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bulares — enzimas inclusive — sao desnaturadas. A desnaturagio provoca drésticas alteragdes conformaci-
onais na molécula, acarretando a perda do poder de catélise. No intervalo de temperatura mencionado vive a
grande maioria dos seres vivos; hd, entretanto, excegdes, entre as quais a mais notdvel é representada por
bactérias que vivem em dguas termais, com temperaturas ao redor de 100°C. A estabilidade térmica das pro-
teinas destes microrganismos constitui um caso excepcional (p. 30).

As consideragdes anteriores, referentes a amplas variagdes de pH e temperatura, sdo pertinentes ao estudo
da atividade enzimdtica in vitro. Os seres vivos, entretanto, tém suas reagdes ocorrendo em ambiente tampo-
nado, jé que todas as células dispdem de mecanismos para manutengdo do pH. Mesmo assim, microambien-
tes celulares podem apresentar pequenas variagdes de pH que afetam a atividade das enzimas e que servem,
eventualmente, para o controle de sua agdo. A temperatura, entretanto, tem influéncia decisiva sobre a
distribui¢do geografica dos seres vivos. Microrganismos, vegetais, animais inferiores e pecilotermos tém seu
crescimento inteiramente dependentes da temperatura ambiente; aves e mamiferos, de temperatura constante,
sdo menos afetados.

5.5 CINETICA DA REACAO ENZIMATICA
Enzima e substrato formam um complexo transitério

O estudo das reagdes enzimaticas e de uma série de propriedades das enzimas baseia-se em medidas da veloci-
dade da reagéo, que ¢ diretamente proporcional & concentragdo do reagente. Assim, a velocidade da reagio A — B
(p.60)€: v = k[A]. A medida que a reagdio se processa, ou seja, A transforma-se em B, a concentragio de reagente
diminui e, portanto, a velocidade da reag@io também diminui, passando a ser proporcional is novas concentragdes
de A. Para que se possa ter um valor Ginico para a velocidade de uma reagio, efetivamente proporcional a concen-
tragdo inicial de A, é conveniente adotar a medida de velocidade inicial (v,). Esta velocidade é obtida medindo-se
aquantidade de produto formado em tempos suficientemente curtos para que, no maximo, 5% do reagente (substrato)
tenham sido transformados em produto e, portanto, a concentragiio do reagente possa ser considerada aproximada-
mente constante durante o tempo da medida. Naturalmente o tempo utilizado para esta medida depende da reago
considerada, podendo variar de fragdes de segundos até vdrias horas.

A reagiio catalisada enzimaticamente processa-se em duas etapas: na primeira, a enzima (E) liga-se rever-
sivelmente ao substrato (ou substratos) (S), formando um complexo enzima-substrato (ES); na segunda fase
¢ liberado o produto (ou produtos) (P) e a enzima volta a forma livre, podendo, entéo, ligar-se a outra molé-
cula de substrato. Na maioria dos casos em que a reagéo catalisada € do tipo A + B — C + D, os substratos
Ae B devem ligar-se simultaneamente ao centro ativo, onde ocorre a reagdo, com liberagéo dos produtos C
e D (Fig. 5.6). Para o tratamento da cinética enzimética, ser adotado um modelo mais simples (S — P), em
que hé apenas um substrato e um produto. E o caso, por exemplo, de algumas reagoes de isomerizagio, em
que um isomero é transformado em outro.

k,
E+S =—ES
k,

ky
ES —— E+P

k k,
E+S =—ES y E+P
k,

Em uma reagdo enzimética tipica, a primeira fase da reagdo (formag@o do complexo ES) ocorre a velocida-

des muito maiores do que a segunda (decomposigio do complexo ES em E + P); as equagdes de velocidade
para estas fases sdo

v, =k [E] [§]
vy = k; [ES]
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(b)

(d)

