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- As reacdes quimicas ocorrem em varias etapas através de intermediarios com diferentes
ET - Possibilidade de reacoes competitivas

- O intermediario que possuir maior AG! do ET sera a etapa determinante da reacao.
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Concentracfio do reagente & A ~ P
In[Alo
In[A]
»
=0 tetp o
__d[A] _dIP]_
dt dt

k= constante de velocidade (seg?)

Ink =—(AG*/RT)+In A
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- Se a reacao depender da concentracao de 1 substrato = unimolecular 2 um substrato
participa no ET = k = seg'l.

- Se a reacao depender da concentracao de 2 substratos = bimolecular = 2
substratos participam no ET ou existem mais de uma etapa determinante da reacao.

2A P V = k[A]?
A+BOP V=Kk[A][B] k = M-lseg!
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Formacao do complexo Enzima-Substrato — ES
= Limita a V em alta [S] devido a saturacao dos sitios ativos da E
k, kg
E+S fT‘ ES ? E+P

Evidéncia: Velocidade maxima (Vmax) = Saturacao
Vmax nao é observada numa reacao quimica
Brown (1902) observou a “Vmax” para a invertase sobre a sacarose
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Velocidade inicial, Vi (uM/min)

Concentracao de
substrato [S]

—

Concentracao de substrato, [5] (mm)
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1) Suposicao da formacao rapida (em pseg) e reversivel do complexo ES |
2) Rompimento rapido do complexo ES em 2° etapa lentaem E + P

Modelo de Michaelis-Menten (1913)
Estudo comparativo das propriedades cinéticas de enzimas

| Leor;or k, k Maud Leonora
Michaelis E+S—”—— ES —> E+P Menten
(1875-1949) k2 (1879-1960)
sal  pmemm—— > O Estado Estacionério

-> Consideracao posta por Briggs e Haldane, 1925

r
I

I

: - Estado no qual se supde que a concentracao
I dos intermediarios é constante - ie: [ES] -

: enquanto a concentracao dos demais reagentes
: mudam
I
I
I
I
I
I
I
I
]

Concentration

[S] >>> [E] = [ES] = Constante
- Velocidade de Formacao e Quebra de ES = 0
t-2>0
Se [P] &€ desprezivel = [P] <<< [S§]
- Sem equilibrio entre Se P

[E]ly = [E] + [ES]

;

[E]

y

Time - Ignorar a reagdo reversa - sem k,
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Modelo de Michaelis-Menten (1913)

Estudo comparativo das propriedades cinéticas de enzimas

k1: kg
E+ S ~ ES > E+P
2
E + P 2 ES no estado Pré-
estacionario é desprezivel . N
= [P] é baixa Velocidade Inicial V, V, versus [S]

Equilibri
/ q'_”l S l‘imé:'c ____________

S4]
S4]
5,1~

v
Product —

Velocidade inicial, Vq (em/min)

[54]

Time —=

Vo = velocidade inicial de formacao de P em mol/seg.

Pr&;tready;
state |
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Modelo de Michaelis-Menten (1913)
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Estudo comparativo das propriedades cinéticas de enzimas

k, kq
E+S —“T ES —> E+P
2
Velocidade de formacao do Produto P a

- Depende da Constante de velocidade de formacao de P

Velocidade de formacao do ES a

- Depende da Constante de velocidade Associacao E+S

Velocidade de dissociacao do ES a

- Depende da constante de velocidade de dissociacao ES

VforP =VO d[P] k [ES]
_d[ES] _
VforES - dt — kl[E][S]
Viises = @ =k,[ES]
dt

No Estado estacionario 2 VforES _VforP _VdisES = kl E][S]- kz[ES] — ks[ES] =0 _‘

(ky +ks)

Lo+ KTEST = K[ETS]] s e

kl
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Modelo de Michaelis-Menten (1913)
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Isolando as constantes de velocidade e definindo K,, = Constante de Michaelis (mol/L)

[E][S] _ (k2 + k3) — Reorganizando
) (), L 5 [TE[S] = [ES]K,,

Os Valores da [ES] e [E] ndo sdo diretamente mensuraveis, exceto [E,]

Entio ®  |[E,]=[E]+[ES]..[E]=[E,]-[ES]

Substituindo o termo [E] =2 ([Et] — :ES])[S] = KM [ES]

Resolvendo para [ES] 2 [Et][S] — :ES][S: = KM [ES] j

Ls [[E1ST=K, [EST+ [ESIIS]| Zeemenizmnie s [[EJ[S] = [ESI(K o +[5])

atio > es)- [EIEL
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[E][S] Modelo de Michaelis-Menten (1913)
[ES]=
Ky +[S]
_ A e T &
se 9 |V, =K;[ES]..[ES]=—|Entao > [V, =kK;s|[E] —
K, Ky +[S]
Condicao reacional necessaria
Como a [S] >>> [E,], a E esta saturada com o S e a [ES] = [E|]
Nestas condicoes 2 Velocidade maxima de formacao de P = Vmax
Entao =2 Vm ax: k3 [ Et]
Como a [E,] é constante, a Vmax é constante = Cinética de ordem Zero
Substituindo
Vmax [S ] - . o
—> Equacao de Michaelis-Menten

° " Ky, +[S]
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Descreve a curva hiperbdlica da velocidade de reacao versus [S]

_ V.. [S]
° Ky +[S]

Se[S]<<K,, >V al[S]

Velocidade

Concentracgao de
substrato [S]

Se[S]>> K, |— |V

Vm Cinética de Primeira
[S] - Cinética de ordem
0 —_— V —_— V é r

Zero

max — [S] max
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= Importante parametro da reacao enzimatica e da funcao biolégica
= Fornece uma medida da [S] para que ocorra uma catalise significativa

