Cinetica Enzimatica
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Figura 8.2 As enzimas aceleram a velocidade da reacdo. O mesmo ponto de equilibrio é alcan¢gado, porém muito mais
rapidamente na preseng¢a de uma enzima.



ETAPA 1. Ligacao de um substrato (S) a
uma enzima (E), formando um complexo

intermediario (ES) Etapa 1
kl k3
E + S 4_—’ ES 4_]—’ E+ P
2 g
Etapa 2

ETAPA 2. Formacao do produto (P) a partir
do complexo ES, com recuperacao da forma
livre da enzima (E)



S=P
kl S—P ];,}
— ES ES — E + P
k_
N k k, !
E+S=—ES—E + P









Concentracao de produto, [P]

Tempo

FIGURA 6-10 Velocidades iniciais de reacoes catalisadas por enzi-
mas. Uma enzima tedrica catalisa a reagdo S=—=P A enzima esta presente
em uma concentracao suficiente para catalisar a reacao a uma velocidade
méxima, V... de 1 um/min. A constante de Michaelis, K, (explicada no texto),
€ 0,5 pm. Estdo mostradas as curvas de progressao da reacao para as concen-
tracoes abaixo, exatamente no K e acima dele. A velocidade de uma reagao
catalisada por uma enzima diminui a medida que o substrato é convertido
em produto. A tangente de cada curva, no tempo zero, define a velocidade
inicial, V,, de cada uma das reagoes.
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Figura 5.7 Variacdo da velocidade da reagdo enzimatica (vy) em funcdo da concentracdo do substrato (S).
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Figura 5.5 Variacdo das concentra¢des dos componentes da reacio enzimatica em funcdo do tempo. O intervalo 0 - t; € muito
pequeno. Apos o tempo t, estabelece-se o equilibrio entre E. S e ES, cujas concentragdes permanecem aproximadamente constantes
até o tempo t. A concentracdo do produto cresce sempre: a concentracao do substrato, a rigor, diminui, mas pode ser considerada
constante face a sua enorme concentracao em comparacao a da enzima, do complexo ES e do produto. Enfre t; e t, estd o tempo
inicial. durante o qual a velocidade inicial (v,) deve ser medida. Durante o intervalo de tempo At, a concentracdo do substrato diminui
efetivamente e a reacdo chega ao final (tempo t3).




E + S = ES Keg = Torrar

[S] — [ES] = [S] e [5S] — [2ES] = [5]
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Figura 5.8 Varaglo da velooadade da reagho enzmianea (vy) em fmglo dh concentraglo do substrato (S) para duss concentragdes
de envana (E, 3E)



Vy = k2 [ES]

[E]



Vo (mm/min)
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FIGURA6-12 Dependéncia da velocidade inicial da concentracao
de substrato. Este grafico mostra os parametros cinéticos que definem
os limites da curva em [S] elevada e baixa. Em baixa [S], K, > [S], e O
termo [S] no denominador na equacao de Michaelis-Menten (Fquacao
6-9) torna-se desprezivel. A equacdo fica simplificadaa V, = V. [SI/K ., e V,
apresenta uma dependéncia linear de [S], como observado aqui. Em alta
[S], quando [S] =>K_, o termo K, denominador na equacao de Michaelis-
-Menten, torna-se desprezivel, e a equagao fica simplificadaa V,= V., 0
gue € consistente com o platd observado em [S] elevada. A equacao de
Michaelis-Menten &, portanto, consistente com a dependéncia observada
de V, por [S], e a forma da curva é definida pelos termos V,,.,/K., em baixa
[SleV, . em alta[S].
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E+S — ES —E+P

K—’I K_g
Vo = Vmax [S] velocidade inicial - Vg
K + [S] velocidade maxima - Viax

constante de Michaelis - Ky
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Premissa: primeira metade mais rapida que segunda
V =k [ES] - k2 [E][P]
Vo =kz [ES]

No equilibrio estacionario [ES] = cte
(Reacdes que criam e desfazem ES ocorrem com mesma velocidade)

ko [ES] + k4[ES] = kq[E][S]
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1. Em baixa [5]: Km==[5]

3. V=112V
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Figura 5.10 Transformag¢do de Lineweaver-Burk para os resultados de um experimento onde foram preparados tubos contendo
diversas concentra¢des de substrato e a mesma concentra¢do de enzmma; apos a mcubacido, 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), permite a determinacdo dos valores de K, e de V ;..
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Tabela 5.10 Algumas enzimas de alta eficiéndia.

