternaria das proteinas enzimaticas ¢ a producao na célula de isoen-
zimas. As isoenzimas ou isozimas sao formas moleculares multiplas de
uma enzima, que realizam a mesma agao catalitica. A lactato-desidro-
genase (LDH), um tetramero formado por duas espécies diferentes
de cadeias polipeptidicas, denominadas M (musculo) e H (coraciao) ¢
um exemplo de isoenzima. Essas subunidades sao codificadas por genes
diferentes (Tabela 1).

Tabela 1. Composi¢ao das subunidades da lactato-desidrogenase e suas
principais localizagoes

Tpeo ComposigEo L ocal macEn
LDH- | HHHH Mo ad ke e ermtroe ios
LD -2 HHHM Moc axd e 2 e oS
LIH- 5 HHWM Cércbreo e figado
LIdH- 4 HMNDMM -

LDH-5 ol BCRLS S | Musculo zaqez koo 2
fezada

A lactato desidrogenase catalisa a redugdo reversivel do piruvato a lacta-
to. Desse modo, no musculo esquelético a isoenzima LDH”5 apresenta Vmax
elevada para o piruvato e, portanto, converte rapidamente o piruvato a lacta-
to. No caso da LDH”1, encontrada no coracao a Vmax ¢é relativamente baixa
para o piruvato, nao favorecendo a formagao do lactato. O excesso de piru-
vato inibe a isoenzima LDH-1. O musculo cardiaco, um tecido essencial-
mente aerébico, metaboliza a glicose a piruvato e, a seguir, a CO2 e H20,
produzindo pouco lactato. Entretanto, em situagdes de déficit de oxigénio no
ambiente celular, o piruvato pode ser convertido a lactato. Assim, as caracte-
risticas cinéticas distintas das duas enzimas determinam o tipo de metabolis-
mo em cada tecido. Foram estudadas isoenzimas de varias enzimas diferen-
tes, sendo as mais importantes, do ponto de vista clinico, além da lactato
desidrogenase, a creatina cinase e a fosfatase alcalina.
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CONCLUSAO

Os inibidores enzimaticos sao as substancias que reduzem a veloci-
dade da reacdo das enzimas. A inibicdo enzimatica ¢ classificada em irre-
versivel e reversivel, classificacdo essa baseada na natureza quimica da
ligagao do inibidor a enzima. O inibidor irreversivel se liga de forma co-
valente e duradoura ao sitio ativo da enzima. O inibidor reversivel, por
sua vez, se liga de forma ndo covalente a cadeia polipeptidica da enzima.
A inibicao reversivel é de trés tipos: inibicdo competitiva, incompetitiva
e mista. O inibidor competitivo por apresentar uma estrutura quimica
semelhante a do substrato se liga ao sitio ativo dessa enzima. Na inibicao
incompetitiva o inibidor se liga apenas ao complexo [ESI]. Na inibi¢ao
mista o inibidor tanto se liga a enzima livre, quanto a enzima ligada ao
seu substrato. A regulacao das vias metabolicas envolve mecanismos so-
fisticados e complexos como regulagao alostérica, modificacdo covalente
da enzima, ativagdao de zimogénios e producio celular de isoenzimas. As
regulagao nao covalente ou controle alostérico se caracteriza pela ligacao
nao covalente do efetor ou modulador ao sitio alostérico. O modulador
alostérico pode ser homotrépico ou heterotrépico. Na regulagao covalen-
te as enzimas sao alternadas pela ligacdo covalente e transitoria de um
grupo quimico a cadeia polipeptidica ou ao sitio ativo da enzima. Os
zimogénios ou proenzimas sao enzimas cataliticamente inativas. Os zi-
mogenios sao ativados através da acdo de proteinas hidroliticas que cli-
vam ligagbes especificas, descobrindo o sitio ativo dessas enzimas. As
isoenzimas ou isozimas sio formas moleculares multiplas de uma enzi-
ma, que realizam a mesma agdo catalitica.