Enzimas diferem muito no K,, 2 Depende do substrato e das condicdées experimentais:
Temperatura, sais, pH, etc

V_[S] V
__ _ max __ Vmax
Se [S] =Ky, 2|V, = = RO
2[S] 2 2 .
L ]
V o
max
2 L J
Entao K,, € a[S] naqual aV é ametadedaV__.,¢éa 4
M max
[S] na qual 50% dos sitios ativos estao ocupados
| [ . o L 1 1 1 1
QUADRO 8.5 Valores de K, de Algumas Enzimas 0 Ky 2Ky, 3K,, 4Ky, 5K,

Enzima Substrato K, (wM) [S]
Quimotripsina Acetil-L-triptofanamida 5.000
Lisozima Hexa-N-acetilglicosamina 6 ) . . .
B-Galactosidase Irf,actos,e gggg Se Ky € conhecido, a fracao de sitios
Treonina desaminase reonina : R
Anidrase carbénica CO, 8.000 ativos ocupados em uma dada [S] pode
Penicilinase Benzilpenicilina 50 ser definida
Piruvato carboxilase Piruvato 400

HCO," 1.000

ATP 60 V [S]
Arginina-tRNA sintetase Arginina ) fES = —

tRNA 0,4

ATP 300 Vmax [S] + KM
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Ky esta relacionado as constantes de velocidade de cada etapa da reacao
l‘11: kg
2
(k, +K,) K
_ 3 _ N2
K =2 Sek,>>>k; 9 |[K,=-2=K,
1 1

Se k, >>> k,, a quebra de ES em E + S € mais rapida do que a formacaode E + P

Nesta condicao: K,; € um parametro da afinidade entre E e S,

- Somente se a prerrogativa k, >>> k; for obedecida
Ky alto = Baixa afinidade
Ky baixo = Alta afinidade

Se k, <<< k;, a formacao de ES em E + P &€ mais rapida do que a quebraem E + S

Se k, ~ k;, a K, depende de todas as etapas reacionais
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2° Significado do Ky
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Ky esta relacionado as constantes de velocidade de cada etapa da reacao

Ex: Hexoquinase (Misculo) versus Glicoquinase (Figado) 2 Fosforilaciao da Glicose

C HQ - 0P03 -
ATP ADP
Q-[ Qf H H
g > 4 1
hexokinase
HO OH
Glucose Glucose 6-phosphate

AG"™ = —16.7 kJ/mol

Relative enzyme activity

Hexokinase [

Hexokinase IV
{glucokinase)

10 15 20

Glucose concentration (mM)
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Ex: Acetaldeido Desidrogenase participa do metabolismo do Etanol
- 2 isoenzimas: mitochondrial e citoplasmatica
- A enzima mitocondrial tem K, baixo por acetaldeido
- A enzima citoplasmatica tem K, alto por acetaldeido

- Devido a uma mutacao, a enzima mitodondrial de pessoas com rubor devido ao Etanol
apresenta um K, alto por acetaldeido

- O excesso de acetaldeido deve ser metabolizado pela enzima citoplasmatica que
normalmente tem K, alto por acetaldeido

Acetaldehyde H, - acumulo de Acetaldeido - efeitos fisiologicos: rubor facial,
Y 2+ ° °
K’,C—O Zn taquicardia, ressaca, etc.
CH
HIH
% /D
are Alcohol O . O« H . O0—H
| r_\.| , B Ry drogenase I reduction I | reduction |
N NH, ydrog CH,—(C—H + H-H —— |CH,—C <« H|——— (H,—C—H
NADH | oxidation ~ oxidation |
R H
- # Acetaldehyde Ethanol
0 0 | 0 o
H 0 | . reduction I reduction I Ve
C/ H C»Hg—ﬂ\ + H" + H—H ~ oxidation CH;;/—’C\{ ~ oxidation CH;;—C—H =+ (i)
= \ | O~ H (O H
| NH, + CH,—C—OH A H
S I!I Acetate \H " Acetaldehyde
NAD f'g Ethanol
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Significado do Vmax

Se a [S] >>> [E,], a E esta saturada com o S e a [ES] = [E|]
Nestas condicoes 2 Velocidade méaxima de formacao de P = Vmax
Vmax esta relacionado ao namero de renovacao da E

(turnover number = k; = k.,,)

o]

Instituto de Quimica de Sao Carlos

<2 Nuamero de moléculas de S transformadas em P, por uma molécula de E, na unidade de
tempo, quando a E esta saturada com S

- Representa a eficiéncia catalitica da E

max k3[Et]

> IIE

1/k.. = tempo gasto pela E para realizar 1

ciclo catalitico

Namero de reacoes enzimaticas por unidade de tempo

Maximum turnover numbers of some enzymes

Enzyme Turnover number (per second)
Carbonic anhydrase 600,000
3-Ketosteroid isomerase 280,000
Acetylcholinesterase 25,000
Penicillinase 2,000
Lactate dehydrogenase 1,000
Chymotrypsin 100
DNA polymerase I 15
Tryptophan synthetase 2
Lysozyme 0.5
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Significado do k_,./K,: A Eficiéncia Catalitica
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Em condicdes fisiologicas as Enzimas nao estao saturadas com o S = [S]/K, = 0,01-10

Se [S] <<< K,, >V a[E][S]
[El=I[E]

— Bl _ a1 yps)

V,=k_.[E —
0 cat[ t] KM -I-[S] KM

Entao, a velocidade da reacao depende de k_,./Ky, [S] e [E|]

=2 k_./Ky, € a Constante de Velocidade nestas condicées

Koot/ Ky
- E uma medida de eficiéncia da Enzima
- Permite comparar a preferéncia de
uma Enzima para diferentes Substratos