Fig. 5.6 Esquema de uma reagfio enziméitica que consiste na transferéncia de um grupo quimico (assinalado em verme-
lho), do composto A para o composto B. Em (a) as setas indicam o stio ativo da enzima. Ambos os substratos alojam-
se no centro ativo (b), onde a reagdo tem lugar (c); do centro ativo sdo liberados os produtos C e D (d).

onde k,, a constante de velocidade da formagéo do complexo ES, é maior do que k;, a constante de velocidade
da formag#o do produto. Ainda mais, k,, a constante de velocidade de dissociagdo de ES em E + S, € menor
do que k, e maior do que kj, isto €, k; > k; > k,. A velocidade da reagéo global, ou seja, a velocidade da
formagdo do produto, €, portanto, igual a v, j4 que esta € a etapa mais lenta e limitante do processo. Estes
pressupostos foram estabelecidos por Michaelis e Menten, que desvendaram, com seu tratamento matemitico,
a cinética da reagdo catalisada enzimaticamente. Estas suposi¢Oes revelaram-se verdadeiras para um grande
nimero de enzimas, atualmente chamadas enzimas michaelianas, e serdo admitidas para as consideragoes
feitas a seguir. Para muitas enzimas, entretanto, as premissas consideradas por aqueles autores ndo sao verda-
deiras e a cinética de suas reagdes € diferente da que serd tratada aqui. :

Nas reagdes enziméticas, a concentragdo de enzima €, via de regra, muito menor que a de substrato. De
fato, em virtude da diferenca de peso molecular entre eles (Quadro 5.3), solugdes equiimolares de enzima e
substrato ndo sdo usadas na prética e, muitas vezes, nem sequer poderiam ser obtidas. Um exemplo ilustrativo
é a reagiio de sintese de glutamina a partir de glutamato, catalisada pela glutamina sintetase. Uma solugdo
10 mM de glutamato (mol = 150) contém 1,5 g/L; para conter 0 mesmo nimero de moléculas, uma solugio
de glutamina sintetase (mol = 600.000) deveria ser também 10 mM, ou seja, quer\(i kg de enzima por litro!
Na pratica, portanto, as solugdes de enzimas sio muito mais dilufdas do que as de seus substratos e, nas reagdes
enzimaticas, o nimero de moléculas de enzima é muito inferior ao niimero de moléculas do substrato. Esta
situag@io é semelhante a celular, onde a concentragdo de substrato chega a ser 10° vezes superior a da enzima,

Apesar dessa disparidade numérica, quando se adiciona enzima a uma solugdo de substrato, nem todas as
moléculas de enzima combinam-se com o substrato (Fig. 5.7, situagdo A). Como k, tem valor muito menor
do que k, & k,, estabelece-se um equilfbrio entre E, S e ES, jé que a conversdo de ES aE + P € comparativa-
mente muito lenta. Este equilibrio entre E, S e ES tem concentragdes definidas e constantes de cada espécie,
restando sempre uma porcentagem de enzima livre (E). Na Fig. 5.8, esta fase ocorre até o tempo t,. Sob este
aspecto, a reagdo E + S == ES em nada difere de uma reagdo quimica genérica A + B = C, em cujo
equilibrio existem, concomitantemente, as espécies A, B e C. As concentragGes de cada espécie dependerdo
do valor da constante de equilibrio da reag@o e, portanto, dos valores das constantes de velocidade k, e k;:

k, (ES] k
k, Keq [E}IS] Kk,
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SITUAGAO ANTES DO EQUILIBRIO SITUAGAO NO EQUILIBRIO COMPONENTES DO EQUILIBRIO

VELOCIOADE
S + S v,
E E+S == ES E ES (% da Vngo)
o ©° ¢ ° °
: coooo6o R a: @ 5 60000

@G 000000 o@ o ° ° G 00000
000000 o 0l G °G° o 000000
000000 — & 8 ] 000000 ‘ 26%

