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Determinando V., e Ky
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- Importante parametro da reacio enzimatica e da func¢ao bioldgica

12 Significado do Ky

->Fornece uma medida da [S] para que ocorra uma catalise significativa Enzimas diferem muito no Ky, U

Depende do substrato e das condi¢cdes experimentais:

Temperatura, sais, pH, etc

Se K,, = [S] U |V

— Vmax [S] — Vmax

Entao Ky € a [S] na qual a V é a metade da V,,,4, € a
[S] na qual 50% dos sitios ativos estdo ocupados

2[S]

2

l
QUADRO 8.5 Valores de K, de Algumas Enzimas

Enzima Substrato Ky (M)
Quimotripsina Acetil-L-triptofanamida 5.000
Lisozima Hexa-N-acetilglicosamina 6
[B-Galactosidase Lactose 4.000
Treonina desaminase Treonina 5.000
Anidrase carbonica CO, 8.000
Penicilinase Benzilpenicilina 50
Piruvato carboxilase Piruvato 400
HCO,~ 1.000
ATP 60
Arginina-tRNA sintetase Arginina 3
tRINA 0,4
ATP 300

max

1 1 |

2Ky,
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Se Ky é conhecido, a fragao de sitios ativos
ocupados em uma dada [S] pode ser definida
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22 Significado do Ky

Ky esta relacionado as constantes de velocidade de cada etapa da reacao

Ex: Hexoquinase (Musculo) versus Glicoquinase (Figado) [J Fosforilacdo da Glicose
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Significado do Vmax
Sea [S] >>> [E:], a E esta saturada com o S e a [ES] =
[E.] Nestas condi¢oes [J Velocidade maxima de formagdo de P =
Vmax
Vmax esta relacionado ao numero de renovacdo da E (turnover
number = K3 = Ky)

—~>Numero de moléculas de S transformadas em P, por uma
molécula de E, na unidade de tempo, quando a E esta saturada com
S

- Representa a eficiéncia catalitica da E Numero de reacoes

enzimaticas por unidade de tempo

Maximum turnover numbers of some enzymes

Vmax = k3 [ E t ] Enzyme Turnover number (per second)

Carbonic anhydrase 600,000

\"4 V 3-Ketosteroid isomerase 280,000

k3 = kcat > cat = X Acetylcholinesterase 25,000
[E, ]| penicittinase 2,000

Lactate dehydrogenase 1,000

Chymotrypsin 100

1/k.:= tempo gasto pela E para realizar 1 ciclo DNA polymerase I 15
catalitico Tryptophan synthetase 2

Lysozyme 0.5



o]

Significado dO kcat/KM: A Eficiéncia Catalitica Instituto de Quimica de Sao Carlos

Em condigdes fisiologicas as Enzimas nao estao saturadas com o S —[S]/Ky =0,01-10

Se [S] <<< Ky=Va [E][S] _ [S]
[E]1=[E,] ’V“k““[Et]Kw[S]

— kcat
S [E.][S]

Entao, a velocidade da reacao depende de Kk ,:/Ku, [S] e [Ei]

- K..:/Kuy é a Constante de Velocidade nestas condigdes

Preferéncias de Substrato da Quimotripsina

Kear/Ku Amino acid in ester  Amino acid side chain ke /Ky (s7' M)
0 E uma medida de eficiéncia da Enzima Glycine =in 1.3 10"
CH3
[0 Permite comparar a preferéncia de uma _ /
Valine —C\H 2.0

Enzima para diferentes Substratos CH3

. Norvaline —CH,CH,»CH3; 3.6 X 10°

[0 Constante de especificidade Norleucine — CH,CH,CH,CH 3.0 X 10°

Phenylalanine —CHgO 1.0 X 10°




As enzimas podem ser Inibidas

Moléculas especificas podem interagir com a enzima inibindo-a
Inibidores Irreversiveis
- Dissociacdo muito lenta do Inibidor da Enzima

- ligacdao covalente ou nao covalente estavel ou destroem grupo funcional da enzima

- Podem “marcar” os aminoacidos cataliticos

[0 Ferramenta util para estudar mecanismo de reacao.

