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2. Cinética enzimatica

Enzimas sdo catalisadores em sistemas biologicos. As caracteristicas mais notaveis
das enzimas sdo o seu poder catalitico e a sua especificidade. Quase a totalidade das
enzimas sao proteinas, porém algumas moléculas de RNA também sdo capazes de
promover catalise. O exemplo mais conhecido de riboenzima ¢ o RNA ribossomal.

Uma das fungdes mais importantes desempenhadas pelas proteinas ¢ o
reconhecimento especifico de ligantes através da formagdo de interacdes nao
covalentes. Enzimas utilizam esta capacidade para interagir com o substrato (ligante)
posicionando-o de forma adequada para que reagdes quimicas possam oOcorrer.
Enzimas catalisam reacdes quimicas porque estabilizam o estado de transicio.
Elas catalisam apenas uma reacdo quimica, sendo que a ocorréncia de reacdes
colaterais ¢ rara em comparagdo com reagdes nao catalisadas. A tabela 1 ilustra o
ganho em velocidade de reagdao promovido por enzimas selecionadas:

Tabela 1: Aumento de velocidade de reagdo proporcionado por certas enzimas

Enzima Velocidade da reacao Velocidade da
nao catalisada reacao catalisada
Anidrase carbonica 1.3x107" s 1x10°s™!
Triose fosfato isomerase 43x10° " 43x10° s
Carboxipeptidase A 3.0x107 s 578 5!

Enzimas sdo altamente especificas para o substrato. Um exemplo desta especificidade
sdo as proteases, enzimas que catalisam a reacao de clivagem da ligacao peptidica. A
papaina ¢ uma protease que ndo discrimina o aminoacido adjacente a ligagdo
peptidica, assim ela reconhece diferentes sequéncias de aminoacidos. A tripsina, por
outro lado, cliva somente ligagdes peptidicas adjacentes a lisinas ou argininas, que sao
aminoacidos de cadeia lateral longa e carregados positivamente. Outro exemplo ¢ a
DNA polimerase, uma enzima que catalisa a formagdo da ligagdo fosfodiéster para
formar uma nova dupla-fita de DNA. Ela ¢ praticamente insensivel a erros
incorporando menos de um nucleotideo errado a cada mil. Dessa forma a DNA
polimerase € uma enzima altamente especifica para a fita de DNA molde.

Equilibrio

O sentido de uma reacdo quimica depende da variacdo da energia livre de Gibbs
envolvida (AG = Gprodutos = Greagentes). Reagdes com AG negativo sdo espontaneas,
enquanto que reagdes com AG positivo ndo sdo espontaneas e precisam de energia
para ocorrer. Reacdes com AG = 0 estdo no equilibrio. O valor do AG depende apenas
dos estados inicial e final, independe do caminho.

A magnitude e o sinal do AG nada informam sobre a velocidade com que as reacdes
ocorrem. Por exemplo, a reacdo de oxidagdo de glicose (CsHsOg) a CO, e HyO ¢
espontanea, mas nao ocorre a taxas perceptiveis na auséncia de enzimas. O AG de
combustdo da glicose ¢ 0 mesmo caso a reacao seja catalisada ou nao.



O grau de espontaneidade de uma reagdo quimica depende do valor do AG, o qual
depende, por sua vez, das concentracdes de reagentes e produtos conforme a equacao
3:

AG = AG® + RTlnrodutosl = 3y

[reagentes]
sendo que
AG° = —RTInK.q . (4)
A Tabela 2 mostra a correlagdo entre constantes de equilibrio e AG. Note como
reagoes com AG positivo nao ocorrem na direcdo esperada, ao contrario de reacdes

com AG negativo (Tabela 2).

Tabela 2. Relagdo entre K¢y € AG.

Keq AG (kJ/mol)
10° 34.2
107 17.1
1.00 0.00
10! 5.7
10° -17.1

6. Reagdes quimicas que ndo sdo espontineas (AG’ > 0) podem tornar-se espontineas
ajustando-se as concentragdes de reagentes e produtos. Este aspecto ¢ determinante
em condi¢des celulares. Por exemplo, considere a reacdo de isomerizacao de
dihidroxicetona-fosfato (DHAP) em gliceraldeido-3-fosfato (GAP) que ocorre durante
a via glicolitica. A razdo entre as concentracdes de DHAP e GAP no equilibrio ¢
0.0475 2298 K e pH 7 (R = 8315 JK 'mol™). Pergunta-se:
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1) A reacgdo de isomerizacdo de DHAP em GAP nas condigdes de equilibrio €
espontanea?
1) A reacdo sera espontanea quando as concentragoes de DHAP e GAP forem

200 uM e 3 uM, respectivamente?

