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Cinética Quimica ou Biogquimica

A Cinética quimica ou Bioquimica procura caracterizar e
analisar os fatores que influenciam a velocidade de
uma reacao, quimica ou Bioquimica, respectivamente.

o Analise quantitativa do efeito de
Cinetica — cada um dos fatores na expressao da

Enzimaéatica atividade enzimatica: [E], [S], [P],
Inibidores e ativadores, T, pH e
L iImobilizacdo (heterogénea)
Aplicacoes:

« Determinar as constantes de afinidade do S e dos inibidores (Km e Ki);

« Conhecer as condi¢des otimas da catalise (T, pH, [S] etc);

« Ajudar a elucidar os mecanismos de reacao (estudo ordem reacéo e tipo
cinética);

« Determinar a funcao de uma determinada enzima em uma rota metabdlica (para
um dado S).



A VELOCIDADE DA REACAO NAO ESTA
RELACIONADA COM A ENERGIA DE
REAGENTES E PRODUTOS.

@HN]ETH@A é diferente de TERMODIN M@ A
(velocidade) (energia AG = - RT In K (K cte equilibrio)

Estudo de uma reacao quimica ou bioquimica
especifica a uma temperatura determinada. .

Productos

Estuda-se a Velocidade da reacao medindo-se as
mudancas de concentragao que ocorremem um
dado intervalo de tempo.

Reactivos

aA+bB+..—-cC+dD+...



Introducao

Hipotese Chave-Fechadura

Emil Fischer (1894): alto grau de especificidade das enzimas originou
— Chave-Fechadura, que considera gue a enzima possui sitio ativo
complementar ao substrato, em tamanho, forma e natureza quimica

- Cavidade geometricamente rigida -
Substrate \
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Introducao

Hipotese Encaixe Induzido

Substrato induz mudancas conformacionais na enzima -»
Alinhamento preciso dos grupos cataliticos e suas ligacbes com o

substrato
Substratos analogos podem se ligar a enzima - Nao induzem

apropriadamente o alinhamento dos grupos cataliticos.
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Introducao

Eficiéncia Catalitica = | Energia de Ativacao =2
Estabilizar o Estado de Transicao

- Orbital steering = Alinhamento otimo dos orbitais do substrato e

dos grupos cataliticos
- Stereopopulation control - Restricao da liberdade rotacional do

substrato (“congelamento”)
- Distorcéo do Substrato (Rack) - Ligacbes formadas entre o
substrato e a enzima sao tao fortes que levam a uma alterac&o na

molécula de substrato




Estratégias de Catalise
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Catalise acida - Transferéncia parcial de protons de um acido para o estado
de transicao diminuir a energia livre do estado de transicao de uma reacao



Estratégias de Catalise
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Fig. 1-5. Hydrogen ion catalysis in the hydrolysis of a peptide. Peptide hydrolysis catalyzed
by strong acids takes place by specific acid catalysis in which the peptide is first protonated in
an equilibrium process. The protonated peptide is highly reactive with water because of the
disruption of electron delocalization within the amide linkage and the presence of the positive
charge. The addition of water as a nucleophile forms the tetrahedral intermediate, which

collapses by cleavage to the two amino acids. R
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Estratégias de Catalise
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Catalise basica > Aumento da taxa de reacéo com a abstracéo de®m préton por

uma base.

Residuos laterais de Asp, Glu, His, Cis, Tir e Lis podem estar envolvidos.
Ex. Hidrolise de glicosideos, ésteres e amidas, reacOes de transferéncia de grupo

fosfato, acila e glicosideos; desidratacdo de compostos 3-hidroxicarbonilas ; formagag ¢
hidrolise de aldiminas (base de Schiff) e cetiminas



Estratégias de Catalise
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Fig. 1-6. Hydroxide ion catalysis in the hydrolysis of a peptide. The mechanism is written to
represent catalysis by hydroxide ion, which initially reacts as a nucleophile adding to the
carbonyl group of the peptide. Hydroxide 1s regenerated in the last step. In a practical reaction,
a mole of hydroxide 1on is consumed by reaction with the free carboxylic acid produced in the
next-to-last step. Hydroxide reacts through intervening molecules of water that hydrate the, ton.
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Nucleofilo - espécie que doa um
par de elétrons a um eletrofilo
para formar uma ligac&o quimica
—> Base de Lewis

Estratégias de Catalise

Catalise Covalente ou Nucleofilica = Formacéo transiente de uma ligacao
covalente substrato-enzima através das cadeias laterais dos aminoacidos His, Cis,

Asp, Lis e Ser (agentes nucleofilicos)

1) Ataque nucleofilico da enzima sobre o
substrato com a formacéo de uma ligacao
covalente,

2) Perda de elétrons no sitio ativo da

B:

enzima e separacao da enzima do produto RQ—I,\’—Q'—R‘
O

formado. =

. HO

195
r
/Se

R*—NH.