1) Reagentes especificos [J reagem com o sitio ativo

2) Analogos do estado de transicao

3) Inibidores suicidas ou com base no mecanismo



As enzimas podem ser Inibidas

Inibidores Reversiveis

[ Dissociacao rapida do Inibidor da Enzima
- Ligam-se a Enzima por multiplas ligacdes nao-covalentes
- Importante mecanismo de regulacao da atividade de Enzimas Alostéricas Inibidores competitivos:
Sao similares aos substratos
Interagem no sitio ativo [ sem formac¢ao do complexo ESI Inibidores nao-competitivos: Sao
diferentes aos substratos
Interagem numa regiao diferente do sitio ativo [ com a formac¢ao do complexo ESI Inibidores
Incompetitivos [] Interage somente com o complexo ES

Inibidores mistos [] Interage tanto com o complexo ES como com a E

Inibidor

Substrato incompetitivo
\V Substrato (
Inibidor ndo \
competitivo \ @

Inibidor

Substrato \ competitivo \




Inibidores Competitivos

Reduzem a V da Reac¢ao por reduzir a proporcgao de E ligadas ao S
+ [J Modificam a Ky por um fator o
[0 Nao Modificam a V,,
[0 Competem com o S pelo sitio ativo da E

[J Pode ser deslocado pelo aumento da [S]

E+S+=— ES— E+P




Inibidores Competitivos

No inhibitor

%

- Sem inibidor

Inclinagao =

m
Véx
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Inibidores Nao-Competitivos

+

%, Ocupa outro sitio >

E+S == ES — E+P

ES, El e EIS; * *

I I

L [S] T = ndo leva g
todas as E — | “
produtiva;

L V.. + e K. normal.




Inibidores Nao-Competitivos

Inibidor liga num sitio distinto do Sitio ativo tanto na E como no complexo ES pré-

‘ [0 Nao Modificam a Ky

[J Modificam a V por fator de o

formado

[0 Reduzem o numero de renovacao da E

[0 Nao pode ser deslocado pelo aumento da [S]

+ Noncompetitive

No inhibitor / inhibitor

\ No inhibitor
present
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Inibidores mistos

Inibidor liga num sitio distinto do Sitio ativo tanto na E como no complexo ES pré-formado

[0 Modificam ambos Ky e a V,,,,; por fator dependente de a e o’

[0 Reduzem o numero de renovac¢ao da E a = 1+1[1] K = [E][I]
i |
[1 Nao pode ser deslocado pelo aumento da [S] K|I [EI']
_ Vi [S] TIPS
0 : : |
Kya +[Sla K, ==
E+S = ES — 2 E+P _Lz(aKm)i+ o
AT ki VO vméx [S] Vméx
j ‘ ®
s & =5 (1]
s (= 1 /)
3
ElI+S = ESI e

Sem inibidor
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Inibidores Incompetitivos

Inibidor liga somente no Complexo ES
pré-formado

[0 Modificam a Ky e a V,,,,, por o’

[0 Reduzem o nimero de renovacao da
E

[J Nao pode ser deslocado pelo
aumento da [S]

E+S§ =—=— ES— E+P

I




Inibidores Incompetitivos

S
Eil e rc P
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Sem inibidor

Velocidade relativa

\ [Substrato] —
Kum para a enzima néo inibida

Ki¥ para [1] = K;




Inibidores Irreversivels

+

% Combinam-se com um grupo funcional -
destruicao;

&, Unido covalente = inibidor e enzima.




Inibidores Irreversivels

+

%, Equacao de
Michaelis e Menten:




Inibidores Irreversivels

1 K

& Lineweaver-Burk:

1 i
V_I_Vméx o KS[EI]+Vmax o K3[EI]

1

s]




Influéncia do pH
+

% Valor de pH 6timo = atividade maxima;

%, Velocidade da reacdo: + pH afasta do
otimo;

Y Influéncia do pH: analise dos grupos
dissociaveis;

% Acidos (Bronsted): compostos capazes de
dissociar-se, liberando H*.