- Constante de especificidade

Preferéncias de Substrato da Quimotripsina

Amino acid in ester Amino acid side chain ke /Ky (s™' MY

Glycine il 1.3 % 107"
CH3;
/
Valine —‘(;;\H 2.0
CH3;
Norvaline —CH;CH>CHj3; 3.6 X 10°
Norleucine —(CH>CH;CH>CH3 3.0 x 10°
Phenylalanine —CH3© 1.0 X 10°

Instituto de Quimica de Sao Carlos
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Até onde vai a Eficiéncia de uma Enzima??? Existe limite fisico para o k_./K,?
k, k
N — -~ cat ,
B K. K
kcat kcat kcat
_ _ k <k cat __ “cat ~
K, K+Ka k+k, = | Seke >>> ky 2 K K K, =k,
K, M cat

O Limite para k_,,/Ky € k, 2 que é o encontro entre E e S.

O encontro de E e S NAO pode ser mais ripido do que o aquele controlado pela difusdo .

Assim, quando o k_./K, estd préximo a valores de 10° e 10° M'!s’!, pode-se dizer que a
enzima atingiu a perfeicao cinética, pois a catalise depende apenas da E encontrar o S.

Todo encontro entre E e S resulta em P!!!!

k., K k /K.

Enzima Substrato (s™) (M) m's™)
Acetilcolinesterase Acetilcolina 1,4 % 10° 9x 10™ 1,6 x 10°
Anidrase carbénica CO, 1x10° 1,2 x 10% 83 x 107
HCO; 4% 10° 2.6 % 107 15x 107
Catalase H,0, 4 x 10 1,1 x 10° 4 x 107
Crotonase Crotonil-CoA 5,7 % 10° 2 % 107 2.8 x 10°
Fumarase Fumarato 8 X 107 5X 10° 1,6 x 10°
Malato 9 % 10° 25 % 10° 36 x 107
B-Lactamase Benzoilpenicilina 2.0 X 10° 9% 107 1 % 10°

- Complexos Multi-enzimaticos sao excecdao 2 Funcionam como linha de montagem enzimatica!!!
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Cinética enzimatica 2 informacodes sobre V de formacao e decomposicao de ES
Sem informacodes diretas sobre a natureza do ES ou mecanismo de catalise

- Reacdoes com muitos intermediarios

Mecanismo de Catalise

"Black box"

E+S

ES EX < EP E4F

EX
Out

In —

E + 38 =— ES EP — E + P

7 N\
N, 72

EY

= Validacdao do Mecanismo de catalise

- Identificacao de intermediarios por outras técnicas
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1= Uni 2= Bi 3= Ter 4= Quad
k, k..
E+S+R T— ESR —>» E+P +Q
k,

= Ordem ligacdo dos Substratos para a formacao do ES influencia a V
- Deslocamento Sequencial

- Formacao de complexos ternario ESR e EPQ

A B Aleatério F @

A B Ordenado Bi Bi p Q Bi Bi
EA EQ
ks /[ T 3 EAB-EPQ E
E EA EAB k_; EPQ EQ E EB EP
B A Q P
- Duplo Deslocamento - em Pingue-pongue Bi Bi
A P B Q

= O 1° produto se desliga da enzima
antes da entrada do 2° Substrato
- Sem encontro dos Substratos no
sitio ativo

E EA-FP F FB-EQ E



ST O

yniversidade de Sao Paulo Determinando V e KM
rasil max I

Grafico do duplo reciproco ou Linewever-Burk

nstituto de Quimica de Sao Carlos

L versus — L_RKy+Sl Ky 1 1 — b
VOV VSl Ve ST Ve | YT
L_ _ Vmax [S] VD _Vmax i
L _ _____D_____K_m ___________________ i Slape:f—m
i _|g
3 | g

1 L(L)
ST (ma) K, [SI\mm
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A cinética do estado estacionario ajuda a determinar se ha a formacao de complexo
ternario ou duplo deslocamento

A equacao de Michaelis-Menten & aplicavel a reacdoes Bi substratos

Cada substrato tem um Km caracteristico

- Experimentalmente fixa-se a [S,] e varia-se a [S,]

Analise pelo perfil dos Duplos-reciprocos

Complexo ternario formado Reacdao em duplo deslocamento
Aumentando —_—
- E [S,] E Aumentando
3

e

1 [ 1 (1
(a) 154] (ﬁ (b) 5,1 (m)
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Reacdoes com Substratos multiplos

Reacao em deslocamento sequencial
Os efeitos inibitdrios dos produtos ajudam a definir o tipo de deslocamento

(a) Increasing (b) Increasing
constant [B] constant [A]
1/v, 1/v,
B A /B
A Ks Ky (o, K Kn
m [B] " [A]
Slope = Slope
Vmax VI'I'IB)(
A
2 : 1+ K5 /8] __Km : 1+ Ky /IA]
_a A y ntercept=——— B LA ntercept=————
1)‘KM //’:’ Vmax KM Ks ,,: Vmax
| ¢~ 1/;,’
0 1/[A] 0 1/[B]
Reacao em duplo deslocamento
(a) W Increasing (b) W Increasing
9 constant [B] . constant [A]
Slope = Kf,, WViax .~ Slope = K,?,Nmax
_4
>
P el = - ,r
T - - =i 1 Kfa " - 1 Kﬂ
- - > Intercept = + -~ = Intercept = +
e,..a""f ’r’ ’/’ max  Vmax[Bl ,/’ ’/’ max Vimax[A]
0 1/[A] 0 1/[B]
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Moléculas especificas podem interagir com a enzima inibindo-a
Inibidores Irreversiveis
- Dissociacao muito lenta do Inibidor da Enzima