Table 1-3. Enzymes that Employ Nucleophilic Catalysis.

MNucleophilic Side Chain

Enzvmes

Serine (B-OH)

Cvysteine (B-SH)

Histidine (P-imidazole)

[Lyvsine

Glutamate and aspartate (COOH)

Serine proteases

Esterases

Alkaline phosphatases
Cysteine proteases

Acyl transferases
Phosphotyrosine phosphatases
MNucleoside diphosphate kinase
Galactose-1-P uridvlvltransferase
Histidine triad (HIT) proteins
Acid phosphatases

DNA Ligase

RMNA ligase

RMNA capping enzyime
Retaining glycosidases
Coenzyme A transferases

SerlQo



Estratégias de Catalise
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Fig. 1-9. Nucleophilic and general acid-base catalysis in the enzymatic hydrolysis of a glyco-
side by a “‘retaining” glycosidase. In a retaining glycosidase, one carboxylate group in the
active site reacts as a nucleophile to displace the aglycone and form a covalent glycosyl-enzyme
intermediate. The process proceeds with inversion of configuration at Cl of the glycosyl
substrate, so that an o-glycoside substrate becomes a B-glycoside intermediate. Hydrolysis of
the enzyme-glycoside intermediate also proceeds with inversion of configuration at C1, ané the
overall hydrolysis proceeds with retention of configuration. e



Estratégias de Catalise

Catalise por lons metalicos
- Catalisador eletrofilico, estabilizando uma carga negativa em um intermediario de

reacao. Ex. metais divalentes;

- Catalisador nucleofilico, aumentando a acidez de uma molécula proxima, como a
agua na hidratacéo do CO2 pela anidrase carboénica;

- Ligando-se ao substrato, aumentando o nimero de interacbes com a enzima,

tendo como exemplo das NMP quinases.
Metalo-enzimas - LigacOes fortes com Fe+2, Fe+3, Cu+2, Zn+2 e Mn+2,

Enzimas ativadas por metais - LigacOes fracas com Na+, K+, Mg+2 e Ca+2.

Metal ions act as Lewis acids in biological reactions that take place in agueous solutions. Examples
include phosphotransfer and the facilitation of enolization by enolase, racemizations and

dehydration by aconitase.
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Estratégias de Catalise

Catalise por Aproximacéao e Orientacao

Muitas reactes incluem dois substratos distintos, onde a velocidade de reacéo e
aumentada pela aproximacao destes a uma superficie de ligacdo em uma enzima. A
estrutura tridimensional da enzima pode trazer varias cadeias laterais reativas a uma
grande proximidade no sitio ativo. Ao se ligar ao substrato no sitio ativo, a enzima
orienta o substrato para a interacao mais eficiente com estas cadeias laterais.

Ex. Reac0Oes intramoleculares, facilitando ciclizacdo de moléculas, e fosforilacéo

near attack conformations (NACs)

—> structure in which reacting groups are in close proximity and in orientations that allow the
reaction to proceed.

—> pretransition-state structure that faces a small barrier to reaction. In this regard, the
energetic relationship with the transition state may be similar to that of a metastable
intermediate.
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Estratégias de Catalise

Catalise Eletrostatica

- Quando um substrato se liga a enzima, a agua € excluida do sitio ativo
(dessolvatacao), causando uma diminuicdo da constante dielétrica local, o que aumenta
as interacOes eletrostaticas no sitio ativo, e também resulta na protecéo dos grupos
reativos da agua, evitando a formacéao de produtos indesejaveis.

- O envolvimento de grupos funcionais carregados da enzima na estabilizacéo de
intermediarios instaveis no mecanismo quimico

- stabilisation of charge developed at TS Thermodynamic State

- for example, serine and cysteine proteases favour the formation of a
tetrahedral intermediate by stabilising the negative charge developed
on oxygen, in an oxyanion hole

— e.g.: consider papain, a Cys protease

oxXyanion
hole




Modelos Cinéticos

v = Atividade Enzimatica

:d_P_> v dS

dt dt

Velocidade de reacgao:

V

[P]

“diminuicao na concentracao de um
dos reagentes ou formacgao de
produto na unidade de tempo”