—
000000 °°° B g ey CRCCN-N-N
000000 o ‘ o _*® ° @ 0coo0000
000000 o 0 & By 000000
Oo o o 9 °° o 9 o
000000000000 052 0 00 o0 90 00000000000
QG 000000000000 °° ° o °o°°° C0000000O0O0CO
© o o
000000000000 0 o‘o 000000000000
— o
000000000000 — °°0° %ooo O°°°°° GG 00000000 0QO0CO0CO0 ‘. 50D/°
000000000000 aooo¢°°o°ooo 000000000000

GG 0ODOO0OODOOOO °G° ° o o P gn 000000000000

000000000000 ©%90 000 % 0 0 404 0000006000000

U o ]
0000000000000 000 °°°°:°°°°°°oo°o°°%% 0000000000000 00
0000000000000 000 0 98 B e 000 a0 0000000000000 00
0000DOODQOO0D0ODO 0% % 5% 089 g0 0000000000000 00 ‘

g@ 0000000000000 000 2% % @0 %% %o _° 9% 0000000000000 000
PO00O0O0OO0OOOO0B00O00D0 —°°°°0 °°°°o%°°:oo° 000000000000 OO0O 75%
ooooooooeooooooo_‘oooofo% o‘ 0% 00 0000000000000 00OC “
0000DOOO0000000D0 ° % e o o, P 0000000000000 00O
0000000000000000 o? 020 0g °°°° °°°°° 0000000000000 000
0000000000000 000 020 o°o°°°°°°°°°°o 0000000000000 000
0000000000000 000 0° 0%0, 00 °°°oog 0000000000000000

Fig. 5.7 Esquema ilustrativo do equilibrio E + S == ES, em trés situagdes (A, B, C) de concentragdes diferentes de
substrato e mesma concentragdo de enzima ([(E,,,] = (E] + [ES]). Na prética, a relagdo [S)/[E] é muito maior do que
arepresentada no esquema.

Concentragéo

ty
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Fig. 5.8 Variagdo das concentragdes dos componentes da reagdo enzimdtica em fungdo do tempo. O intervalo 0 - t, é
muito pequeno. Ap6s o tempo t, estabelece-se o equilibrio entre E, S e ES, cujas concentragdes permanecem aproxima-
damente constantes até o tempo t,. A concentragdo do produto cresce sempre; a concentragdo do substrato, a rigor, di-
minui mas pode ser considerada constante face a sua enorme concentragdo em comparagdo a da enzima, do complexo
ES e do produto. Entre t, e t,estd o tempo inicial, durante o qual a velocidade inicial deve ser medida. Apds o tempo t,,
a concentragdo do substrato comega a diminuir efetivamente e a reagdo aproxima-se do final.
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Tendo havido formagdo de ES, inicia-se a segunda parte da reagdo enzimética, aquela que efetivamente
gera o produto, com velocidade proporcional a concentragdo de ES:

ky
ES———E+P

Note-se que o fato de ES estar sendo consumido na formagdo do produto ndo provoca diminuigio da sua
concentragdo, pois hd sempre excesso de substrato (em relagdo a quantidade de enzima) para combinar-se
com a enzima liberada quando se forma o produto.

Esta situagdo mantém-se durante algum tempo, chamado tempo inicial, durante o qual é medida a veloci-
dade inicial: continua formagdo do produto e concentragdes estdveis de ES e E; a pequena e contfnua dimi-
nui¢do da concentragiio de S ndo € significativa, face ao seu grande excesso. Na Fig. 5.8, este periodo
corresponde ao intervalo t, - t,. Naturalmente, em tempos maiores do que os tempos iniciais (tempos maiores
do que t,, na Fig. 5.8) a diminuigdo da concentrag@o de substrato passa a ser significativa: a reagiio prossegui-
rd com velocidades cada vez menores até que todo o substrato seja transformado em produto. As considera-
goes que serdo feitas daqui para diante restringem-se exclusivamente aos tempos iniciais, e sdo, portanto,
referentes a medidas de velocidades iniciais. :