- ligacao covalente ou nao covalente estavel ou destroem grupo funcional da enzima

- Podem “marcar” os aminoacidos cataliticos
< Ferramenta util para estudar mecanismo de reacao.
1) Reagentes especificos 2 reagem com o sitio ativo
2) Analogos do estado de transicao

3) Inibidores suicidas ou com base no mecanismo
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1) Reagentes especificos - reagem com o sitio ativo

Reagem com grupamentos especificos das cadeias laterais de aminoacidos

- marcar os residuos cataliticos.

n ot s
0 CH \ HLE
I / 3 ; 0 b
Einz—CH,—OH + F—h—0—CH on "y oy S
; er + O * e, + T %+ !
(Ser™®) ‘!l) CH- ";n 0 \P
(R y ]
C H="cH et
T | 3 F
H.,C" H CH, S, : :';CH:
_ nzima
Quimotripsina } o H DIFP 2:;:: stere DIFP inativada
O ,«"CHE
Enz—CH,—O—P—0— C\:EI jj i
CHa SH | L :
tIJ ST “NH, —— NN TNHy + 4 H
H,C” H “CH, Cys
DIFP = Diisopropilfluorofosfato
Enzima Iodoacetamida Bazima

inativada
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2) Analogos do estado de transicao

- Moléculas semelhantes ao estado de transicdo da reacao catalisada

Zn3+ :B
- Interacao muito forte com a enzima ®—o0 o ) H HOH o ®
T W
102-10%® maior do que 0 S Hzc—C—\E‘}J <|3 clj CH2
OHH H
Frutose 1,6-bifosfato
- Baseia-se a premissa de que a enzima atua o OH o ©)
para estabilizam o ET N HE— O,
i
Gliceraldeido 3-fosfato
- As Enzimas apresentam Alta afinidade pelo .
Estado de Transicdo Reacional Zn?*
®_C|} '?_ H ®_C|) CI)_
H20—0=c< HpC—C=N_
Ex: inibidores da protease do HIV o+ OH OH

Estado de transicdao proposto  Analogo ao estado de transicao,
fosfoglicolo-hidroxamato

CH
3 ﬁm Afinidade 10 mil
@: \E ®-0 O oOH maior do que pelo
CH | substrato
3 H,C—C—CH,

Lopinavi
opinavir Di-hidroxiacetonafosfato



ST

Universidade de Sao Paulo

As enzimas podem ser Inibidas i e

3) Inibidores suicidas ou com base no mecanismo

- Compostos pouco reativos até que se liguem ao sitio ativo de uma enzima especifica;

- Simulam o mecanismo da reacao para inativar a enzima 2 “com base no mecanismo”;

Cadeia lateral

by —4 =
Anel COOH

B-lactamico HO 4@7? H—

H

(=S, ,CH, OD—CHE—
e
N

- Importante para o planejamento racional de drogas.

Penicilinas
Grupos R
G —
Penicilina G
Anel tiazolinico (benzilpenicilina)

.‘l

- CH WCHE PenicilinaV

NH.,
Amoxicilina

Estrutura geral das penicilinas
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3) inibidores suicidas ou com base no mecanismo: penicilinas

Formacao das ligacoes entrecruzadas no Peptidoglicano.

Staphylococcus

transpeptidase

! .
Mature, fully cross-linked Penicillins Another peptidoglycan chain
peptidoglycan

N-Acetylglucosamine
(GleNAc)

N-Acetylmuramic
acid (Mur2Ac)

CH_-!, ‘:Hj :
Al S ’
R’ , N R .

H..—-"' C,--" \cl H_.-" o

H; |
Terminal glycine Terminal o-Ala-p-Ala unit Gly-o-Ala crosslink
residue of
pentaglycine
Reducing bridge
end

Pentaglycine
cross-link

Estrutura do peptidoglycano
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o4ia

H;N —(Gly)z,—ﬂ— (L—ll.ys)

o’

}|JH
HC—CH, { D-Ala

Ser—OH “»C—=0

NH
Transpeptidase
=7 1-[4:—4::H3 D-Ala
Ccoo~
12 cadeia de peptidoglicano

-

LS A @,
I_rilila L-Ala

|
D-Glu D—Clu'rlu

|
HN _(Gl}’)s_f[_ (L—ll.ys) HN —(Gly)5—g—(l.r]_|.ys)

(|3=0 D-Ala
N|H D—Alda
]-[(|J~CH3 2* cadeia de peptidoglicano

=

? OH

T T
Transpeptidase

Transpeptidase

(';I,: -,

L-Ala

D-(lﬂu D—C‘}lu
(Glst—(LfLYS)—(DAlﬁ)—(Gly)a—(Lfl‘-yS)—

D-Ala

D-Ala

Ligacao cruzada entre peptidoglicanos

@ N-Acetilglicosamina @ Acido N-acetilmurdmico
(GlcNAC) (Mur2NAc)

As enzimas podem ser Inibidas

o’

Instituto de Quimica de Sao Carlos

3) inibidores suicidas ou com base no mecanismo: penicilinas

Formacao das ligacoes entrecruzadas no Peptidoglicano.