Influéncia do pH

+

% Aminoacidos:
~CH,-COOH <« -CH,-COO" + H* (a)

~CH,-CH,-CH,-CH,-NH; < -CH,-CH,-CH,-CH,-NH, + H" (b)

L, pH 4 > -COO- captam prétons = -COOH;
% pH T > -NH,* sfo dissociados = NH,;
L, Ligacdo eletrostatica = -COO- -- NH,*.




Influéncia do pH
+

& pH 6timo depende do ndimero e tipo de grupos
lonizaveis = estrutura primaria;

& Variacdes do pH = afeta substrato com grupos
lonizaveis;

& Estabilidade da enzima: temperatura, forca
I0nica, concentracao de substratos ou cofatores
da enzima e concentracao da enzima, entre
outros.



Influéncia do pH

% pH 5 e 8 = ndo afeta a
atividade;

& Declinio entre pH 6,8-8
e 6,8-5 = forma ionica nao
adequada,

& 5> pH > 8 = inativacdo
Irreversivel.




Influéncia da Temperatura

+

L, T T > 7T velocidade de reacdo = T energia
cinética;

“ T muito elevadas = desnaturacdo da
enzima

« Rompidas as pontes de hidrogénio -2
alteracoes estruturas = nova conformacao;

« T desnaturacao —-> pouco acima da T
otima.



Influéncia da Temperatura

7tEnzimas ! PM = 1 cadeia polipeptidica e
pontes dissulfeto = estaveis ao calor;

& Efeito da T = pH, forca ibnica e a presenca
OuU auséncia de ligantes;

& Substratos protegem a enzima da
desnaturacao.



Regulacao da Atividade

7tSistema enzimatico: produto da reacao da 12
enzima -> substrato da enzima subseqguente;

& Enzimas reguladoras > determina a
velocidade da sequéncia;

« Atividade catalitica T ou 4 = sinais:

& Moléculas sinalizadoras —=>  pequenos
metabolitos ou cofatores.



Enzimas Alostéricas

i:Ligagéio nao-covalente e reversivel =
modulador;

% Inibicdo por retroalimentacao

 Enzima reguladora = inibida pelo P final da
via = reequilibra as necessidades celulares;

&, Moduladores: inibidores ou estimuladores.



Enzimas Alostéricas

Tt Modulador = substrato - homotropicas;
& Modulador # substrato = heterotropicas;

& Sitio alostérico > especifico para o
modulador;

L Curva de saturacdo  sigmoéide >
subunidades multiplas.



Enzimas Alostericas

i:;t curvas de variacao de atividade -
moduladores Inibidores, ativadores ou o0s

dois tipos.

Michaelis —Menten Enzima alosterica

Reaction velocity [V]
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Enzimas Alostéricas
O grau de cooperatividade pode ser avaliada pelo

Coeficiente de Hill = ny
-ng =1 U intera¢dao nao cooperativa
- ny > 1 00 cooperatividade positiva

- ny <1 U cooperatividade negativa

Relacao entre o coeficiente de Hill e o efeito da concentracao

4 o - do substrato sobre a velocidade da reacao de enzimas
positive cooperativity L
» alosteéricas
no cooperativity
3 Mudanca requerida na [S]
megative cooperativity Coeficiente de Hill paraaumentar a V, de
(ny) 10% para99%da V_,,
= e 0,5 X 6.600
1,0 x 81
1- 2,0 *x 9
3,0 x:48
o} ' . 4,0 %3

I I
0.0 10.0 20.0 30.0 40.0 50.0
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Modlificacao Covalente

+

& Ligacdo covalente de um grupo quimico a
sua estrutura,

0
|

O
O + aw —C D] o+ am
O_

Enzmuna

&, Metabolismo alterado —=> aciona vias
Inativas e initbem vias ativas.



