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Figura 8.2 As enzimas aceleram a velocidade da reacdo. O mesmo ponto de equilibrio &€ alcan¢gado, porém muito mais
rapidamente na presenc¢a de uma enzima.



2 N\

“Enzima
Sitio ativo /
CATALISE

IVIoIecuIa A Com plexo Complexo Molécula B
(substrato) enzima-substrato enzima-produto (produto)

Enzima




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

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

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



Cinética Enzimatica

v Estudo da velocidade das reacgdes catalisadas por enzimas e
como ela se altera em funcao de diferentes parametros

v Usada para a compreensao do mecanismo de acao das
enzimas

Enzima purificadas < determinacao da velocidade de reacéo



Qual € o melhor momento de
se estudar uma enzima?

=10 :
R <,':| Com o uso do
Z8F substrato na reacéo,
2 st a velocidade comeca
5§ | /: a diminuir até chegar
J 4 -
s | a zero
s |
& gk disiin

M 5 a4 3 .110. PO .ZIO. PR .BIU. 4 ,4I0. ik .SIU. Pt .6IO. M

Time (s)



Qual @ o melhor momento de se estudar uma
enzima®?

=] o o
T T T

F-y
=TT

O inicio da reacao, quando o
substrato nao € limitante, e o
melhor momento para se estudar
Time (s) as reacoes enzimaticas

;8]
T

Product concentration (umol 1)

[=]




A concentracao de substrato influencia na velocidade das reacbes
catalisadas por enzimas

v Estudar o efeito da [S] é complicado = [S] se modifica
Nno curso da reacao

v" Velocidade Inicial (V)
Reacao tipica: [S]>>[E]

v" Monitorando apenas o inicio da reacao (consumo da
[S]<5%) = [S] pode ser considerada constante

v Isso permite que V, seja explorada em fungéo da [S]

Concentragao de produto, [P]

V, = A[P]/At

Tempo



A concentracao de substrato influencia na velocidade das reacdes
catalisadas por enzimas

\ [enzima] = constante

Tube number| g
Substrate] =uM| 0

= uM/min

Velocity of Product Formation
{uM/min)
b
[}
|

0 | | | | |
0 0.10 0.20 0.30 0.40 0.50

[Substrate] pM

Observagées:l[S] =>» aumento linear de V,

{(S] ® aumento de V, ¢ insignificante & Platé & V,,,,



\ [enzima] =» constante
Tubenumber ] 2llalla]lls]]e
[Substrate] = uM 35| |.40
v = uM/min

—— E+S=—E-S=—FE+P

r 3
p A il T[S] a Vyaumenta cada vez menos
& até atingir um patamar (V,,,,)
g e -
% . © max
5 7 A S
o ; . o £
S ; ’ =7 [S]=Kp,=0,5 uM o
E A B
g . <
g 7 ©
= L o
s [S]=02 pm o
i =
&[S] ocorre aumento linear entre V, e [S]
Tempo >
Principios de bioquimica de Lehninger; David L. [S]
Nelson, Michael M. Cox; 6. ed, Artmed, 2014.
~ Por que a curva da velocidade da
A concentracao do substrato 9

| G stratc S s
interfere na atividade enzimatica reacdo € hiperbolica:



Cinética da reacao enzimatica

1913 — Leonor Michaelis e Maud Menten postulam:

Leonor Michaelis, 1875-1949 Maud Menten, 1879-1960

1) Enzima e substrato combinam-se formando o complexo
enzima-substrato, [ES] = associacao rapida e reversivel
Ky [ES)
E+S+=—=ES e
k, Keq (E]IS]
2) A formacdo de produto € a etapa limitante da reacdo =
velocidade proporcional a [ES]

k
3
ES==E+P Vv=KkgES]
k4 Principios de bioquimica de Lehninger; David L. Nelson,

Michael M. Cox; 6. ed, Artmed, 2014.

Velocidade da reagéo (V,)

ﬁenzima
substrato

1
#Vinax b=
3 Vmax :

Saturagao dos
sitios-ativos




Cinética da reacao enzimatica

Etapa rapida Etapa lenta

+S=—ES—P+

Saturagao dos
sitios-ativos

Enzima pode estar presente em solucdao na g
fOI’maS E e ES substrato

Em baixa [S] = maior parte da enzima esta na
forma E = aumento de V, é proporcional a [S],
pois ele desloca o equilibrio para a formagao de
ES

1
syvee Lo
2 max 4

Velocidade da reagéo (V,)

Em alta [S] = maior parte da enzima esta
convertida em ES = o0 aumento da [S] j&4 nédo .6
influencia no equilibrio (ndo ha o que deslocar) %
=» Enzima “saturada” =2 V.,



E+S=—ES==E+P

ol 75% 25%
= 50% 50%
GEJ 25% 75% © 4
2 ~0% ~100% =
S
._rgo Vméx
K= indica a afinidade da enzima pelo seu (;3
substrato 1 |-
2V max
Hexoquinase: Ky,= 0,15mM para glicose
Ky= 1,50mM para frutose
Ky=k, +k; =K, K [S]

K, I

constante de Michaelis-Menten



Relacgao entre [S] e V, pode ser expressa quantitativamente

!