Enzimas aceleram reacées quimicas mas nao alteram o equilibrio da reacio, que
¢ dado apenas em funcio da diferenca de energia livre entre produtos e
reagentes (Figura 8).

A velocidade das reagdes quimicas ¢ expressa a partir de uma medida da variacao da
concentracdo de produtos ou reagentes em fungdo do tempo. Considere o equilibrio
entre dihidroxicetona-fosfato (DHAP) e gliceraldeido-3-fosfato (GAP) ilustrado
abaixo:
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Este equilibrio possui velocidades no sentido da formacao de gliceraldeido-3-fosfato
ou dihidroxicetona-fosfato. A velocidade da reagdo direta ¢ expressa como:

d[DHAP
v:—[ ]=

2 = k[DHAP]  (5)

onde a constante de velocidade “k” é expressa em s'. Reagdes que sdo diretamente
proporcionais a concentracdo do reagente sdo chamadas de “reagdes de primeira
ordem”. Rea¢des bimoleculares e cuja velocidade ¢ proporcional a concentracao de
dois reagentes sdo chamadas “reagdes de segunda ordem”, neste caso a constante

N 1 -1
cinética é expressaem M™'s™.
Catalise enzimatica

A velocidade de uma reagdao quimica € diretamente proporcional a energia de
ativacdo. Enzimas agem como catalisadores biologicos, e atuam para diminuir a
barreira de energia de ativacao conforme mostrado na Figura 8, acelerando a reagao.

A forma pela qual enzimas diminuem a barreira de energia é através da
estabilizacdo do estado de transicdo. A primeira etapa de uma reacao catalitica ¢ a
formagao de um complexo especifico entre enzima e substrato. Dessa forma, a enzima
¢ capaz de orientar o(s) substrato(s) adequadamente para que a reagdo quimica ocorra.
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Figura 8. Diagrama de energia livre em funcdo da coordenada de reagdo para uma
reacdo na auséncia (preto) e presenca da enzima (vermelho). A enzima estabiliza a o
estado de transi¢do, diminuindo a barreira de energia de ativacao.

A velocidade das reagdes quimicas depende da constante de velocidade e das
concentracdes dos reagentes. Portanto, ndo ¢ de estranhar que a velocidade de uma
reagdo enzimatica, medida a partir da taxa de formagao do produto “P”, aumente com
a concentracao de enzima:



V= k[E]total . (6)

A velocidade da reacdo também aumenta com a concentracao de substrato como seria
de esperar. O curioso ¢ que a velocidade de reacdo aumenta linearmente para baixas
concentracoes de substrato, mas deixa de aumentar em altas concentragdes de
substrato e atingir um valor maximo (Vmax) (Figura 9). Com certeza, a velocidade de
uma reagao nao catalisada ndo apresenta este efeito de saturagao.
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Figura 9. Velocidade inicial (vo) em func¢do da concentragdo de substrato (azul).
Comparagdao com enzimas diferentes apresentando menor Ky (verde) ou maior Vyax
(vermelho).

Para compreendermos a origem deste efeito de saturagcdo & preciso considerar as
condi¢des em que as medidas foram realizadas. Medidas de velocidades de reagdes
enzimaticas sdo geralmente realizadas nos intervalos de tempo iniciais da reacdo, e
em condi¢des de baixissima concentragdo de enzima e um excesso de substrato.
Quando a enzima ¢ misturada com um excesso de substrato, hd um periodo inicial
durante o qual as concentracdes de intermediarios, de complexo enzima-substrato
(ES) aumentam até atingir valores estacionarios. Uma vez que os intermedirios
atingiram concentragdes estacionarias, as velocidades de reacdo alteram-se muito
pouco com o tempo.