Trans- _ cer—OH COOH  Penicilina

peptidase

||||m

'ﬁ’ H
il K

) _ S

p;g:iggase —Ser—0~ \ H GH CH,
COOH

Transpeptidase alterada
de forma estavel, inativa
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As enzimas podem ser Inibidas
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3) inibidores suicidas ou com base no mecanismo: penicilinas

(A)

Penicillin

Prof. Alexander Fleming
Nobel Prize winner for Medicine in

1945

0

0

@nz Ser—OH

-
0 l_{ H

I i 15 :
R—C—N—C {_:‘E’\ Hs

H ¢
Trans- .
pepu@—bcr— 8] \0

Stably derivatized,
inactive transpeptidase
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Inactive penicillin

R-p-Ala-p-Ala peptide

H CHs
Hs

Penicillin
OH
/ Ser /

CoOor

Glycopeptide
transpeptidase

Penicilloyl-enzyme complex
{enzymatically nactive)

As penicilinas sao consideradas bactericidas pois
como o interior da bactéria é hiperosmético, sem a
parede rigida ha afluxo de agua do exterior e a
bactéria lisa.


http://www.theguardian.com/education/medicine
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As enzimas podem ser Inibidas
3) Inibidores suicidas ou com base no mecanismo: penicilinas

Existem mecanismos de resisténcia: B-lactamases

T 1
H 0 CH;0H
R—C—N=—C—c—=5 /CHs me—e N /O
R L p=
@ N~ch ot o Ter H
B-Lactamase —Ser—OH COOH Penicilina COOH A':ido_
clavulanico
0 { I;I
I Vs o Ho—¢<Q _OHOH
R— C—g (|3 C|5 \ / B-Lactamase —Ser—(:)’\_,| /‘" }:
C N— i \.
B-lactamase —Ser—0~ |\ H C_:H CH3 {_JOOH H
O Goon
H,0
p-Lactamase H HH
NS T o CH,0H
B-Lactamase —Ser—0O gE}_C ‘\\C /
O H H N [ S —C{i
[ T 3 CH, D/ H‘HCH H
R—C—N=C—C™ \ Ve o z
H | | COOH
N "y,
oS 3 ~ch CHy {
0 COOH N“‘/\
|
Penicilina inativa Blactamase | 5 \C A / 0\\ /CHEOH
(a) o >C sl W L—CH
/ ~CH H
00
FIGURA 6-31 pB-Lactamases e inibicdo de B-lactamases. (a) As COOH
PB-lactamases promovem a clivagem do anel B-lactamico dos antibiéticos
B-lactamicos, inativando-os. (b) O Acido clavulanico é um Inibidor sulcida

gue usa 0 mecanismo quimico normal das B-lactamases para formar uma Lact inati
espécle reatlva no sftio ativo. Esta espécle reativa & atacada por um grupo (FHEEEE e (i
nucleofilico (Nu:) no sitio ativo que acila irreversivelmente a enzima. (b)

o’
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Inibidores Reversiveis

-> Dissociacao rapida do Inibidor da Enzima
- Ligam-se a Enzima por miultiplas ligacdes nao-covalentes
- Importante mecanismo de regulacao da atividade de Enzimas Alostéricas
Inibidores competitivos: Sao similares aos substratos
Interagem no sitio ativo 2 sem formacao do complexo ESI
Inibidores nao-competitivos: Sao diferentes aos substratos
Interagem numa regiao diferente do sitio ativo 2 com a formacao do complexo ESI
Inibidores Incompetitivos 2 Interage somente com o complexo ES
Inibidores mistos 2 Interage tanto com o complexo ES como com a E

Inibidor Inibidor

Substrato \ competitivo \ Substrato \ 1ifidineil [- incompetitivo
Inibidor néo \v
' competitivo N — »

3
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Inibidores Competitivos
Reduzem a V da Reacao por reduzir a proporcao de E ligadas ao S

= Modificam a K,, por um fator a

< Nao Modificam a V, E+ S — ES E+P
2 Competem com o S pelo sitio ativodaE + &)
- Pode ser deslocado pelo aumento da [S] I {;;//’

. @

K.’ =K, .a

S
- @

1 _ irﬂ"{m

El

160 _ )LJF 1
Vﬂ ‘tvméx [S] Vmﬂx

Mo inhibitor "
o1 1] [ “EEIO) /I
K, [EI] | % = ’
E
g = a =2
Jr_:ll "-—-j"
E l—lf a=1
Vmax [S]
VO — 1 A Sem inibidor
Kua + [S] ak . <4 . .
M vméx |n‘:||na‘;3° - vméx

1 {1
51 tmm

[Substrate] —

Instituto de Quimica de Sao Carlos
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Universidade de Séo Paulo Inibidores Incompetitivos e o~
Inibidor liga somente no Complexo ES pré-formado
= Modificam a Ky,ea V., por a’ E+g ES > B+ P
< Reduzem o valor de K,, N ®
= Reduzem o nuimero de renovacao da E I @ Q@
- Nao pode ser deslocado pelo aumento da [S]

:

E+Ii—>ES+I—>E+P

o L 00| _Esm| st @
ESI —x—> K' " [ESI]

Sem inibidor

100 —

= V = —max[S]
o ° |
B ok Ky +[S].a
_4-; 40
2 5 I =107 [1] = 5 K Em alta [S]

X

V
[Substrato] — VO = m::;tx
a

K para a enzima nao inibida

Ki¥ para [1] = K;
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Inibidor liga num sitio distinto do Sitio ativo tanto na E como no complexo ES pré-formado

= Modificam ambos Ky e a V.. por fator dependente de a e a’

- Reduzem o nimero de renovacio da E 1 [1] K [E][1]
- Nio pode ser deslocado pelo aumento da [S] @ = K—I L [El]
V
. VaulS] a0 [ BT
K,a+[S]la | (=5
E+S =———ES — 2 E+P i_(crﬁm)i o
Vo = Vinax) [S1 7 Vi
+ +
| | @
£ TH]
@2
“--—‘:JL"

El+S =——— ESI

Sem inibidor

o] lo

vméx

1 ()
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Relative rate

Inibidores Nao-competitivos

o]