A andlise de trés situagdes de concentragdes diferentes de substrato, com uma mesma concentragéo de
enzima, esclarece a influéncia da concentragdo do substrato na velocidade da reagdo. A primeira situagio
(situagdo A da Fig. 5.7) supde uma pequena concentragdo de substrato (pequena, porém muito maior do que
a concentragdo de enzima) e que o equilibrio estabelecido por estas concentragdes seja tal que apenas 25%
das moléculas de enzimas presentes estejam ligadas ao substrato, formando o complexo ES. Os 75% restan-
tes estardo livres, na forma E. No segundo caso (situagdo B, Fig. 5.7), admita-se igual quantidade de enzima,
mas concentragéo de substrato maior do que a anterior. Novamente se estabelecerd o equilibrio imediato da
primeira etapa da reag@o. A constante de equilibrio serd, naturalmente, a mesma. Como, neste caso, a concen-
tragdo de S é maior do que no caso anterior, o equilibrio serd obtido com uma concentragdo de ES maior e
uma concentragio de E menor. O aumento da concentragéo de substrato foi tal que levou 50% das moléculas
de enzimas presentes a estar complexadas com o substrato, formando ES, deixando os outros 50% como enzimas
livres, E. A concentragio de ES, maior do que no caso anterior, € refletida imediatamente na velocidade de
formagéo do produto, ja que

vy = Ky[ES]

Com concentragdes maiores de substrato, as velocidades de formagio do produto tornar-se-do cada vez
maiores, porque, no equilibrio da primeira etapa, existird cada vez mais complexo ES (situagdo C, Fig. 5.7).

Nas situagdes A, B e C da Fig, 5.7, as concentragdes de E (enzima livre) e de ES, expressas como porcen-
tagem da concentragdo total de enzima ([E] + [ES)), sdo:

E+S=—=EFES
A 75% 25%
B 50 50
C 25 75

Se a quantidade de substrato for muito grande, a concentragio de E ser4 praticamente nula, encontrando-se
toda a enzima disponivel sob a forma de ES:

E+ S ——=ES
= (0% = 100%

' Nestas condigdes haverd a maior concentragio possivel de ES e a reagdo serd processada na maior velo-
cidade possivel. Esta concentragdo de substrato é dita saturante e, a partir dela, novos aumentos da con-
centragéo de substrato ndo terdo efeito perceptivel sobre a velocidade da reagdo, que atingiu o seu valor



Enzimas 71

maximo, a velocidade mdxima (V) da reagdo. Assim, a velocidade da reagéo € sempre proporcional a
concentragdo de ES, como exemplificado na Fig. 5.7, onde a velocidade é expressa em porcentagem da
vméx'

Os dados experimentais para a obtengéo de um gréfico que relaciona velocidade inicial e concentragdes de
substrato (Fig. 5.9) podem ser conseguidos através do procedimento seguinte. Monta-se uma série de tubos,
todos contendo a mesma concentragdo de enzima mas com concentragdes crescentes de substrato. Espera-se
o tempo adequado para que se forme uma quantidade dosdvel de produto; este tempo, entretanto, deve ser
suficientemente pequeno para que no méximo 5% do substrato tenham sido transformados em produto (isto
garante que a medida de velocidade corresponderé a velocidade inicial). Dosado o produto, a velocidade serd
calculada dividindo-se a quantidade de produto formado pelo tempo. Na curva obtida (Fig. 5.9), podem-se
identificar duas regides:

1. uma regido em que a velocidade aumenta linearmente com o aumento da concentragdo de S, indicando
que durante a reagdo havia moléculas de enzima livres; nesta parte, portanto, a concentragdo de S € o
fator limitante da velocidade da reagéo.

2. uma regido em que a velocidade permanece constante, igual a V4., apesar do aumento da concentragio
de S, indicando que todas as moléculas de enzima estiveram ligadas ao substrato durante o tempo em
que a velocidade da reagdo foi medida.