Leonor Michaelis ¢ Maud Menten propuseram em 1913 um modelo simples para
explicar as caracteristicas cinéticas observadas na Figura 9. O modelo de Michaelis-
Menten pressupde que o complexo ES ¢ um intermedidrio da reagdo catalitica. O
complexo enzima-substrato também costuma ser chamado de “complexo de
Michaelis™:

ky ky
k, k,

E+S E+P

A reagdo catalitica ¢ dividida em duas etapas. Inicialmente ocorre a interacdo entre
uma molécula da enzima e outra do substrato, formando o complexo “ES”. Este
primeiro equilibrio € considerado rapido e reversivel, e ndo envolve alteracdes das
ligagdes quimicas. O complexo ES ¢ mantido por interacdes ndo covalentes. As



reagdes quimicas ocorrerdo em uma segunda etapa, na qual o complexo ES se
decompde em enzima livre e produto. Esta segunda etapa segue uma cinética de
primeira ordem, dependente da constante ka ou Keyt.

O complexo ES também pode ser formado a partir da reacdo reversa entre enzima e
produto. Mas como as medidas sdo realizadas nos instantes iniciais em que a
concentracdo de produto € muito pequena, a reacdo reversa pode ser ignorada. Esta
analise também assume que a decomposicdo de ES em enzima e produto livres ¢
répida, e portanto pode ser ignorada. O esquema final ¢:

k; ky
E+S ES ————>FE+P

k

Com um pouquinho de algebra e assumindo-se a condicdo de estado estaciondrio, ¢
possivel chegar a uma equagdo simples para a velocidade inicial de reacdo em fungao
da concentragdo de substrato e das constantes cinéticas. Esta ¢ a chamada “equagao de
Michaelis-Menten”, e reproduz muito bem o comportamento ilustrado na Figura 9:

k2[E]e[S] _ Vmax(S] (7)

0 eatayfs)  Ku+s]

A constante cinética k; ou kea¢ € frequente chamada de “furnover”. Ela representa o
numero maximo de moléculas de substrato convertidas em produto por unidade de
tempo. A constante kg ¢ uma constante de velocidade de primeira ordem. Na
presenca de excesso de substrato, a velocidade inicial vy atinge o valor maximo
(Vmax) que depende apenas da constante catalitica Keat.

Vnax = k2 [E] total (8)

K ¢ igual a concentragdo de substrato na qual a metade da velocidade maxima (vo =
Vmax/2) € atingida. Dessa forma Ky representa a concentragao de substrato necessaria
para se atingir uma taxa razoavel de conversdo de substratos em produtos. E na
situacdo particular em que k, << k.;, Ky representa a constante de dissociacdo do
complexo ES. As tabelas 3 e 4 apresentam os valores do turnover e de Ky para
algumas enzimas.
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A Figura 9 ilustra o efeito de variacées de Ky e V. sobre o comportamento
cinético de uma enzima.

Tabela 3. Turnover de algumas enzimas

Enzima Keat (s'l)
Anidrase carbonica 6.0x10°
Acetilcolinesterase 2.5x10*

Lactato desidrogenase 1.0x10°

Tabela 4. Ky de algumas enzimas

Enzima Substrato (s™) Km (WuM)
Anidrase carbonica CO, 8.0x10°
[-galactosidase Lactose 4.0x10°
Arginina-tRNA-sintetase Arginina 3

Normalmente, em condi¢des fisioldgicas, a velocidade de uma reagdo enzimatica ¢
dada pela razdo kc./Kym, que € uma constante de velocidade de segunda ordem
aparente:

vo = 2 [E][S].

Km

©)

Em uma condi¢do em que a concentragdo de substrato for muito menor do que o Ky,

kCa
Vo = KMt [E]total['s]-

(10)

A razao ke/Km depende tanto da eficiéncia da reagdo catalitica key, como da
afinidade entre enzima e substrato, Ky. Esta razdo ¢ uma boa medida da
especificidade da intera¢do entre enzima e substrato como mostra a Tabela 5. Neste



caso , fica evidente que a quimotripsina possui preferéncia por substratos volumosos
como a fenilalanina.

Tabela 5. Preferéncias da quimotripsina pelo substrato

Ester de amino acido Keat/ Km (M'ls'l)
Glicina 1.3x10"
Valina 2.0
Fenilalanina 1.0x10°

E interessante imaginar o quio eficiente uma enzima pode ser. A resposta para essa
pergunta depende do limite da razdo k¢./Km. Suponha que a decomposi¢ao do
complexo ES em enzima e produtos seja muito mais rapida do que a velocidade de
dissociagdo do complexo (k, >> k), neste caso o limite ¢ dado por k;, a constante de
velocidade de formacao do complexo “ES”. O limite para k; ¢ a velocidade de difusao
das moléculas em solugdo, um numero da ordem de 10° a 10° M''s”. Enzimas que
possuem valor ke,/Ky nesta faixa sdo ditas “perfeitas”, pois atingiram a perfeigao
catalitica (Tabela 6).