RESUMO

Qualquer substancia que se liga a cadeia polipeptidica de uma enzi-
ma diminuindo a velocidade da reacio é considerada um inibidor enzima-
tico. A inibicio enzimatica classifica-se em irreversivel e reversivel. A
inibigdo irreversivel ocorre com a ligacao do inibidor de forma covalente
ao sitio ativo da enzima, enquanto a inibi¢do reversivel ocorre com a
ligagao nao covalente do inibidor a cadeia polipeptidica da enzima. As
ligacbes nao covalentes envolvidas na ligagao do inibidor reversivel sao:
pontes de hidrogénio, interacao hidrofébica, ligacao idnica, van der Walls,
dipolo-dipolo. A inibi¢ao da enzima acetilcolinesterase pelo diisopropil-
fluorofosfato ¢ um exemplo de inibi¢ao irreversivel. Os tipos de inibigcao
reversivel sdo: competitiva, incompetitiva e mista. O inibidor competiti-
vo, por apresentar uma estrutura quimica semelhante a do substrato, se
liga ao sitio ativo da enzima, impedindo a ligagao do substrato. O inibidor
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incompetitivo se liga apenas ao complexo enzima substrato (ES) origi-
nando um complexo enzima-substrato-inibidor (ESI) inativo. O inibidor
misto se liga a uma regiao da enzima (que nao o sitio ativo), sem interferir
na ligagao do substrato ao sitio catalitico. Na inibi¢do mista o substrato
uma vez ligado ao sitio ativo, também nao impede a ligacao do inibidor. A
regulagdao das vias metabdlicas envolve mecanismos sofisticados e com-
plexos como a regulacdo alostérica, modificagdes quimicas covalentes da
enzima, ativa¢ao de zimogénios e a producdo celular de isoenzimas. A
regulacdo nao covalente ou controle alostérico se caracteriza pela ligacao
nao covalente do efetor ou modulador ao sitio regulador das enzimas
alostéricas. As enzimas alostéricas sido proteinas oligoméricas, apresen-
tando duas ou mais cadeias polipeptidicas. Elas sao reguladas pela liga-
¢ao nao covalente do efetor ou modulador ao sitio regulador. Apresentam
curva de saturacao pelo substrato do tipo sigmdide; curva essa que ¢é
explicada pelas propriedades cooperativas dessas enzimas. Enzimas re-
guladas por modificacdo covalente reversivel sao alternadas entre as for-
mas ativas e inativas, pela ligacao covalente e transitéria de um grupo
quimico a cadeia polipeptidica ou ao sitio ativo da enzima. A ativagao ou
inativagao dessas enzimas ocorre através da ligacao covalente de um gru-
po quimico a um atomo ou grupo de atomos dos sitios ativos dessas enzi-
mas. A regulagiao por clivagem proteolitica ocorre nas proenzimas ou zi-
mogenios. Nesse mecanismo de controle as enzimas se alternam entre
dois estados a saber, inativo (proenzimas ou zimogénios) e enzimas cata-
liticamente ativas. A producdo de formas mdltiplas de enzimas, como as
isoenzimas, ¢ também um mecanismo de regulagao celular, que se carac-
teriza pela presenca de formas multiplas de enzimas relacionadas deno-
minadas isoenzimas ou isozimas.

ATIVIDADES

1. O que sio inibidores enzimaticos? Como eles contribuiram no estu-
do de enzimas?

2. O que é uma inibi¢ao irreversivel? Exemplifique-a.

3. O que é uma inibigao reversivel? Como sao classificados os inibi-
dores reversiveis?

4. Diferencie regulacao homotropica de regulagao heterotropica das enzi-
mas alostéricas.

5. Como ocorre a regulagdo de uma via metabdlica?

6. Qual a importancia dos zimogénios serem sintetizados em uma for-
ma inativar
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COMENTARIO SOBRE AS ATIVIDADES

1. Observe que o termo ¢é auto-explicativo, servindo para designar
qualquer substancia que uma vez ligado a enzima, diminui a velocidade
da velocidade da reagdo. Vocé deve remontar a importancia dos
inibidores que, ajudando na identificagio dos aminoacidos que entram
na formacio do sitio ativo das enzimas, no esclarecimento de
sequéncias metabolicas e na compreensao da a¢ao de algumas drogas
terapéuticas, em resumo, contribuiram de forma significativa na
compreensio de muitos processos bioquimicos envolvendo a agao
de enzimas.