Entre todas as concentragdes de substrato, existird uma determinada concentra¢do que provocard a forma-
¢do de uma concentragdo de ES igual 4 metade da méxima possivel. Ou seja, quando se usa esta concentragio
inicial de substrato, o equilibrio da primeira etapa esté estabelecido com 50% das enzimas sob a forma livre
e 50% das enzimas na forma ES (como na situagdo B da Fig. 5.7).

E + § = ES
50% 50%

Nestas condigdes, a velocidade seré, certamente, a metade da V... Esta concentragdo definida de subs-
trato € igual & constante de Michaelis-Menten, K,,, e apresenta interesse particular, pois seu valor indica a
afinidade que uma enzima apresenta pelo seu substrato. Por exemplo, a hexoquinase, uma enzima do me-
tabolismo de carboidratos, aceita como substrato dois agticares simples: a glicose e a frutose. Para saber
por qual das duas hexoses a hexoquinase apresenta maior afinidade, pode-se medir a V ;. da reagdo (e
calcular a metade desta velocidade), utilizando glicose como substrato, e comparé-la com a V , obtida
usando frutose como substrato. No caso em que o substrato é a glicose, a metade da V,, € obtida com
concentrag@o do agdicar igual a 0,15 mM. Dito de outra forma, € necesséria uma concentragio de 0,15 mM
de glicose para que metade da enzima disponivel encontre-se ligada a glicose, fazendo o complexo Enzi-

K [sI”
Fig. 5.9 Variagio da velocidade da reagdo enzimética em fungdo da concentragdo de substrato.
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ma-Glicose. Para conseguir-se situagdo andloga com frutose, é necessdria uma concentragéo de frutose 10
vezes maior, ou seja, 1,5 mM. A hexoquinase tem, portanto, uma afinidade muito maior pela glicose do
que pela frutose.

A velocidade da reacéo é diretamente proporcional & concentraciio da enzima

Deve-se assinalar que, em todas as consideragdes feitas sobre a variagdo da velocidade de reagéio em rela-
¢do a concentragdo de substrato, admitiu-se sempre uma concentragao fixa de enzima. Variando a concentra-
¢do de enzima, a velocidade sempre ird variar, qualquer que seja a concentragdo do substrato, pois, se, para
uma concentragio E de enzima, obtém-se

_ [ES]

E+S+==ES Keq = [EIS]

para uma concentragdo de enzima igual a 2E deve-se ter

_ [2ES]
Ko [2EIS]

E importante lembrar que o substrato estd sempre em tal excesso que a quantidade dele que se liga a enzi-
ma € desprezfvel e, portanto,

. [S]—[ES]=[S] e  [S]—[2ES]=[S]
Entne;ihnto, a concentragdo de ES em um caso € o dobro da outra, e, portanto, como
vy = ky[ES]

a velocidade em um caso também serd o dobro da outra (Fig. 5.10).

Generalizando, podemos entdo afirmar que a velocidade da reagéo € diretamente proporcional a concentra-
¢do da enzima (Fig. 5.11). Esta proporcionalidade facilita a determinagdo da concentragdo (atividade) de uma
enzima; hd casos freqlientes em que esta dosagem € (til ou necessdria.

A dosagem de uma enzima ¢é obtida pela medida de sua aﬁvidade

As concentragdes das solugdes sdo habitualmente expressas em unidades de massa por unidades de
volume; para a aferi¢do da massa do soluto presente em solugdes de uso corrente na Bioquimica, empre-
gam-se vérios métodos, sendo a determinagdo colorimétrica um dos mais freqiientes. As solugdes de
enzimas constituem um caso especial. Muitas vezes hd necessidade de aferir a quantidade de uma enzi-

Vo A
Virax (2E) 1
VntetZE) o V)

thx
= o7

Ky (sl
Fig. 5.10 Variagdo da velocidade da reagdo enzimética em fungdo da concentragdo de substrato para duas concentra-
¢Oes de enzima (E, 2E).
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[E]

Fig. 5.11 Velocidade da reagdo enzimética em fungdo da concentragdo de enzima.

