QBQO0215N — GD3 — Gabarito (Fernando Saab)

1) Liste ao menos quatro efeitos proporcionados pelas enzimas em seus substratos e explique
seus mecanismos de modo sucinto, porém preciso.

2)

a.

Dessolvatagdo: A enzima substitui as moléculas de dgua que formam a coroa de
solvatacdo ao redor do substrato com seus residuos polares de aminodcidos,
aumentando a entropia total do sistema.

Diminuicao da Entropia: Numa primeira etapa antes da catdlise, a enzima estabiliza
o substrato em seu grupo catalitico, diminuindo temporariamente a entropia do
substrato.

Estabilizagdo: Antes da catalise, a conformacao dos aminoacidos na regido catalitica
é tal de forma a evitar redistribuicdao de elétrons no substrato, processo que ocorre
durante a catalise.

Ajuste Induzido: A posicao tridimensional das moléculas catalisadas é ajustada de
modo a estar entre os graus X/Y/Z aceitaveis para que a reagdo especifica ocorra,
proporcionando a aproximacado ou separacao de moléculas em angulos apropriados.

Qual a principal forga intermolecular responsavel pela catélise enzimatica? Qual a diferenca
no papel desta forca em solugdo aquosa e no sitio ativo da enzima. De um exemplo de
enzima e seu respectivo mecanismo de catalise, indicando os grupos cataliticos que utilizem
esta forca intermolecular para catalise.

a.

A principal forca intermolecular responsavel pela catdlise enzimatica sdo as forcas
fracas de interacdo interatémica (forcas ndo-covalentes).
Em solucdo aquosa, estas forcas estabilizam as moléculas dissolvidas na dgua para
seu estado mais energeticamente favoravel (ex: formacdo de micelas, formacdo de
coroas de solvatagdo em ions, etc). No sitio ativo da enzima, estas forcas estabilizam
o complexo de transicdo ES, ou seja, desestabilizam a forma normal (encontrada em
solucdo) da molécula, diminuindo a energia de ativacdo da reacdo em varias ordens
de grandeza. Cada interacdo fraca realizada entre substrato e enzima libera uma
pequena quantidade de energia livre que estabiliza a interacgao.
Exemplo de enzima: Di-hidrofolato-redutase:
-
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Em laranja: Tetra-hidrofolato. Em amarelo: Liga¢cGes ndo-covalentes com a enzima e
suas distancias em angstrons na forma cristalizada. Tipo de catdlise: Redugdo por
NADPH, que doa um elétron ao acido di-hidrofolato.

3) Experimentos cinéticos foram realizados para uma enzima e seu substrato numa
concentracdo especificada na tabela abaixo para as condi¢des normais e com um inibidor.
Pede-se:

a. Analise pelo grafico de Lineweaver-Burk os dois casos.
b. Determine os parametros cinéticos da enzima nao-inibida.
c. Determine o tipo de inibicdo e o Ki.

Concentragdo de Substrato Taxa de Reacdo: 10°® mol.L . min!
X 10“mol.L? Sem Inibidor 40mM de Inibidor
3.3 56 37
5.0 71 47
6.7 88 61
16.5 129 103
22.1 149 125
1/[S] 1/Vsem| 1/Vcom |
0,303030303 0,017857143 0,027027027
0,2 0,014084507 0,021276596
0,149253731 0,011363636 0,016393443
0,060606061 0,007751938 0,009708738
0,045248869 0,006711409 0,008
Lineweaver-Burk
0,03
y =0,0746x + 0,005
0,025
0,02
0,015

y =0,0432x + 0,005
0,01

0,2 0,3 0,4
-0,01
y=1/V=0.005 = Vmax = 200.10°.mol.Lt.min?
-1/km: Sem Inibidor -0,11574 Km: 8,64.10*mM
Com Inibidor -0,06971 14,34615.10*mM

Inibicdo: Competitiva.
Alpha: Kmi/Km = 1,660434473



Alpha =1 + [I]/Ki
Ki=[1]/alpha-1 = Ki = 0,060576874mM

4) Consulte um dos livros de bioguimica sugeridos como bibliografia e procure o mecanismo
molecular de reacdo de uma oxidorredutase e de uma quinase. Para cada uma destas
enzimas, cite seu nome e a reag¢do (substratos ou reagentes, e produtos) catalisada. Cite
uma coenzima que participa da reacdo catalisada e descreva sua funcgao.