U

Concentracoes sao
geralmente dadas em mol.L!
e o tempo em minutos

linear

0 ti tempo



Consideremos a seguinte reacao:
2A > B

Consomem-se duas moles de A por cada mole de B que se forma, ou seja,
a velocidade com que A se consome € o dobro da velocidade de formacao
de B. Escrevemos a velocidade da reacdo como:

1 A[A]

velocidade=————  ou velocidade:_A[B]
2 At At

No caso geral, para a reacao:
aA+bB - cC+dD
A velocidade é dada por:

velocidade= _1A[A] = _1AB] — 1 A[C] _ 1 AD]
a At b At ¢ At d At




Consideremos a reacao
NH,* (ag) + NO, (ag) = N, (9) + 2 H,0 (€)

para a qual

TABLE 14.2 Rate Data for the Reaction of Ammonium and Nitrite lons in Water at 25°C

Experiment Initial NH,* Initial NO, ™ Observed Initial
Number Concentration (M) Concentration (M) Rate (M/s)
1 0.0100 0.200 5.4 %X 1077
b 0.0200 0.200 10.8 X 107~/
3 0.0400 0.200 21.5 X 10~/
4 0.0600 0.200 32.3 X 107/
5 0.200 0.0202 10.8 X 10~
6 0.200 0.0404 216 X 1077
7 0.200 0.0606 324 X 1077
8 0.200 0.0808 433 X 107

Verifica-se que

0 quando a [NH,*] duplica, mantendo a [NO,] constante, a velocidade
duplica;

0 quando a [NO,] duplica mantendo a [NH,*] constante, a velocidade tambéra
duplica;




Logo, v oc [NH,*][NO,]

v =K[NH;1[NO3]

onde k é a
Relacionada a variagcao da concentracao de reagente ou produto na
unidade de tempo, em uma reacao na qual todos os reagentes
encontram-se em concentracdo unitaria. Por esse motivo, [« também é
chamada de velocidade especifica de reacéo,
K esta relacionada com a concentracao dos reagentes e com a
temperatura




Consideremos a reacao geral:
aA +bB - cC+dD

A equacao da velocidade assume a forma:

Velocidade = K[A]X[B)Y

x,y,k — determinados experimentalmente
x e y —ordem de uma reacéo; x € a ordem de A ey é a ordem de B.

A reacao tem ordem global (x +y)

Chama-se ordem de uma reacao (ordem global) a soma dos valores das poténcias

a que as concentracdes de reagentes se encontram elevadas na equacao cinética
da reacao

Uma reacéo pode ser de ordem zero, 1 (1.2 ordem), 2 (2.2 ordem), etc.
Tanto a ordem de uma reagio quimica como a constante de velocidade devem ser

determinadas experimentalmente.



As Leis de Velocidade mais simples podem ser
dadas tanto na forma diferencial (como visto
anteriormente) ou na forma integrada

Lei de Velocidade Ordem
V =k (@)°=k 0
V =k (a) 1
V =k (a)? 2
V =k (a) (b) 2
V =k (a) (b)? 3

é a soma dos expoentes dos
termos de concentragao que aparecem na forma
diferencial da Lei de Velocidade



X As reacOes de primeira e
de segunda ordem sao os tipos mais comuns de reacoes.

\/
000

A equacao concentracao tempo é:

_dlAl_,
dt

% A velocidade de uma reacdo de ordem zero € constante e

[A] = [A]p — Kt

Independente das concentracdes de reagentes.



[Aly

[Al =5

Grafico da
concentragao [A] em
funcdo do tempo para uma
reacao de ordem zero

€ 0 tempo necessario
para gue a concentracao de
uma reagente diminua para
metade do seu valor inicial.

[Alo

2k



Uma é uma reacao cuja
velocidade depende da concentracdo de reagente

elevada a poténcia unitaria.

velocidade = AA[':‘]

velocidade= k| A]
AlA] _ __AlAl i
~: — k[A] = k = AT (s )

— In [ﬁi’ — kt < In[A], — In[A]= Kkt

= In[|A]= —kt + In|A],




In [A],

[Aly

[A] >
/'/
In[A] —

Time —> Time —>
(b)

(a)

a) Diminuicao da concentracao do b) Utilizacdo da representacdo grafica
reagente com o tempo. da relacdo linear de In[A] em funcao do
para calcular a constante de

‘\'

tempo
velocidade.



