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Ao se ligar especificamente ao(s) substrato(s) e apresentar grupos
quimicos em ambiente especifico (sitio ativo), as enzimas
propiciam a geracdo de um novo caminho para a reacao de

formacao de produto(s):

energia de ativacao menor do que a da reacdo ndo catalisada
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Atividade catalitica depende: ambiente onde atua e cofator M
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Anidrase carbdnica e seu sitio de ligacédo ao Zn*?
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Mecanismo de a¢éo enzimatica?

Monitoramento da reacdo quimica e dos intermediarios formados

Anidrase carbonica: H,O0 + CO, - H,CO; > H*+ HCO;
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permite caracterizar/identificar enzimas
caracterizar a sua inibico (e inibidores enzimaticos)

Uma reacdo catalisada enzimaticamente pode ser escrita de forma
simplificada como:

E+S=——= E+P
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Porem, observou-se que a velocidade da reacao nao aumenta
linearmente com o aumento de [S].
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Este resultado - proposta da existéncia de um complexo ES.




Portanto =2

reacao catalisada enzimaticamente pode ser descrita pelo esquema:
E+S—ES—— E+P

Simplificacoes:
Para baixo consumo de S (até ~ 5%) a concentracao de produto é

muito baixa. Assim, a etapa inversa a partir de P pode ser
Ignorada:

ko kK
E+S‘k—ES—’ E+P
2

Logo - para [E] fixa, com o0 aumento de [S] ocorre um aumento
de [ES] até que toda enzima esteja complexada a S.
Aléem deste ponto - néo ha aumento de [ES]




y [S]
E+S->ES K E+p
K,

V de formacao de P = k;[ES]

Alem do ponto de saturacdo de toda [E] - ndo ha aumento da
velocidade de formacao de P - v = Velocidade maxima (V

méx)

A Vmax e diretamente proporcional a [E].-



E+S — ES
K=[ESV[EI[S]  [ES]=KIE][S] [Elioar = [ES] + [E]

E, =10 —» K=10

S Etotal EIivre ES

103 106 9,9.10 9,9.107
10-2 106 9,1.10 9,9.10%
101 106 5.10°7 5,0.10°7
1 106 9,1.10% 9,1.10

10 10° 9,9.10° 9,9.10







Se a etapa 3 for muito mais lenta que a etapa 1 e 2, as formas livres de
E e S podem entrar em equilibrio com ES e, entdo, podemos
expressar a constante de dissociagao de ES como K.

K, = k./k; = [E].[S] / [ES]
K, € inversamente proporcional a afinidade entre Ee S (= K,,))
lembrar => sitio ativo é local de interacdes especificas entre S e E;

e formado por aminoacidos envolvidos na formacao do complexo ES
e no mecanismo de catalise




Por outro lado, partindo do esquema

Ky ‘
E+S—ES—-E+P
k2

e supondo que existe um equilibrio entre E, S e ES, que pouco S
seja convertido em P e que v = k;[ES] deve existir uma relagao
entrev e [S]:

vmax
VO = Vmax. [S]
Ks + [S] v,
V

Esta equacao (Michaelis-Menten)
descreve justamente a relacéo

0 | | | |
entre VO € [S] observada 0k, 2k, 3k, 4Kk, 5K,
experimentalmente [S]

Figure 12-3 Fund. I
© 2006 John Wiley & Sons




Porque conhecer K.?

- comparar enzimas de diferentes fontes (tecidos, organismos,
fase do ciclo de vida, etc...).

- comparar diferentes substratos de uma mesma enzima (relacao
com afinidade)

Porque conhecer V,..?
Para uma mesma preparacdo enzimatica é possivel comparar a
velocidade de catalise para diferentes tipos de substrato (V..

Ks).

Porque conhecer V, /K ?
Eficiéncia de catalise frente a diferentes substratos (comparacao
real)



Pode ser dificil determinar a V... somente é atingido em [S] infinita

max*

max

1 1 1 1
Y Ky 2K, 3Ky, 4Ky, 5Ky
[S]

Busca-se > Linearizacdo da equacdo de Michaelis-Menten:
( grafico do duplo reciproco : Plote de Lineweaver-Burk)
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v, 1 Inclinagdo= K /V, .,




Inibidores irreversiveis

Arsénico (As)
Chumbo (Pd)
Venenos - Ex: DIPF

Ex: Proteinas

@ inhibitor
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(DilsoPropilFluorofosfato)

Acetylcholinesterase DIPF Inactivated enzyme

Substrate

Irreversible

Irreversible Inhibitor
binds permanently to
the active site so the
substrate can't bind.

Enzyme [The enzyme's function is permanently disabled J




Inibidores reversiveis
Moléculas que reduzem a velocidade da reacéo catalisada por meio
de uma interacao reversivel com a enzima

1. Reversiveis Competitivos

E+S ES E+P
+ - g — 2 [1] 1[I]

1V 4 0 [l]

- Semelhanca estrutural entre Se |
- K inversamente proporcional

a afinidade entre E e | 1/[§]
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Figure 12-7 Fundamentals of Biochemistry, 2/e
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~% =1 (no inhibitor)



2. Reversiveis Acompetitivos

E+S " ES » E+P
K  F Ks
| 1/v 4
H K 201 11
ESI 0 [1]

1[S]

- Nao ha semelhanca estrutural entre Se |
- K; e inversamente proporcional "a afinidade entre E e |



3. Reversiveis Nao-competitivos

E+S " ES - E+P
T 211
| | 1V 4 0 [1]
LRI
El+S__ ESI
K

S

1U[S]

N&o ha semelhanca estrutural entre S e |
K; € inversamente proporcional a afinidade entre E e |



4. Reversiveis Do tipo misto

E+S " ES - E+P
T K, T Ks 2]
[1]
J [ K J [ oK 1V 1 0 [1]
El+S.___ ES|
aK

S

. 18]
- Nao ha semelhanca estrutural entre S e |

- K; € inversamente proporcional a afinidade entre E e |
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