Tabela 6 Enzimas que atingiram perfeigdo catalitica

Enzima Keat/ Km (M'ls'l)
Acetilcolinesterase 1.6x10°
Anidrase carbOnica 8.3x10’

Catalase 4.0x107

Representagdo grafica dos dados

E muito util linearizar a equagiio de Michaelis-Menten para determinar os valores de
keat € Ky, € também para examinar desvios da idealidade. Dessa forma, um grafico de
1/v em func¢do de 1/[S] obedeceria a uma equagao de reta igual a:

1 Ky 1 1
= —+

v Vmax [S] Vinax

(11)

A andlise dessa equacgdo indica que o ponto em que o grafico cruza o eixo das
ordenadas equivale a 1/Vnax € que o coeficiente angular € dado por Ky/Vmax.

Inibicdo

Enzimas podem ser inativadas pelo aumento da temperatura, ou pela interagdo nao
covalente com inibidores, pequenas moléculas que competem com o substrato pelo
sitio ativo. Estes inibidores sdo chamados de “competitivos”. No caso de um inibidor
competitivo, o mecanismo de Michaelis-Menten teria que ser alterado para:



kl cat
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K=[E]I)/[EI]

EI

E ndo ¢ dificil derivar a equagao de Michaelis-Menten levando em conta o equilibrio
entre a enzima e o inibidor competitivo:

p=—smadl )

KM(1+K—I)+[S]

Observa-se que o Ky aparente aumentou por um fator de (1+[I]/K;), ou seja, a
afinidade aparente entre enzima e substrato diminuiu. Note que o inibidor competitivo
ndo afeta 0 Vax, apenas K.

Mecanismos

De onde vem o poder catalitico e a especificidade das enzimas? Nos ja vimos que as
enzimas formam um complexo com o substrato através da formagao de interagdes nao
covalente, e que elas interagem melhor com o estado de transi¢ao. Como isto ocorre?

Estruturas cristalograficas e ensaios de mutacdo sitio-dirigida permitiram obter a
resposta em alguns casos.

Os mecanismos descritos abaixo trazem exemplos de um ou mais tipos de catalise:

a)catalise covalente: em que o sitio ativo contem um nucleofilo poderoso que liga-se
covalentemente a parte do substrato durante a catalise

b)catalise dcido-base: uma molécula que ndo seja a agua assume o papel de
doador/aceptor de protons

C)catalise por aproximagdo: enzimas facilitam proximidade entre os substratos
trazendo-os para uma mesma superficie de interacao

d)catalise por ion metdlico: ions metalicos agem cataliticamente, por exemplo ao
facilitar a formag¢ao de nucleodfilos.

Proteases

Enzimas proteoliticas possuem a tarefa de acelerar a reagdo de hidrodlise da ligagao
peptidica.



R N—"2 + HO R, + R, NH;*

H

Embora esta reagdo seja termodinamicamente favoravel, ela ¢ extremamente lenta na
auséncia de um catalisador. Para promover a clivagem da ligacdo peptidica a enzima
deve facilitar um ataque nucleofilico no grupo carbonila da ligagdo peptidica. A
quimotripsina emprega um nucleofico forte capaz de fazer este ataque nucleofilico.
Este nucleofilo ¢ o grupo hidroxil da cadeia lateral de uma serina extraordinariamente
reativa. A reatividade extraordinaria da Ser'”” vem do fato de que o grupo OH da
cadeia lateral forma uma ligacdo de hidrogénio com a His”’. O grupo NH da His®’
forma, por sua vez, uma ligacdo de hidrogénio com a cadeia lateral do Asp'®*. Este
arranjo, conhecido como “triade catalitica”, estabiliza uma carga negativa na cadeia
lateral da Ser195, que se torna extraordinariamente acida (Figura 10).
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Figura 10. Triade catalitica da quimotripsina formada pela Ser'”, His*’ ¢ Asp'®. A
rede de ligacdes de hidrogénio torna o grupo OH da Ser'” extremamente reativo e
estabiliza um oxianion.