[Aly

[A]0/2 S

Concentration of A

[Aly/4

[Aly/8 — ‘\‘f\,\'&
1/2

0

0 1 2 3 4
Time (arbitrary units)
Variagcao da concentracao de
um reagente com o numero de
tempos de semi-transformacéo 1, =
para uma reacao de primeira
ordem

tzlln A

K [A]

Por definicao de tempo
de meia-vida, quando
t=t,/2,

[A] = [A],/2

1 A 1 0,693
Eln[p\[]% = t1/2 = E|n2 = t1/2 ==



“Reacoes de segunda ordem sdao aquelas nas quais a velocidade da reacdo quimica é

proporcional ao produto das concentragoes de dois reagentes”™

E areacdo cuja velocidade depende da
concentracao de reagente elevada ao quadrado
ou de concentracoes de dois reagentes

diferentes, cada um deles elevada a unidade.
1° Caso: A — produto

2° Caso: A+ B — produto



A — produto

velocidade = AlA]
AT
velocidade = kK|Af
AlAa] _ K[AT
AT

<= [AA[:]A;] (I\/Isj

MV [M]* = -kdt L/[M] = kt + (1/[M]o)



A + B — produto

velocidade = A[A]: A[B]

AT AT
velocidade= k|A|B]
aal_ 2Bl lalB]
AT AT

1

1 I
AN




/-bl tio ' Podemos obter uma
[A], 00 J equacao para o tempo de
J 0@0 meia-vida da reacao de 22
Q00 o ordem, se fizermos
9 J [A] = [A],/2 na equacéo:
% Bt 1 1
‘i = g@ = A = A + Kkt
;‘3 [Aly/2 <t1/2= 0°° 0 u 0 0 - t:3t1/2 [ ] [ ]O
; o || © Obtém-se
[Al/4 — \'
/ | 1 1 1
[Alo/8 1™ - t e — = +kty, S, =7
e (AL /2 [A] k[A
|

0
0 2 4 6 8 10
Time (arbitrary units)



2

Velocidade =k

Velocidade = k [A]

Velocidade = k [A]?

[A] = [A], - kt

In[A] = In[A], - kt

1 1

+ kt

[A] [Alo




Modelos Cinéticos

Michaelis-Menten — equilibrio rapido

1913
<= Leonor Michaelis -Enzimologista
Maud Menten - Pediatra =——)

K1 : -
+ S » L p
- ~ ~ = ~ ~
Etapa rapida Etapa lenta
Hidrolases (Agua em excesso), isomerases e liases > comportamento cinético
vo = k[E] [E] <« [3]
lEo] = [E] + [ES] [Sol = [S]

[Sol = [S] + [ES] > Vo = k[ES]



Modelos Cinéticos

Hipotese do Equilibrio Termodlnam|CO_> k, < k_q

ou de Henri
_[ET-[S] _ ([Eo]l—[ESD - [S] (ES] = [Eo] - [S] ko , _ Vmax " [S]
O [ES] T [ES] - TK4[S] T Y K418

Hipotese do Estado Estacionario ou de Briggs-Haldane

% = k1 [SI([Eo] — [ES]) — (k—q + k2)[ES] =0

_ [Eo] - [S] k> . _ Vinax * [S]

R =1 "0 T Ky 18]
1

I Numero maximo de moléculas de substrato convertidas a
cat moléculas de produto por sitio ativo por unidade de tempo

k

cat = k2 Cinética de um substrato, e um sitio ativo 33



Modelos Cinéticos

Davidas: QUANDO KS = KM?

k_,+k
KM _ 1 2
kq
ka
Ky = Ks +
K. = [EN[S] _ ks ke
> [ES] T ky k, < k_;= Ky = K

Duvidas: O que é eficiéncia catalitica ou constante de especificidade?

kcat k2 ‘ kcat
KM _k_1+k2 g kz <<k =>KM kl

kl 34




Enzimas — ordem da reacao

V max [S]
Km + [S]

V =

Quando a formacao de P
for proporcional a [S]

a velocidade da reacao

é de 1a ORDEM

V = Vmax [S]
Vv Km 1- [SN > Km>>[S]

1 / = Vmax
2 Quando a velocidade da reacao

independe da [S] a reacao é de
ORDEM ZERO

2- [S1T > [S]>>Km

!

v = Vmax

[S]



Modelos Cinéticos

Km depende:

- aspectos especificos do mecanismo de reacao;
- n° de passos da reacao;

- velocidades relativas dos passos individuais.

ENZIMA SUBSTRATO Km (mM)
Catalase H202 25
Hexoquinase | ATP 0,4

D-Glicose 0,05

D-Frutose 1,5
Quimotripsina | Gliciltirosinilglicina 108

N-benzoiltirosinamida 2,5

Se em um experimento usarmos [S] = Ks o maximo que
poderemos alcancar para v € um valor de v= Ymax/2, sendo
este independente da concentracao da enzima.