Instituto de Quimica de Sao Carlos

Raramente encontrados = pode ser tratado como tipo especial de inibidor misto
Inibidor liga num sitio distinto do Sitio ativo tanto na E como no complexo ES pré-formado

10

a0

a0

40

20

IZ:I

= Nao Modificam a Ky
= Modificam a V__ . por fator de a

= Reduzem o nimero de renovacao da E
- Nao pode ser deslocado pelo aumento da [S]

:
E+l——>ES—>E+P I _[EIlN]
o s ] S )

El ——=——EIS —x—>

MNo inhibitor

1] =K

10&i~, [1]=5K
AN

[Substrate] —

/¥

sm‘ -

<!

max

VAP =Vm—ax.'.V =V a
max a max max
vm‘;‘;[—“[']j[S]
K;
V, =
Ky +[S]
+ Noncompetitive

H// inhihitor
Slope = ‘f{m
\"-Nu inhibitor ’
present

1/[5]
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Universidade de Sao Paulo Enzimas Alostéricas . .

- Nao obedecem a Cinética de Michaelis-Menten

=< Quanto maior a [S] maior (ou menor) sera a atividade da E até esta alcancaro V.,

Velocidade inicial, Vg (eM/min)

= A curva da V versus [S] é sigméide
- Segue modelo da curva de saturacao da Hemoglobina com O,

- Sistema cooperativo = responde a presenca de um modulador

Cinética de Michaelis-Menten Cinética de enzimas Alostéricas
vméx
>
¥
S
(@]
©
>
04
0
[=
©
(eh]
oc
Substrate concentration [S]

Concentracao de substrato, [S] (mm)
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- Tipos de enzimas e reguladores

Enzima hemeotrdpica Enzima heterotrdpica
O substrato é o modulador Outra molécula é o modulador
Sitio ativo = regulador Sitio ativo # regulador

Existem modelos matematicos que ajustam as curvas!

Ky 2 Ko 5
Modulacao positiva e negativa sao possiveis

Vmﬂx
Estado altamente
ativo, R
c
€ £
-~Eg - 3
= g ¥ Eﬁtad.{::- pouco 2
o | 2 ¥ max ativo, T
|
|
|
|
|
Kos 5

[5] (mm)
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O grau de cooperatividade pode ser avaliada pelo

Instituto de Quimica de Sao Carlos

Coeficiente de Hill = nj
- ngz = 1 2 interacao nao cooperativa
- ngz > 1 2 cooperatividade positiva
- ngz < 1 2 cooperatividade negativa

Relacao entre o coeficiente de Hill e o efeito da concentracao

4 " . do substrato sobre a velocidade da reacao de enzimas
positive cooperativity .
N alostéricas
no cooperativity
37 Mudanca requerida na [S]
negative cooperativity Coeficiente de Hill para aumentara V,de
(ny) 10% para99%da VV_,,
27 0,5 X 6.600
1,0 X 81
1- 2,0 x 9
3,0 x 43
0 | 4,0 X 3

I T |
0.0 10.0 20.0 30.0 40.0 50.0
[A]
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Modelos de interacao entre E alostéricas e S

O S desloca o equilibrio da enzima alostérica de uma conformacao Tensa T
para uma relaxada R

Modelo em Concerto ou simultaneo:

- A ligacao de S muda a conformacao das subunidades da E simultaneamente

==

Modelo Sequencial (envolve o conceito de ajuste induzido):

- A ligacao de S nao muda a conformacao das subunidades da E simultaneamente

S AT R

RR

TT
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Sao pontos importantes de regulacao

- A velocidade de uma enzima regula a velocidade de via

Permite um ajuste fino das vias cataliticas

N 7N\

= Muitas enzimas Modulador U Modulador '
alostéricas negativo positivo
possuem estrutura Desloca o Desloca o
quaternaria equilibrio para equilibrio para
a forma T O a forma R

Sitio alostérico

Sitio ativo L
/_ Forma inativa

-
e

Forma ativa

Modificagoes conformacionais — E alostérica
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Sao pontos importantes de regulacao

= Enzimas alostéricas podem contar com subunidades regulatdrias sem atividade
enzimatica

- Heteroligoémeros

@ Modulador positivo
Substrato
—1C R @)

Enzima menos ativa

® @

% / Enzima mais ativa
C R Complexo
enzima-substrato ativo
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= Regulacao Alostérica < Feedback inhibition - retroalimentacao negativa
-O produto final de uma cascata reacional inibe uma enzima chave anterior na cascata
- Ajuste fino constante

cCoo™
-+
H.N —(]J —H - re

L-Threonine ) Substrato inicial
H_é —OH Tre oo
éHS a H ,f\‘—il_‘.—H

. | H—C—0H
th L}
(. -"® E1 de-ll.'LTc]l?Etens.e Treonina EH,
: v ho sitio Threonine
: A Treonina ndo ativo
I se liga mais Enzima 1
I TEEe
! Ez 3R sttio ative . (treonina deaminase)
: - Intermediario A
\ B £y _
[ - Enzima 2
: Ea Ile no sitio Y
| J alostérico L=
I =
[ C Enzima 3
|
I
: 3 o IntemncdarioC
I 58
| D 28 Enzima 4
I
i '° Q v i
| E ﬂg Intermediario D
[ L :E - "
— CO0

| C00~ E o Enzima 5
e d ok~ Y HN—C—H
I |
\ HeN—C—H = . H—C—CH,
S H—é —CHgz vr-Isoleucine C Produto final CH,

H2 e <B4

H,

Isoleveine
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pnlversidade desie Fao Regulacao da atividade enzimatica PRI, R
- Intimamente relacionado com o balanco de sintese e degradacao

