Para uma alfa-ghcosidase foram determinadas as velocidades de hidrolise de
diferentes concentragdes de substrato (NpaGlc) na presenca de diferentes concentragoes
de um mmibidor. Estes dados estdo apresentados na tabela abaixo. Baseando-se nesta
tabela determine o Vmax e o Km para a hndrolise do substrato € o Ki para este imbidor.

IS] (mM) V (nmol/min)

[1] (mM) 0 7 4 b 8
0.1 091 048 0.32 024 020
0.2 1.67 091 0.63 048 0.38
0.3 2.31 1.30 091 0.70 0.57
0.4 2.86 1.67 1.18 091 074
3 333 200 1.43 LT a9l
0.75 429 273 200 158 1.30

| 5.00 3.33 250 200 1.67
1.5 6.00 429 333 473 2351
2 6.67 5.00 400 333 286

2.3 7.14  5.56 455 385 333
4 8.00 6.67 571 500 4.4
6 &.57 71.50 6.67 6.00 545
8 8.89 .00 727  6.67 6.15
10 9.09 §.33 769 T7.14 6.67



As curvas hiperbdlicas obtidas permitem identificar que trata-se de enzima michaeliana e estimar os
valores de Km ou Vmax, pois Km = [S] quando Vo = Vmax/2.
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Método da linearizacao para calculo de Km e Vmax: plot do duplo
reciproco ou de Lineweaver-Burk

6“[|](mM) Ap0s calcular 1/V e 1/[s], é possivel ajustar os
o 0 dados a uma linha reta e obter os valores precisos
5 5 para a inclinacao e os interceptos nos eixos y e x...
- 4 y=mx+b
-+ 6
e 1 ky 1 1
3 Y Vmax 151
- m=Slope= Ky, /Vyx VUV  VUmax [S] Umax

Inibidor
(mM) 0 2 4 6 8
m=Slope
Inclinacao [0.09986| 0.1986 0.3056 0.4050 0.4925
1 /VIV| Ax S Y-intercept
quando X=0.0
y quando 1V__. =b | 0.1001 | 0.1015 0.09736 | 0.09346 0.1090
(X=0)=b X-intercept
guando Y=0.0
-1/Ky, -1.002 | -0.5111 | -0.3228 | -0.2308 -0.2214
—tttt
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 slope ,
'1/KM=X | AX B km aparente vmax a Ki
2 0.1986 0.1015 1.956650246 9.852217 2.0 2.024316
quando(Y=0) 1/[S] 4 03016 0.0974 3.09650924 10.26694 3.0 1.98116
6  0.405 0.0935 4.331550802 10.69519 4.1 1.964602
8  0.4925 0.109 4.518348624 9.174312 4.9 2.03566



E possivél obter Vmax usando o valor do intercepto noy
quando x=0. E o K, pode ser obtido de duas formas:

apartir da inclinacao e o valor do Vmax previamente obtido

ou usando o valor de intercepto no x quando y=0...

Inibidor
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vimax

9.99001

9.852217
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10.69976

9.174312

Km jeito 1

0.997602

1.95665

3.138866

4.333405

4.518349

-1
1
Vmax = (b)™1 = ( ) = (0.1001)' = 9.99 nmol/min

vmax

Km jeito 2

0.998004

1.956564

3.097893

4.332756

4.516712

1 Ky
m =

vm ax

Ky =(m). Vipax

—™__)*9.99 nmol/min = 0.997 MM

nmol/min

Ky = (0.09986

2

Intercepto no x = 2L = _1.002= Kwu
Km

-1
(;—1) = (-1.002) " 1=-0.998 * - 1 = 0.998 mM
M

Como Podemos observar nos datos obtidos, a Vmax
permanece constante (aprox. 10 nmol/min) e os (K,")
aparentes obtidos na presenca do inibidor sao maiores ao
Ky sem inibidor, isso descreve um tipo de inibigao
COMPETITIVA.