Determinacao Experimental dos
Parametros Cinéticos

Representacao hiperbdlica de assintotas:




Metodos de Linearizacao

’ . ) 1lv
Metodo dos inversos de Lineweaver-
Burke

K/ Viax
1/V X
1Ky U[S]
Método Eixoy Eixo x Intercessao Intercessdao Tangente
eixoy eixo X

Lineweaver-Burke 1/v 1/S 1/Vuax -1/Kw Ks/Vuax
Hanes Siv S KM/VI\/IAX -KM 1/VMAX
Eadie-Hofstee Vv VIS Vmax VMAX/KM -Km
Integrado 1/t In(S./S) (SrS)/t VMAX/KM Vvax -1/K|\/|

métodos integrados sao importantes para determinar mecanismos de inibicao



ENZIMAS - METODOS GRAFICOS
Permitem obter os parametros cinéticos (Km e
Vmax)

x Grafico dos Reciprocos de Lineweaver-Burk

1 Km 1
— = +
V. Vmax[S] Vmax
1
\'/
Inclinacao = Km
Vmax
Q“ 1
‘."’ Vmax
- >
-1 1
Km [S]




xGrafico da equacao integrada de Michaelis-Menten

[S] Vmax_ 1 ([S]o_[s])
t [S] K K t

m m

Vmax
Km

Inclinagao = -1/Km

Vmax
/

([S1--[ST)
t



x Grafico de Hanes-Woolf

Inclinacao =

1
Vmax




xGrafico de Eadie-Hofstee

Vv
[S]

4z



Aula 3 - Inibicao Enzimatica

xQualquer substancia que reduz a velocidade de uma reacao enzimatica.

Reguladores — ativadores — aceleram v
Inibidores — reduzem reversivelmente v

Inativadores — reduzem irreversivelmente v

INIBIDORES

i—l—l

REVERSIVEIS IRREVERSIVEIS

COMPETITIVOS NAO COMPETITIVOS INCOMPETITIVOS



Substratos suicidas = substratos analogos que formam uma ligacdo covalente no sitio

ativo, bloqueando irreversivelmente a enzima

SOLF
HoC
> CHOH
B __C;?, S U GI?G ?HzOSOgR
N/CHCDNH— —+ T — e /CHCONH—
™
i H
Serine protease phenylmethanesulfonyl fluoride inactivated protease
Acetilcolina esterase é inibida por

diisopropilfluorofosfato (DPFP) —> precursor de
gases organofosforados, como o Sarin -2
neurotoxina

Falha na hidrélise de acetilcolina leva a
insuficiencia respiratoéria, dose letal de 100 mg
Outros sintomas: vomitos, salivacdao, sour
excessive, colicas abdominais, coma

(CH3),CH—0__ /53'

=)
CHycH—0" g

Diisepropyl phosphorofluoridate



E+1 % EI % EI..

Elo = [E| + [EI] + [EI}; = [E], + [EI}; .

diE;  d([E], - [E],

dt dt = kalEL]
- d[E] [EI]Ki
d[E],/d=0 - S E) (R, = (B0 (B = [ET) ¢
t I
dE, k),  lam, / hdt 2 &
& K ] ") T K% 0
1 + [I] [E]ﬂ t—0 1 + m GE’ \

time




Inibicao Enzimatica

Inibicao Competitiva

1. Modelo

classico, S e 4. Os sitios de

| competem ligacdo parale S

pelo mesmo sao distintos, mas

sitio de se sobrepbem

ligacéo

5. Aligacao de |

2.1e Sséo em um sitio
mutuamente inibidor distinto

excludentes
por causa de
impedimento
estéreo

causa uma
mudanca
conformacional
na enzima que
Nnao permite a
ligacdo do
substrato (vice-
versa)

3.1 e S possuem
um sitio comum
de ligacéao




Ks Kp

E+S 4<“—>»ES—p»PE +P

+

I

e
Afeta a afinidade da

El enzima pelo seu
substrato (Kg), sem

afetar a reatividade do
complexo ativo enzima-
v S] substrato (V,,ax)

v = minimizada em
max 5 [1+ [l]j +[S] elevadas [S]




Plot de v versus [S] na presenca e na auséncia
de uma concentracao fixa do inibidor competitivo

T T T T T T T T T I

Vinax Control ‘5”" 110
) i

/q -1 0.8

+ Competitive 1"

inhibitor -10.6
0.5 Vinax t--f--- -~ at |1} = 3K; 7

i -10.4

—0.2
Mapp ]