ma presente em solugdes que contém também outras protefnas — € o caso de dosagem de enzimas em
plasma sangiiineo e outros fluidos corpéreos ou em extratos celulares. Uma alternativa para esta dosa-
gem seria purificar a enzima, um processo demorado, trabalhoso e, como serd visto a seguir, desneces-
sdrio. A possibilidade de dosagem colorimétrica de uma dada enzima presente em uma solugdo conten-
do outras protefnas estd descartada, pela inexisténcia de um reagente especifico para uma dada proteina,
porque os reagentes para protefnas atuam sobre todas, ja que todas as proteinas tém os mesmos grupos
quimicos. No caso das enzimas, entretanto, esta limitagdo ndo € relevante porque o que verdadeiramente
importa ¢ aferir a quantidade de enzimas ativas, ou seja, a atividade enzimética e ndo a concentragio.
Em uma solugdo de proteinas desnaturadas, a massa da enzima de interesse seria conservada mas a
propriedade catalitica estaria perdida.

“Em virtude do exposto, a dosagem de enzimas é sempre feita através da medida de sua atividade, que é
avaliada pela velocidade da reagdo que a enzima catalisa. Dada a especificidade das enzimas, esta medida é
possivel, mesmo na presenga de outras protefnas. Para efetuar essas dosagens, uma amostra da solugdo con-
tendo a enzima é incubada com concentragdes altas de substratos, para garantir a velocidade maxima e impe-
dir que pequenas variagdes na concentragdo do substrato possam afetar as medidas. A velocidade da reagdo ¢
medida e expressa em Unidades Internacionais. Uma Unidade Internacional (U) € a quantidade de enzima
capaz de formar 1 pmol de produto por minuto em condigdes 6timas de medida (pH, temperatura etc.), espe-
cificadas para cada caso. As dosagens clinicas de enzimas no plasma e em outros fluidos sdo geralmente ex-
pressas em U/mL ou U/L (Fig. 5.12). :

A concentragdo de enzimas intracelulares no plasma € centenas de vezes menor do que no interior das cé-
lulas, onde elas sdo sintetizadas. Em condigdes patol6gicas, quando as células sdo lesadas, suas concentra-
¢Oes plasméticas tornam-se anormalmente elevadas, revelando a instalagdo da moléstia. Ainda mais, o tipo
de enzima cuja concentragdo plasmética aumenta pode indicar o tecido ou 6rgéo que sofreu a injiria. Por isto,
a dosagem de enzimas no plasma € prética corrente para a elucidagdo e o acompanhamento de muitos casos
patolégicos (Quadro 5.5). A atividade da enzima de interesse no plasma € aferida e comparada com os valo-
res médios encontrados em individuos sadios.

A medida da atividade enzimética é também imprescindivel para monitorar a purificagdo de uma enzima.
0 processo de isolamento de uma enzima € iniciado a partir de um macerado de 6rgéo ou tecido, o extrato
celular, Tomando uma amostra deste extrato, deve-se determinar a atividade da enzima em questio (em U/mL,
geralmente) e a quantidade total de Unidades presentes no volume total do extrato. Para adotar um parémetro
que permita a comparagdo com outras preparagdes e com etapas posteriores do processo de purificagdo, €
necessario usar um referencial; a referéncia habitualmente utilizada € a concentragdo total de proteina presente
na preparagio. Define-se, assim, a atividade especifica, ou seja, o nimero de Unidades de enzima por miligrama
de protefna. A cada etapa processada em diregdo a purificagdo da enzima, séo feitas novas medidas de atividade
e de concentrag@o de proteina, e calculada a nova atividade especifica. Se a etapa de purificagdo foi bem-
sucedida, a atividade especifica encontrada deve aumentar. Este aumento significa, naturalmente, que o
procedimento adotado eliminou proteinas indesejaveis. Novos procedimentos de purificagdo sio efetuados
até que, no caso ideal, a atividade especifica da preparag@o torna-se méxima e constante, indicando que a
enzima estd pura (Quadro 5.6).