2. Certamente voce deve ter associado esse termo irreversivel a uma
ligacao covalente firme e duradoura. Dessa forma, vocé pode afirmar
que a inibigdo irreversivel é a que ocorre com a ligacao do inibidor
de forma covalente e duradoura ao sitio ativo da enzima. Como
exemplo de inibigao irreversivel vocé pode aponta a inibi¢cao da
enzima acetilcolinesterase por um organofosforado (o
diisopropilfluorofosfato).

3. Com a leitura do topico da inibigao reversivel dessa aula voce
aprendeu que essa inibicao se caracteriza pela ligacio nao covalente
dos inibidores a cadeia polipeptidica da enzima. As ligacdes nao
covalentes envolvidas na interacao do inibidor com o sitio ativo das
enzimas sdao pontes de hidrogénio, ligacao ionica, dipolo-dipolo, van
der Waals e interacao hidrofébica. A inibicao reversivel classifica-se
em: competitiva, incompetitiva e mista.

4. Certamente vocé nao deve ter tido qualquer dificuldade em
diferenciar a regulacio homotrépica da regulacio heterotrépica.
Naturalmente vocé identificou que na regulagio homotrépica o
modulador ou efetor (a molécula que se liga ao sitio regulador) é o
proprio substrato da enzima. Vocé deve ter reconhecido também que
quando o substrato atua como modulador homotrépico ele se liga ao
sitio alostérico e nao ao sitio ativo da enzima. Com rela¢ao a regulacao
heterotrépica voce aprendeu nessa aula que o regulador heterotropico
¢ qualquer substancia diferente do substrato.

5. Aprendemos com a regulacao de uma via metabélica ( ou sistema
multienzimatico) que no que diz respeito 4 regulacao desse processo,
as enzimas reguladoras podem ser de dois tipos: Enzimas alostéricas
(reguladas de forma nao covalente) e as enzimas reguladas por
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modifica¢ao niao covalente. Na regulacao alostérica, o efetor se liga
através de ligagdo ndo covalente ao sitio modulador da enzima . Na
regulacdo covalente as enzimas reguladoras sao inter convertidas
entre duas formas ativa e inativa. A ativacado ou inativacao dessas
enzimas ocorre através da ligacao covalente de um grupo quimico a
um atomo ou grupo de atomos dos sitios ativos dessas enzimas.
Certamente vocé deve ter indicado o exemplo da regulacdo da enzima
fosforilase do glicogénio como um exemplo desse tipo de regulagao.
A fosforilase do glicogénio ¢ uma enzima encontrada nos musculos e
tigado, e catalisa a seguinte reacao.

6. Vocé aprendeu com a leitura da regulacdo de enzimas sintetizadas
na forma inativa (0os zimogenios) que essas enzimas sofrem a agao
de enzimas proteoliticas para passar para sua forma ativa. Nessa agao
os zimogeénios liberam proteinas encurtadas de alguns aminoacidos
(forma ativa) e peptideos pequenos. Essas proteinas encurtadas (que
sao a forma ativa dos zimogénios) apresentam atividade hidrolitica.
Certamente vocé reconheceu que se essas proteinas fossem ativadas
no 6rgao em que sao produzidos, ou que fossem ja sintetizadas na
forma ativa, resultaria na destrui¢ao desse 6rgao. Comentando o que
ocorfre na pancreatite aguda, certamente vocé identificou que nessa
patologia verifica-se a sintese das proenzimas de tripsina e
quimotripsina nas células pancredticas em suas formas ativas. A
producao dessas proenzimas em suas formas ativas esta associada
com todos os sintomas letais observados nessa doenca

PROXIMA AULA

Na proxima aula teremos a oportunidade de introduzir o estudo do meta-
bolismo energético celular. Nessa aula estudaremos os tipos de metabo-
lismo celular, procurando compreender o porqué do ATP ser a molécula
energética da célula. Até 1al
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