0 /l / | 1 | ] | | | | tr{! | 0
] 2 4 3] 8 10 12 14 16 18 20 B0
[S]
cam inibidor
y . 1 .
_____ gem inibidor tya= (KmAm) (1+[1]/Ki)
i
carm inibidor z_‘ tg & = KV
Lineanzando //
Thm e serm inibidor
W2 - — A
~
1 Ve /
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Inibicao Enzimatica

Inibicao Competitiva
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Inibicdo Enzimatica

Inibicao Competitiva

Grafico de Cornish-Bowden




Inibicao Enzimatica

Inibicao Competitiva - Exemplo

COO

| oo coo* SD-FAD SD-FADH, ,“O0
H,N=CH | coo | ch

I c=0 coo | CH, —l ]

CHZ | | CHZ I — Succinate CH

I (:H2 COO_ | CH2 {fn:."‘f_l'i'."‘.;'f: }_.'_i"-;.’.’ 1ase /

CH, | Ovatare OO L 2} COO-

(!:00_ coo - Malonate coQ Fumarate

Glutramarte Oxaloacetate Succinate

Fig. 8. The substrate and ditferent competitive inhibitors ot succinate dehyvdrogenase (SD).

Efeito do dcido malbnico na succinate desidrogenase, pertenecente ao Ciclo de Krebs.
Outros inibidores menos competitivos: oxalate, glutamate and oxaloacetate.

Caracteristica comum: presenca de 2 grupos -COOH groups, sugerindo que o sitio ativo da
flavoenzima SD possui 2 grupos de ligacao carregados positivamente



Modelos de Inibicao Nao-Competitiva

1. S e | ndo sdo mutuamente excludentes, mas ESI é
cataliticamente inativo (ndo competitiva)



2. | ndo pode se ligar ao complexo ES ja formado, mas também forma
complexos terciarios enzima-inibidor-substrato cataliticamente inativos

NS



3. | e S sdao mutuamente excludentes por causa de impedimento estéreo



Ks Kp

E+S <4—>» ES—p E + P
+ +

Y

El + S <—» ESI

Afeta a reatividade da

v [S] enzima pelo seu

Vi B kg +[S] substrato (_Vr_nax), sem

Cm afetar a afinidade do

[1+ k_j complexo ativo enzima-
|

substrato (Kg)

55



Plot de v versus [S] na presenca e na auséncia
de uma concentracao fixa do inibidor nao-competitivo

] ] T I | 1
Vinax —H10
Control / dog
- 08
—H07
0.6
v U
05 Vl'll.;x """ 405 FS B
. 14 com inibidar
' + Noncompetitive ]
. , inhibitor 04
ma : at [I] = 2K;
: " o3
1
1
; ! — 0.2
05 Vinay, : " sem inibidor
'. o1 1/ %'m aparente
0 ¥l | | i 1 | 1 L L m 1 0 o
0 2 4 6 8 10 7 100 14/m
. e
(5] x'(
-1 4 Km 1/[S]

Wrmoaparente = Wm0+ (1] KD



Inibicdo Enzimatica

Inibicao Nao-Competitiva

Grafico de Dixon

increasing

[S]




Inibicao Enzimatica

Inibicao Nao-Competitiva

Gréafico de Cornish-Bowden
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Inibicédo Enzimatica

Inibicao Nao-Competitiva
Maioria dos venenos: cianeto e azidas inibem enzimas gque

possuem ferro ou cobre como componente do sitivo ativo ou
grupo prostetico, como a citocromo c oxidase.

Estes também incluem a inibicdo enzimatica por H* pelo lado
acido, ou por OH- pelo lado alcalino na faixa otima de pH, como
acetazolamida (inibicao da anidrase carbdnica); aspirina
(ciclooxigenase); e AMP (frutose-1,6-difosfatase)



Modelos de Inibicao Acompetitiva

Ocorre a altas [s] e ocorre bloqueio de ES. Na enzima pode haver 2 sitios de ligagdo, um
para S e outra para |, sendo que este Gltimo s6 se torna ativo quando o complexo ES esta
formado. O complexo ESI formado nédo gera produtos.