O mecanismo proposto para a reagdo catalitica envolve um ataque nucleofilico do
oxigénio da cadeia lateral da Ser'” sobre a carbonila do substrato, que assume
configuragdo teatraédrica intermediario € uma carga negativa no oxigénio da
carbonila. Esta carga negativa sera estabilizada por grupos NH da proteina, que
formam o chamado “oxyanion hole”. O passo seguinte envolve a clivagem da ligacao
peptidica a0 mesmo tempo em que o préton ligado a His57 € transferido para o grupo
amino da cadeia polipeptidica livre. Como resultado, a enzima permaneceu acilada
por parte da cadeia polipeptidica. Portanto, este mecanismo envolve a formagdo de
um intermediario covalente, ¢ a proxima etapa deve se a hidrélise desse



intermediario covalente. Na proxima etapa uma molécula de dgua ocupa o lugar do
grupo amino do substrato. A His57 age como uma base e abstrai um préton da agua,
enquanto o grupo hidroxila ataca a carbonila do intermediario que colapsa liberando a
segunda metade do peptideo e regenerando a enzima.

Este mecanismo nao explica a especificidade da enzima. A quimiotripsina cliva
ligacdes peptidicas adjacentes a cadeias laterais grandes e volumosas, como
fenilalanina. O reconhecimento do substrato envolve a interagao da cadeia lateral na
posi¢do amino-terminal a ligacdo que sera clivada, com um bolsdo hidrofébico. Este
bolso hidrofébico possui, no caso da quimiotripsina, maior afinidade por cadeias
laterais aromaticas e volumosas.

A quimiotripsina ¢ uma protease da classe das serino-proteases, pois utiliza a cadeia
lateral de uma Serina para fazer o ataque nucleofilico na carbonila. Outras classes de
proteases utilizam uma estratégia semelhante, as cisteino-proteases, aspartil-
proteases € as metalo-proteases. Nestas trés classes de proteases, o mecanismo de
catalise segue o mesmo padrdo. Primeiro ocorre a ativacao de um agente nucleofilico
capaz de realizar um ataque sobre a carbonila da liga¢do peptidica que sera clivada.
No caso das cisteino-proteases, esse agente sera uma cisteina que assume a funcao da
serina. No caso das metaloproteases ou aspartil-proteases, o ataque nucleofilico ¢
efetuado por uma molécula de agua reativa. Frequentemente, o grupo carbonila que
sofre o ataque também ¢ polarizado, de forma a assumir menor densidade eletronica.
O terceiro aspecto importante € a estabilizagdo do intermedidrio teatraédrico através
da formacao do “oxyanion hole”. No caso das metalo-proteases, um ion metalico, por
exemplo Zn®', interage com uma molécula de 4dgua polarizando-a e tornando-a
altamente reativa.

Anidrase carbonica

A anidrase carbdnica ¢ uma enzima cuja fungdo € acelerar a reagdo de hidrata¢do de
CO, formando o anion bicarbonato:
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As constantes k; (pseudo-primeira ordem) e k.| (primeira ordem) sdo 0.15 s ¢ 50 s,
respectivamente, na auséncia de catalisador. Portanto o equilibrio da reagdo ¢
deslocado no sentido da formacao de CO,.

Anidrase carbonica acelera a reagdo de hidratacao de CO2 para velocidades kcat = 10°
-1 . . , 24 A S .

s . A enzima possui um ion Zn~ coordenado por trés histidinas, o quarto ponto de

coordenacio do Zn”" ¢ satisfeito por uma molécula de H,O.

O turnover da anidrase-carbdnica ¢ altamente dependente do pH, e apresenta uma

transicdo de um estado de baixa atividade em pH baixo para um estado de alta
atividade em pHs maiores que 9, sendo que o ponto médio dessa transi¢do ¢ o pH 7. O
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grupo responsavel por essa transicdo ¢ uma molécula de dgua que estd coordenada

2+ . ~ 2+ A r s s
pelo Zn"". A interagdo com o Zn“ faz com que o pK, da molécula de 4gua diminuisse
de 15.7 para 7.0. Esta molécula de agua ¢ capaz de perder um préton facilmente
devido ao pKa mais baixo, formando um radical hidroxila que ¢ capaz de realizar um
ataque nucleofilico no CO, gerando um ion bicarbonato.
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