Equacao de Michaelis-Menten

E+S—1—‘ES_>E+P

Vo= Viax [S] velocidade inicial - V
Ky + [S] velocidade maxima - V.,
constante de Michaelis - Ky,

Todos os termos sao determinados experimentalmente = facil determinacao de Ky,

Bioquimica Bésica - A. Marzzoco & B.B. Torres - Ed. Guanabara
Koogan — 22 ed. - 1998.



Deducédo da equacao de Michaelis-Menten
O modelo de Michaelis-Menten considera que uma reagao enzimatica ocorre em 2 etapas:

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

Etapa 1
' kl TN k2
E+S «< ES «< E+ P
K. K.
Etapa 2

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



Deducao da equacao de Michaelis-Menten

ko

k_, k2
ki ks
v" Simplificagao: no inicio da reagao, [P] é desprezivel = k_, pode serignorada: £ + S == ES — E + P
Ky Etapa lenta
Etapa rapida
vV, é determinada pela quebra de ES para formar Vo = ko|ES]

v E simples determinar a [ES]??? = Solucdo: encontrar expressdes alternativas para esse termo

v Quais parametros podem ser determinados facilmente?
[Et] = concentragao total de enzima
[Et] = [E] + [ES]
[S] = concentracdo de substrato = [S]>>[Et], portanto sua variacdo durante a reacéo € desprezivel



Deducao da equacao de Michaelis-Menten

K ko
E+Sa«=‘ES—>E+P

k_, Etapa lenta

Etapa rapida
v Determinar a velocidade de formacgao e quebra de ES
Velocidade de formagao de ES = k,[E][S]
como [E|] = [E] + [ES], entao [E] = [E,] - [ES]
Substituindo tenho que = Velocidade de formacao de ES = k| ([E,] — [ES]D[S]
Velocidade de quebra de ES = k_{[ES] + ks[ES]

v" Hipotese do estado estacionario =» [ES] constante, portanto as velocidade de formacao e consumo de
ES s&o iguais

ki ([E] — [ESDIS] = k—1[ES] + Kol ES]



Deducao da equacao de Michaelis-Menten
ke ko
E+S==ES—E+P

k_, Etapa lenta

Etapa rapida

ko ([E] = [ESDIS] = A1 [S] + ko[ lS5]

v Resolver a equacao para [ES] (isolar [ES])  £1[E{][S] — £1[ES][S] = (k—1 + ko)[ES]
kr[Ed[S] = (51[S] + k—y + ko) [ES]
ko [E][S]

TS
v Combinar as constantes de velocidade [ES] = [E LS
S
[EL][S] Constante de_Mki(_:Tie;i:-Menten

[ES] =

Ky, + [S] Km = —



Deducao da equacao de Michaelis-Menten

E+8S — ES LB+ [ES] = BT
ko Etapa lenta Km + [S]
Etapa rapida
v Substituirem V, v, = k[ES] [ES] = Vy/k2 = ko[E][S]
Ky + [S]

[ Simplificagio & Na V.. [Et] = [ES]

Vmax = k2[Et]

max

Equacao de Michaelis-Menten

Vantagens da equacgao = parametros
podem ser obtidos experimentalmente

Velocidade da reacdo




Vo (pem/min)

[S] (mm)

1. Em baixa [S]: Km>>[S]

V. = VméX[S]
! Krn + [i

2. Em alta [S]: Km<<[S]

Vméx ]

Ve =
! |

3. Vy=1/2V,.. Km=][S]



Quando V, = 1/2V__,

V- Vinax [S]
Ky + [S]
Voar  Vina [S] g8 Y
2 Ky + [S] § =
ﬂ Vmax =VO
1 1 [S] 2
2 Kp + [S] K, s]

4
Ku+[sY = 2]

4

I<|\/| = [S]



Transformacao da Equacao de Michaelis-Menten:
grafico duplo-reciproco

v" Adificuldade de atingir a V., em reacdes enzimaticas impossibilita determinagdes de K,, = o grafico
duplo-reciproco possibilita a determinagao V, ., e Ky