—> Product

60



Ks Kp
E+S<4—p» ES—p E +P

+

I
I
ESI

Inibicao Mista:

voo_ [S] afeta tanto a afinidade de
Vimax +(1+ [I]j S| E por S (kg) como a
i reatividade de ES (V, .« )



Plot de v versus [S] na presenca e na auséncia
de uma concentracao fixa do inibidor acompetitivo

corn inibidar
1hye
serm inibidar

1/ %m aparente

v

/ 14m
S
-1/ Km 5]

Ym aparente =Vm /1 + [1]/Ki)
K aparente = Km /(1 + [1]/ K]



Inibicdo Enzimatica

Inibicao Acompetitiva
Grafico de Dixon

T, increasing

[S]




Inibicao Enzimatica

Inibicao Acompetitiva

Gréafico de Cornish-Bowden




Inibicédo Enzimatica

Inibicao Acompetitiva

Mais dificil de ocorrer, mas frequente em enzimas

multiméricas.

- Inibic&o da lactato desidrogenase por oxalato

- Inibicao da fosfatase alcalina por L-fenilalanina

- Inibicdo das enzimas gue regulam a forma do grupo
heme por chumbo, que atuam interferindo na formacao
de pontes dissulfeto. Pode ser revertido pela acao de
agentes redutores e dialise



Inibicdo Enzimatica

InibicOes Parciais

k ,
E+s =— ES —& E+P

ks [E][N

+ } ch _ k; _ [EI] 2
‘ l ks [ESIN
k.;“k—s k4l k_4 Km —k_4— [ESl]

_ks | k
El+S 5= ESI == EI+P v —k,[E], Va=ke[E]o

(vl z['] )[51
"

U=




Inibicao Enzimatica

Ex.: Cytochromes P450

heme b-thiolate enzymes, that catalyze
mono-oxygenation reactions by the
insertion of one oxygen atom from dioxygen

InibicOes Parciais

Enzyme inhibition

E+l— E/

Irreversible inhibition

v, =0
2 =
“
Complete inhibition
/ N
K, —= l Km—{:‘o
Non- Un-
Competitive  competitive competitive
| inhibition |
I=lP Kic 7 Kj, Kic = Kjy ITA
Product ﬂ:_e:‘}m EE:E Substrate
inhibition P inhibition

inhibition

\EH = EI

Reversible inhibition

into a hydrophobic substrate, the other
atom being reduced to water. In animals,
play a key role in the oxidative phase of the
detoxification metabolism converting the
majority of drugs, procarcinogens,
environmental pollutants and plant
secondary metabolites brought by food

.
Vo= 0
S
Partial inhibition
Vi =/’;FE J
Partially non-

re

Partially-
competitive competitive
inhibition

/N

Kic ?;K. Kic
Mixed Pure
partially non-competitive
inhibition

Partially
uncompetitive

= K;

[L¥]



Inibicao Enzimatica

Inibicao por Substrato

A Inibicdo completa

[S]

Low [S] favors formation of ES and alignment of
reactive groups (*) of Eand S

~

Inibic&o parcial

(S]

High [S] favors formation of ESS
and nonproductive binding

active site

~—

~

— -

e —

Enzyme



Exemplos:

I N | b | (;é_o En Zi m é“ ca Invertase; T[sacarose]

Beta-glicosidase; 1[celobiose]

Inibicao por Substrato

E+S RS re——in K4 P V,S

complete substirate
mbibition

] O substrate
imnmhibition

g . [ wpe =

.T'\\‘ partial substrate

inhibition

1/1S]



Exemplos:

| N | b | (; éo E N Zi m é’“ ca Beta-galactosidase; t[galactose]

Beta-glicosidase; t[glicose]

Inibicao por Produto

Sendo neste caso, inibicao do tipo competitiva.

Inibidor pode se ligar somente apods a entrada do substrato

ks kp
£+ 5 <> ES —> E+P VinS
+ V= 2
p K (1+—)+S
b ki " ki

EP



Influencia da [E]}

100 |
%. 80
O i Saturacao de
;a,." 60 Enzimas
g X
'E 40 |-
Q " C
o
20 + Inibidor 7]
- Reversivel
0 ' 1 ! | i —
0 10 20 30 40 50

[E], nM



Influencia da Temperatura

Para a maioria das reacoes, a

" —3
velocidade aumenta com um 3x10

aumento da temperatura.

s 2x1073
Teoria das Colisdes de Arrhenius ~
Modelo que explica o aumento da
velocidade das reacbes com o0 aumento da 1x10-3

temperatura, considerando que as
moléculas, para reagirem, tém que colidir

umas com as outras.

Contudo, nem todas as colisbes resultam 180 190 200 210 220 230 240 250
Temperature (°C)

na formacgéao de produtos; s6 uma pequena

parte delas vai resultar na ocorréncia de

reacdo, dependendo de dois fatores:



Para que uma reacao aconteca, € necessario que as moléculas dos

reagentes colidam com a orientagao correta.