Exemplo de Oxirredutase: Alcool-Desidrogenase.
CH;CH;0 + NAD* - CH;CHO + NADH + H*

Coenzima: NAD+/NADH

Exemplo de Quinase: Piruvato Quinase
C3H;O4P (PEP) + C;oH15N50,oP,(ADP) — C3H,05(Piruvato) + C;,H;4Ns0,3P;(ATP)

Coenzima: ADP/ATP

5) Multiplicando-se a equagdo de Michaelis-Mentem por Vm.x dos dois lados e rearranjando a
equacdo, obtemos a equacdo de Eadie-Hofstee. Abaixo, estd um grafico que representa, em
azul, a cinética de uma enzima, e em uma das linhas (A, B ou C), a cinética apds a adicdo de

um inibidor competitivo. Explique qual é a

linha que representa a cinética com o inibidor

através de sua equacdo de inibicdo especifica.

Equacdo de Eadie-Hofstee:

Vo
80 Inclinagao = —K,, VO = (—Km) m + Vmax
Podemos ver através da equagdo de inibigao

competitiva:

1 K, [\ 1 1

- = 1+—).—+

|4 Vmax Ki [S] VMax
Que o inibidor alterara a inclinacdo da reta
(Ks) e que o termo Vmax permanece

inalterado, o que exclui a reta B das possiveis retas de inibidor. Como com o inibidor ocorre uma
diminuicdo da velocidade VO, é ébvio que a reta A é a correspondente a reta da rea¢do com inibidor.

6) O Km de uma enzima para um substrato é 6.5x102M. A atividade da enzima foi medida
numa concentrac3o inicial de [S] = 3.5x10*M e, em um minuto, metade do substrato havia
sido consumido. Calcular:

a. Avelocidade maxima da reacdo.
b. A concentragao de produto formado apds 3,5 minutos.



NOTA IMPORTANTE:

O conteudo desta questdo envolve a matéria de calculo que nao é lecionada para o
curso de farmacia. Assim, esta questao e este conteldo ndo serdo cobrados dos
alunos nas conseguintes listas de exercicios e provas.

Diversas abordagens foram utilizadas para resolver este exercicio e um grande
esforco foi feito para considerar validas o maior nimero possivel das mesmas.
De todo modo, aqui apresenta-se um gabarito da questao:

Como [S] é <0,01.Km, a reacdo é de primeira ordem, e, consequentemente:
k =0.693/t1 = 0.693/1 = 0.693.min~t
2

Como k = Vm/Km calcula-se o Vm:
Vm = k.Km = 0.693 x 6,5x10~2
Vm = 4,5x 10~ %mol. litro~ . min~1
A forma integrada da equacdo de primeira forma é:

2,3log[Sol/[S:] = kt
Substituindo:

2,31 3,5x107" 0,693x3,5
) Og— =V, X5,
[Se]
B 2.425
2,3(log3,5x10~* — log[S,]) = —3 = 1.05

0,5441 — 4 — log[S;] = 1.05
—log[S:] = 4,5

1
log— =475
Bls1 ="

! 3,16x10*
— =3, X
[S¢]

[S;] =0,316x107*
A concentragdo do produto apds 3,5 minutos de reagdo sera:
[P] =S, —S; = (3,5x10™%) — (0,316x10™%)

[P] = 3,184x10™°M



7)

-1/Km
-1/Km

média:

Km:

Ao se estudar a inibicdao da Xantina Desidrogenase pela 8-azaguanina (8-AG) fez-se variar a
concentracdo do substrato, hipoxantina, e usou-se 8-AG na concentrac3o final de 4x10°M.
Com os dados obtidos calcular pelo método grafico de Lineweaver-Burk a natureza da

inbicdo e o valor do Km para hipoxantina.

[S]x10°M 1 2 4 5 8 10
V(s/inibidor) 0.11 0.20 0.29 0.32 0.36 0.4
Vi(c/inibidor) 0.065 0.11 0.18 0.20 0.22 0.25

1/[9] 1 0,5 0,25 0,2 0,125 0,1
1/V(s/inib
idor) | 9,090909 5 3,448276 3,125 2,777778 2,5
1/Vi(c/ini
bidor) | 15,38462 9,090909 5,555556 5 4,545455 4
Lineweaver-Burk
18
16
y=12,703x + 2,658
14
12
10
8
O N B R Yy =7,2432x + 1,698
4 T e
27 e
............. 0
-0,4"'. -0,2 0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2
-2
-4
-0,20924
-0,23443
-0,22184
4,507803x10°M

No entanto, Vmax muda.
Inibigdo ndo-competitiva.