V. = VLX[S] inverter 1 — Km + [S]
A " K, + 8] Vo VoulS]
o Km
< Separar K"I‘ + /LS‘]/
: cmponener A [S] v sP
st £12°
? @ m 0
| ( ) -+
mgk

1
T e Vo Vads]



Com essa transformagdo matematica, plotanto 1/V, em fungdo de 1/[S] passa-se a
trabalhar com uma reta e ndo com uma hipérbole = mais facil

y
= //l\v : &m\a\ //1\x : /1\1\:

1
Vo

- S



Q— /\ 1\ y=ax+b
Vo Y/JXLS/ gmi
_ K /

* a = coeficiente angular
(inclinagao da reta)

(—] > b = onde areta intercepta y
y=0

1
l Vmax




v A equacdo de Michaelis-Menten descreve o comportamento cinético da
maioria das enzimas

v Entretanto, a equacao de Michaelis-Menten nao depende do mecanismo de
reacao em duas etapas proposto = Muitas enzimas seguem a cinética de
Michaelis-Menten mesmo apresentando mecanismos de reacdo muito
diferentes

v" Ou seja, os parametros V., e K, podem ser obtidos experimentalmente
para qualquer enzima, mas a interpretacao desses parametros exige
cuidado!!!



Inibicao da atividade enzimatica
As enzimas podem ter sua atividade reduzida pela acao de inibidores.
Inibidores =» podem ser constituintes normais das células ou estranhos a elas.

Importancia: mecanismo de controle da velocidade das rea¢des enzimaticas (regulacédo), desenvolvimento
de farmacos.

Sem Inibidores Inibidores
Irreversiveis Reversiveis

Substrato -

\
Competitivos Nao-Competitivos
o

Enzima
\l Inibidor Substrato ~
competitivo Inibidor ndo \

/—g\ competitivo \
\ g
|

Enzima




Inibicao reversivel e COMPETITIVA

(a) Inibicao competitiva

E+S =~ ES > E+P
: ®
I =
|
\\\\:\-\"é
EI a
v" Inibidor =» tem configuracao espacial
semelhante a do substrato e compete pelo sitio
ativo =»impacta a formacao de ES
Vipax = [F == === === ——————————————————_

v AV, nao altera

with inhibitor

Vo

v" Km é alterado, pois € necessario uma maior [S]
para atingir a Vmax

Vinax/2 —>

|
i
|
l Inibidor
| compeltitivo ~_
- Potle
{ \
s (@)
Ky Ki _—
without  with Principios de bioquimica de Lehninger; David L. Nelson, 'Ty

inhibitor inhibitor Michael M. Cox; 6. ed, Artmed, 2014.



Inibicao reversivel e COMPETITIVA

1 _ (ﬂ)L L1
vﬂ Vméx [S] Ik|llrrné:':

Inclinagao = K/V ..« T = gto maior a [l],

maior [S] necessaria para atingir 1/2V .,

Intercepto y = 1/V,,,, N0 muda

max

1 [
51 {mm



Inibicdo reversivel e NAO COMPETITIVA

E+ S=ES=E+P e
Kill,\l Kil|+1 g e
El+S = ESI

100 —

No inhibitor

v Inibidor = ndo tem semelhangca estrutural com o
substrato e tem acgao inespecifica.

=1 _

v O inibidor se liga a E ou ES.

Relative rate

[1]=5 v AV__ diminui com o aumento [I]

max

[Substrate] — v K, € mantido



&
a1
Va —
com inibidor
nao competitivo
com inibidor
. competitivo
®
sem
inibidor
4
. Vméx
e & >
1 1 lﬂ A
Ky  KP [S]

Figura 5.14 Transformacgdo de Lineweaver-Burk para a reacdo enzimatica sem inibidor e em presencga de imbidores competitivo e ndo competitivo.