Ky > Ky
Entende-se entdo que o (K,,") sera igual ao K,,sem inibidor,

multiplicado por um fator que descreve o grau de inibicao
chamado a

Ky = a.Ky,



Inibidores competitivos

Km

E+S ES— E+P

Quanto maior a concentracao do inibidor, maior serd o grau
de inibicdo a, neste tipo de inibicao competitiva. Sendo
assim, a depende da concentracao do inibidor e da
constante de inibi¢ao K; que apresente esse inibidor com
essa enzima:

oc=1+[i]_

l

, [1]
KM =1 +?'KM
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2mMm

1.956564 mM = (1 + ="
l

) * 0.99 mM

K.=2.048




Alternativamente podemos obter o Ki apartir da seguinte equacao:
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a) Tecido embrionario de figado contém uma enzima que catalisa a reacdo S —» P,
Tecido de figado adulto também apresenta a atividade S —  P. Alguns dados

cinéticos obtidos com extratos dos dois tecidos sdo apresentados abaixo. Que
conclusdes vocé pode tirar com relacio a identidade das duas enzimas?

Velocidade Inicial Observada

[S] (1-moles x mg de proteina™ x min)

Extrato de Figado Extrato de Figado

[M] Adulto (E1) Embrionario (E2)
1.67 x 107 1.05 5.00
2.5% 19> 1.54 6.66
333 % 10° 1.98 8.00
5.0x 10? 2.86 10.00
7.0x 107 3.78 11.67
1.0x 10 5,00 1333
1,5x 10™ 6,67 15.0
1.67x 10 7.15 15.4
2,0x 10* 8.00 16.0

3.0x 10 10,00 17.1




VE1 VE2

1.2 Slope 15.07 2.513
T e VVE Y}:”terc_ept 0.04952 | 0.04993
104 = 1/VE2 R
. -intercep
when Y=0.0 -0.003287 -0.01987
0.8- Vmax
0.6 Mol Mg | 519386 | 20.02804
>c> - proteina por
- min
0.4- Ky, (UM) | 304.3215 [ 50.33046
0.2- _
As duas enzimas possuem a mesma Vmax e a
E1, apresenta uma Ky, muito maior para este
002 004 006 008 substrato em relacdo a E2, sugerindo que
0.2 ' ' ' ' E2 (A enzima presente no figado
. 1/[S] (1 M) embrionario) precisa de menos substrato

para atingir a metade da Vmax ou tem
maior afinidade por este substrato.



b) Durante danos consideraveis do figado, uma enzima (E; do Probl. 1) ¢ liberada na
corrente sanguinea. Apos exercicios intensos, uma enzima de musculo, E3, que catalisa
a mesma reacdo, ¢ liberado na corrente sanguinea. E; E; podem ser diferenciadas
facilmente porque apresentam diferentes valores de K, (A K, da enzima de musculo € 2
x 10 M.) Uma determinac¢dio com uma amostra de sangue de um paciente apresentou os
resultados dados na tabela abaixo. O paciente sofre de uma doenca do figado, ou
simplesmente tem se exercitado violentamente? (O paciente chegou inconsciente no
hospital, de modo que vocé ndo pode fazer a ele nenhuma pergunta).

[S] (Mg v (moles x ml de soro™ x min™)
Sx 10r 43
7x 107 57
1 210" 75
1,5x 10 100
2x10* 120
3x 10* 150

6x 10 200




0.02517 -e- Amostra
Paciente
0.020-
0.015-
o 0.0101
=
" 0.005-
-0.010 -0.005 0.005 0.010 0.015 0.020 0.025
-0.005- 1/[S] (u M)
-0.010-
Slope 0.995
Y-intercept when X=0.0 0.003355
X-intercept when Y=0.0 -0.003372

g1 |Ky (UM)|304.3215

amosTrA Ky (M) 596 5

PACIENTE
Ky (M) 20

E3

O Ky, obtido a partir das amostras
do paciente € muito semelhante ao
Ky presente no figado de um
adulto (Aprox. 300 uM), o que
significa que este paciente sofre de
uma doencga no figado e essa
enzima esta sendo liberada na
corrente sanguinea.