- Regulacao é tempo-dependente

1-5: Inducao, sintese e degradacao

- Depende do t,,,-vida do mRNA e da proteina
- Controle da transcricao e traducao

o U[ @ Sinais extracelulares
) - Horas/dias
® ° 9 6- sequestro
Receptor } © Aenzima sofre celular
) fosforilagao/desfosforilacao - minutos
trafi‘:‘c:{:irggi - —~ /-J @ A enzima se associa ' 7- Isoenzimas e
com a proteina reguladora rela c iao [S] IKM
© . ©® -2 <seg
@ Transcricio de ©) Aenzima
Lgene(s] especifico(s) Cinase / f Fosfatase interage com 8- controle
L Ea!‘g:::t.’;ogérico}l alostérico
pNA N :\_‘.\.ﬁ\\ ,egpl:f:s:,?: - ® > <seg
nadee Enzima | = \ ~ ® 9- modificacao
© Degradacio do mRNA s _ covalente

I.-,\J' - |
AN e

Produto @ Aenzimase liga - seg/min
\ ao substrato é)

(@ Enzima sequestrada em 10- interagao
uma organela subcelular com regulador
Reticulo endoplasmatico = Variavel
: - Depende dos
@ Degradacao proteica demais

Pl
l €) Traducio do mRNA no ribossomo ] (ubiquitina; proteassomo)

W/ v L R
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o ersidadedesto Faulo Regulacao da atividade enzimatica

Aspartato Transcarbamoilase - ATCase
Catalisa a condensacao de Asp com Carbamoil-fosfato
- 1° passo da cascata de sintese de CTP - Citidina trifosfato
- Sofre inibicao por retroalimentacao negativa pelo CTP
- Sofre ativacao por interacao com ATP

Q
Al Case -
= ] —i é + %

v
|
o

(a) Estado inativo T (b) Estado ativo R

Relative reaction rate

o]

Instituto de Quimica de Sao Carlos

Dimero
regulador

ATP (modulador
heterotrépico positivo)

No allosteric
effectors

CcTP

CTP (modulador

heterotrépico negativo)
] ] | ] | ] |

10 20 30 40
[Aspartate] (mM)
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- Proteinas regulatdrias - Calmodulina
- Proteina ubiqua sensor de Calcio

Instituto de Quimica de Sao Carlos

- Ca*™ & um importante sinalizador intracelular - segundo mensageiro

Mao EF

Hélice E

Calmodulina liga
Ca++ pelo motivo
Hélice-Volta-Hélice

I~

‘Dominio helicoidal de uma
proteina regulada por calmodulina
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—->Modificacdoes covalentes reversiveis

- Representa um dos principais mecanismos de regulacao e sinalizacao
Ubiquitinacao

Fosforilagao

(Lys)
(Tyr, Ser, Thr, His) 0 HS@
—d
ATP ADP 0 O — o —s—@
|| Ubiquitina ativada
Enzima Enzima —:|F'—0_ o
_ |
0 L@
Adenilacéo Ubiquitina ativada  HS-2) 0
(Tyn) Enzima — Enzima —IN—C
ATP PP O "
| ADP-ribosilagdo
Enzima LL» Enzima —1|3'—O—CH2 o (Arg, GIn, Cys, diftamida — uma His modificada)
O~ NAD nlootlnamlda
Enzima Enzima

Acetilacio C—O— p_ O—P— o— CH2 O

(Lys, a-amino (aminoterminal)) Aden ina
Acetil-CoA  HS-CoA 0 !
| H H
Enzima \- -“/ > Enzima _E_CH:] OH OH

OH OH

Miristoilacao

Metilaca
(a-amino (aminoterminal)) {GTu; agao
Miristoil-CoA HS-CoA 0 S-adenosil- S-adenosil-
| metionina -homocisteina
Enzima AN -// » Enzima —E—(CHQJH—CHQ Enzima 7 Enzima—CH,
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- Modificacdes covalentes reversiveis
- fosforilacao/desfosforilacao 2 Quinases/fosfatases
- Modifica a polaridade da proteina 2 mudanca conformacional - efeitos secundarios

Fosforilase-
2ATP -cinase 2ADP
m Tyr
OH OH (? @
,‘\-‘\\‘\H;h///’f_ T'gl'r'Tf
,_...- — Phosphorylation and
_ - 5H2-phosphotyrosine
T : hindi
) S )" [RARRY DNA-binding inding
Fosforilase b Fosforilase a domain
>-mase-/< STAT monomers STAT dimer
2P; -fosfatase 2H,0 (birds DMA)
(A) .. Growth (B}
harmone
Extracellular

domain

N FR AT T AR O g 8
A B g e L
I

e ]

Intracellular Dimerized receptor
domain {activated)

(extrace!lular
domain)
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U Regulacao da atividade enzimatica
- Miltiplas fosforilacoes

Sao sitio especificas 2 Podem ativar ou inibir

o’

Instituto de Quimica de Sao Carlos

- Fosforilacao especifica em residuos de Ser, Thr e Tyr - forma sitios de ligacao

- Hierarquia de fosforilacio = uma acontece se outra ja tiver acontecido

AN CRR Sequéndas de consenso das proteinas-cinases

Proteina-cinase

Sequénda de consenso e residuos fosforilados

Proteina-cinase A

Proteina-cinase G

Proteina-cinase C

Proteina-cinase B

Ca™*/calmodulina-cinase I
Ca™*/calmodulina-cinase II

Cinase da cadeia leve da miosina (miisculo liso)
Fosforilase-b-cinase

Cinase regulada por sinal extracelular (ERK)
Proteina-cinase dependente de ciclina (ede2)
Caseina-cinase [

Caselna-cinase II

Cinase do receptor B-adrenérgico
Rodopsina-cinase

Cinase do receptor de insulina

Cinase do receptor do fator de crescimento do epitélio (EGF)