Inibicao irreversivel

v Inibidor se liga de forma permanente ao sitio ativo por meio de ligacbes covalentes ou interacbes nao
covalentes muito estaveis.

v" Inativadores suicidas =» relativamente ndo reativos até que se liguem ao sitio ativo da enzima especifica =
Inativadores com base no mecanismo

Exemplo do uso de inibicdo farmacologia:

Penicilina = ligagdo covalente enzima transpeptidase =» inibe a 9 CHy
sintese de parede celular bacteriana. Ensima ) —CH,—OH + F—F—0—CH
(Ser195) 0 CHS
Inhibition of bacterial é
a4 1] Pl s
pep by penicillins H,C”"H "CH; DIFP
o e s
T L
" (”) /CHs
@'_m Enzima —CHZ—O—IF—O—C{{
| 0 CH,
g L
HNJLR HsC™ H "CHs
0, s FIGURA 6-16 Inibicao irreversivel. A reacdo da quimotripsina com di-
-isopropilfluorofostato (DIFP), que modifica a Ser'” inibe a enzima irreversi-
" velmente. Isso levou a conclusio de que a Ser'™ é o residuo de serina chave
na quimotripsina.
inactive O.acyl-enzyme
e o e ::';'Jfﬂ“.’ﬂ“' Principios de bioquimica de Lehninger; David L. Nelson,
anzyme Michael M. Cox; 6. ed, Artmed, 2014.




Regulacao da atividade enzimatica

Mecanismos de modulacio da atividade enzimatica:
1) Disponibilidade de enzimas (sintese e degradacao)

2) Controle da atividade enzimatica (velocidade de catalise)

Enzimas regulatérias =» atividade catalitica aumentada ou reduzida em
resposta a mudangas conformacionais na propria enzima provocadas por
ligacbes de grupos/compostos

Regulagio alostérica Regulagao por
Ligacdes ndo covalentes modificagao covalente
LigacOes covalentes



Enzimas alostéricas

Enzimas alostéricas sao aquelas que possuem “outras formas” ou
conformacdes induzidas pela ligacao de efetuadores/moduladores.

7~ O\

Inibitérios  estimulatorios
[ substrate (negativos)  (positivos)

. Positive modulator

Less-active enzyme

®|-®
B)} / / v' Possuem sitios alostéricos para a ligagdo do modulador
C R
More-active enzyme

especifico
% c / R P/ Active
enzyme-substrate
complex

Principios de bioguimica de Lehninger; David L. Nelson,
Michael M. Cox; 6. ed, Artmed, 2014.

v Maiores e mais complexas que as nao-alostéricas (mais
que uma cadeia polipeptidica)

Homotrépicas: modulador € o proprio substrato
Heterotropicas: modulador # substrato




Enzimas alostéricas

- Vmax Vmax
.E —————————————————————————————————————————————————————————————
g
E ~
2 e
o £
= =
:i‘g r leax 5 ________ l
2/ S 2V
£ ! ‘
= | I
Y |

| !

l |

Km Kﬂ,s
Substrate concentration, [S] (mM) [S] (mMm)
Enzima michaeliana Enzima alostérica

Ex. proteina alostérica: hemoglobina

Cinética sigmoide =» reflete interagOes cooperativas entre subunidades proteicas

Principios de bioquimica de Lehninger; David L. Nelson,
Michael M. Cox; 6. ed, Artmed, 2014.



Enzimas alostéricas

Modulador
alostérico positivp * max

Vo (uM/min)

o
Kos  Kos Ko Modulador alostérico
[S] (mM) negativo

Principios de bioquimica de Lehninger; David L. Nelson,
Michael M. Cox; 6. ed, Artmed, 2014.



Enzimas alostéricas sao consideradas

D

Coo
H;;I:rl—(!.‘-—l{
H—C—CHj vi-Isoleucina
e,

|
CHg

regulatorias

v Regulatérias de vias bioquimicas

v Normalmente sao o primeiro passo da via
“economiza” a execuc¢ao das outras reacdes

v Inibigdo por (feedback negativo) retroalimentagao:

sao inibidas pelo produto do ultimo passo

v Inibigao alostérica heterotropica

Principios de bioquimica de Lehninger; David L. Nelson,
Michael M. Cox; 6. ed, Artmed, 2014.



Regulacao por modificacdes covalentes

Metilacao
(Glu)
S-adenosil- S-adenosil- S:er'u OH OH S_El‘“
metionina  -homocisteina zllﬂd? (IJH - EL_dE'
aln clhaln
Enzima 7 Enzima —CH, 2 P
Phosphorylase b
(less active)
Acetilacio

(Lys, a-amino (aminoterminal))
Acetil-CoA HS-CoA 0 phosphorylase
// Enzima _y:_CHg phosphatase

phosphorylase
kinase

Enzima

® P
Fosforilagido P
(Tyr, Ser, Thr, His) CH,

O\
CH,
ATP ADP C|)
Enzima LL) Enzima —|P—0_ Phr::sphor_ylase o
| (more active)
O

Ex.: regulagdo da enzima o , ,
. N . Principios de bioguimica de Lehninger; David L. Nelson,
glicogénio fosforilase Michael M. Cox; 6. ed, Artmed, 2014,
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