Enzima ke (57 K,,(M) ko /Ky(M1-577)
Superéxido dismutase 1x10° 35%107* 2,8x10°
Catalase 1% 107 2,5%10°? 4,0 10°
Acetilcolinesterase 1x10* 9,0%107° 16 % 108
Anidrase carbdnica 1x 100 1,2% 1072 8,3 %107

Pepsina (hidrdlise de Phe-Gly) 5x107" 3,0x 107" 17 % 10°
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Figura 5.11 Reac¢do de mativacio da cicloxigenase por reagdo nreversivel com aspirina (acido acetilsalicilico).
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Figura 5.12 Efeito de duas concentra¢des de mibidor competitivo (I; < I,) sobre a velocidade da reagido enzimatica.K ;% € K3,
sdo valores do K, aparente para as concentragdes I ~,e I, de mibidor, respectivamente.



(a) Inibicao competitiva
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Tabela 5.11 Inibidores competitivos de algumas enzimas, seus substratos naturais e as moléstias em cujo tratamento sdo empregados.

Inibidor Substrato Enzima
[ae o)y
|
CH; oo
|
P CH;
lgggl_n CH, Succinato desidrogenase
I, Qo0
Succinato
CH,
CH,
Coo~
Glutarate
FEN _Q_SD:NH: BN _Q_ Di-hidropteroato sintase
Sulfanilamida p-Aminohenzoato (PABA)
0 0
H-, | CH, H\N)j/(}[ o
Q‘J\‘ OAJ\N
HOCH, 0 HOCH, O Transcriptase reversa
N, OH
AZT(3"-azido-2"desanitimidina) Desaxitimidina
(o]
N
X "
N ? L“‘N N
lh | N§ 0—P-0 0 Adenilossuccinato sintetase
H

G-Mercaptopurina

OH OH
Inosina monofosfato (IMP)
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Figura 5.13 Efeito de duas concentra¢gdes de mibidor nao competitivo (Iyc; < Iycz) sobre a velocidade da reag¢do enzimatica. O valor
do Ky; permanece malterado, mas as velocidades maximas decrescem com o aumento da concentragao do ibidor.
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Figura 5.14 Transformacdo de Lineweaver-Burk para a reagcdo enzimatica sem inibidor e em presenca de inibidores competitivo e
nao competitivo.
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Inibidor competitivo Inibi¢ao nao-Competitiva

N Substrate
* Estrutura semelhante a do \ «Inibidor nio tem semelhanca
substrato . . estrutural com o substrato
* Liga-se ao Sitio Ativo da *NAO se liga no sitio ativo da
Enzima :

enzima
* Aumento da [substrato] *Aumento da [substrato] nio
diminui a inibi¢do diminui a inibicao
. 121:/ crinax NAO ;C altel;iln;mﬁffe\ *Km da enzima NAO se altera
. a enzima AUME *A VMAX DIMINUI na
Na presenga do inibidor presenca do inibidor
Substrate

Noncompetitive

inhibitor \

Y
$

FIGURE 8.15 Distinction between a
competitive and a noncompetitive
inhibitor. (Top) enzyme-substrate
complex; (middle) a competitive inhibitor
binds at the active site and thus prevents
the substrate from binding; (bottom) a
noncompetitive inhibitor does not prevent
the substrate from binding.



(a) Classical competitive inhibition {c) Uncompetitive inhibition
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Tabela 5.12 Antimetabélitos e os substratos que substituem,

Antimetahdlitos Substratos
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Enzimas alostéricas

Enzimas alostericas sao aguelas que possuemoutrasformas™ ou conformacoes
induzidas pelaligacio de moduladores.

N\ ]

Inibitorios  estimulatorios @ Positive modubstor

(negativas) (positivos) }:u: 1|:

Le#s-active enzyme

v Possuem sitios reguladores para a ligagdo _.“‘.
do moduladar especifico

v Maiores e mais complexas que as nao- b}c/n,/
alostéricas  (mais gque uma cadeia e i e
polipeptidica) "r
v Sofrem modificactes conformacionais em
respostaaligacio do modulador. y{:/n’/ﬁnivr
enzyme-subst mte
complex

Modulador alostérico# Inibidor incompetitivo

Homotropicas: modulador € o proprio
Induz mudanca Mao induz mudanca substrato (hemoglobina)
conformacional conformacional Heterotropicas: modulador # substrato




Substrato \o
Sitio ativo  Enzima Sitio ativo distorcido

@@

Sitio alostérico

Inibidor
alostenco

(a) Inibicdo alostérica

Sitio ativo
dlstorcldo

w‘_,

Sitio alostenco Ativador alostérico

(b) Ativacéo alostérica



Regulacao da atividade enzimatica
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Enzima michaeliana Enzima alostérica

Cinética sigmoide = refleteinteracfes cooperativas entre subunidades proteicas



Regulacao da atividade enzimatica

Maodulador
alostérico positivo

Vi (uM/min) /

Kos  Kos K:?a Modulador alostérico
[S] (mM) negativo



Enzimas regulatérias podem sofrer modificagcoes

covalentes
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Enzimas regulatérias podem sofrer modificagoes

covalentes
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