-x-R-[RK]-x-[ST]-B
-x-R-[RK]-x-[ST]-x-
-[RK](2)-x-[ST]-B-[RK](2)-
-X-R-x-[S5T)]-x-K
-B-x-R-x(2)-[ST]-x(3)-B
-B-x-[RK]-x(2)-[ST]-x(2)-
-K(2)-R-x(2)-5-x-B(2)-
-K-R-K-Q-I-5-V-R
-P-x-[ST]-P(2)-
-x-[ST]-P-x-[KR]-
-[SpTpl-x(2)-[ST]-B*
-x-[ST]-x(2)-[ED]-x-
-[DE](%)-[ST]-x(3)
-X(2)-[ST]-E(n)-

-x-E(3)-Y-M(4)-K(2)-S-R-G-D-Y-M-T-M-Q-I-
G-K( 3)-L-P-A-T-G-D-Y-M-N-M-5-P-V-G-D

E(4)-Y-F-E-LV

3 1
Sltios de e ]
fosforilagdo na 2 A B C 4 5 A B
glicogénio- | ‘ ‘ | ‘ ‘ ‘
-sintase H:N Co0~
Grau de
Sitios de Inativacdo
Cinase fosforilacdao da sintese
Proteina-cinase A 1A, 1B, 2, 4 +
Proteina-cinase G 1A, 1B, 2
Proteina-cinase C 1A +
Ca?*/calmodulina-
cinase 1B, 2 +
Fosforilase b
cinase 2 +
Caseina-cinase | Pelo menos nove + 4+ + +
Caseina-cinase Il 5 0
Glicogénio-sintase-
-cinase 3 3A, 3B, 3C + 4+ +
Glicogénio-sintase-
-Cinase 4 2 +

FIGURA6-37 Maultiplas fosforilacdes regulatérias. A enzima glicogé-
nio-sintase tem pelo menos nove sitios separados, localizados em cinco re-
glbes, suscetivels a fosforilagido por uma das protelnas-cinases celulares. Por-
tanto, a regulagao dessa enzima nao € binarla (liga/desliga), mas é modulada
finamente com uma grande amplitude em resposta a uma gama de sinals.
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Expressao diferencial de Isoenzimas

—<Enzimas que catalisam a mesma reacao mas com diferentes atividades expressas em
diferentes tecidos/orgaos ou periodo

- Sao similares em Estrutura 1° 2° 3° e 4°
- Possuem o mesmo mecanismo de catalise
- Podem diferir nos parametros cinéticos (K,) € nos mecanismos de regulacao

- Lactato Desidrogenase - Isoenzima H (coracao) e M (muscular) 2 75% idénticas
- H 2 apresenta K, por piruvato mais alto do que M e é inibida por piruvato
- Nao deve usar piruvato para regenerar NAD+
- M - pode usar Piruvato para regenerar NAD+ e gerar lactato

Pi t Lactato
IFUvVato «— desidrogenase

4 N

NADH +H® NAD®

Tetramero
140 kDa

Sitio Ativo
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Expressao diferencial de Isoenzimas

Instituto de Quimica de Sao Carlos

—<Enzimas que catalisam a mesma reacao mas com diferentes atividades expressas em
diferentes tecidos/orgaos ou periodo

- Permitem um ajuste fino do metabolismo por satisfazer as necessidades de um
tecido/orgao ou estagio de desenvolvimento

{A) Especificidade tecidual da LDH

H s ; ; :
\ Coracdo Rim Hemacia Cérebro Leucdcito Musculo  Figado

LOH-1 Bl . TR e BEE e s = =
M En H, [SE7 R it LR
LDH-2 He Ee E®
HEER EER =R H:M - g B eV e —_—
| D3 e o0 o0
EE EE NN HM, RN s o | [ beusl R
*® o0
LoH-4 N @R HM; —_— a—— — s -
L ¥
LOH-5
e M, et [

-9 -5 -1 +12  +21 Adult
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Regulacao da atividade enzimatica
- Ativacao proteolitica 2> Zimogénios

Vias da coagulacao

Via intrinseca Via extrinseca Enteropeptidase
Trombina @ lesdo vascular
%’ <)
Xl a® Xla @ Trypsinogen ]r‘y'psiri
s I
‘v‘lla +TF @ @ & ™
Aﬂll ”
ATIII TFPI
Trombina Trombina Proelastase  Elastase Procarboxy-  Carboxy-
@ l @ )(a peptidase peptidase
-
/\ |' /\\ ca* i T
v Villa -V @fa T Chymotrypsinogen  Chymatrypsin Prolipase  Lipase
Q
AN ’_1‘
Proteina C+Protelna s ATII
5 Trombomodullna ‘ |

Trc:rmblna

\ Protromblna
e ®

Trombomod ulina

-> Biosintese de enzimas 2 Inducao
enzimatica

@ Xllla X
. Polimero @1 Polimero

Fibrinogénio — s Onomero__, et
? de fibrina de fibrina ~defibrina com
ligacbes cruzadas
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Multiplos efeitos regulatorios
oH
Fosforilase-
-cinase P,
al A [CAMP] 5 rﬁ;\. @ <——— Insulina
ucagon ———- Sy ® -
- < H,0 T
Acdo coordenada . - . o
Alosteria AN
OH OH (% (? \
. - Glicose- S\ A Glicose- !
Modificacao covalente Gfosfato ———> (R) < ~ @ <—---sfosfato |
AP ———> ) —/ / /— &) <——-atP |
> s AMP ———> ) - £——— AMP !
Hormonios ® T TN ® /
- Via 2nds mensageiros Fosforilase b Fosforilase a /

- Inducao enzimatica
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