Before collision

Before collision

2 e W

Collision After collision

Colisao Eficaz

¢l o P

Collision After collision

Colisao Ineficaz e



Energia de ativacéao:

Tal como uma bola ndo consegue alcancar o topo de uma colina se
nao rolar com energia suficiente até a colina, uma reacdo nao ocorre se
as moléculas ndo possuirem energia suficiente para ultrapassar a
barreira de energia de ativacgao.

s




segundo a teoria das colisdes postula-se
gue, para que possam reagir, as moléculas que colidem tém de
POSSuir uma energia cinética total maior ou igual do que a energia
de ativacdo (E,). E a energia necessaria para que se inicie uma

dada reacéo.

Energy —>

Reactants Products



€ a especie formada transitoriamente pelas
moléeculas de reagentes, como resultado da colisdo, antes da
formacao do (s) produto (s)

5 v
3 A+B 3 A+B
= =
g 2
g g
uncatalyzed C+D catalyzed C+D

Reaction progress Reaction progress



A fracao de moleculas, f, com energiaigual ou superior E_ é:

|
Lower temperature |

|
Higher t'emperature

T Minimum energy

| ;
| needed for reaction, E,
|

|

Fraction of molecules

Kinetic energy



A maior parte dos dados da velocidade das reacGes obedece a
seguinte relacao
—E Ey
Em que:
k- constante de velocidade
A — fator de frequéncia (medida da probabilidade de uma coliséo eficaz)
E_ — energia de ativagao (kJ/ mol)

R — constante dos gases ideais ( em unidades S.I. 8,314 J/K . mol)
T — temperatura absoluta



Ink=1In A —(E/R) (I/T)

Uma relagdo de In k em fungdo de 1/T resulta em uma reta cuja inclinagdo é o valor

de E./R e o intercepto ¢ In A, como na figura abaixo:

Ink \

A

In A

Ink=InA-(E/R)(1/T)

/T



Rearranjando a Equacao de Arrhenius, obtém-se:

5
k=Ae BRT —~ Ink = (— BJ(EJJF In A
R AT

E, (kd/mol) -~
R =8,314 J/K.mol

—10

—9, Do

0.0019 0.0020 0.0021 0.0022
1/T

Para duas temperaturas, a relacao entre as constantes de velocidade é:

E.(1 1 | o |
Nk, —Ink,=—2| =——=1 In(ksk) = E/R(/T, - IUT,)

R\T, T,

Inx = 2,303 log x ]gg (ko/ky) = EJ/2,303R(1/T, - 1/4,:




Para verificar quanto a variagdo da temperatura afeta a velocidade de uma reacio

- . . . - - . _ . N
quimica, vamos considerar que a energia de ativacdo para a reac¢ao seja de 50 Kj mol™ e que a

variagdo de temperatura seja de 27 para 37 graus Celsius.

Converter as duas temperaturas para graus Kelvin:

= 27 + 273 = 300K

37 + 273 = 310K

.. . . - o 3 . -1 -1 ~
2. Adicionar a energia de ativacao, Ty, T2, e R = 8,31 x 107 Kj mol” K™ na equagio

de Arrhenius
log (ka/ky) = 50 Kj mol'/2.303 (8,31 x 107 Kj mol' K™') (1/300 K - 1/310 K)
3. Avalie o lado direito da equagio: log (ka/k;) = 0,2808
4. Aplicar antilog nos dois lados da equacio:
antilog [log (k>/k;)] = antilog 0,2808
ka/ky = 1,91 = k, = 1,91 k,

Em outras palavras, aumentando a temperatura da reacio quimica em 10 graus, a

velocidade aproximadamente dobrou, devida ter dobrado a constante da velocidade.



Acao Enzimatica

Complexo Ativado

—hait
V= ’Zi[g]g ez

ande :
i (constante de Boltzmann)=1,38* 10" JJK

1 (constante de Planck) =6,63*10** J.s

R (constanteuniversal dos gases)=38,31Jmol.K
T (temperatura, K)

......................................................... L J S (concentracao de substrato, molL)

Produto

Progresso da reacdo (t)



pK, = —logK

Influencia do pH “CHW
Sitio ativo dibasico / \\% I
EH RCH HCH

HEH

\
o COOCH COO
pKy=4
= pK,=7.
/

E, = [HEH] + [ EH] + [HE"] + {E7]

HEHIK,
[H]
HEHIK,
[H]
HEHJK.K, [HEHJK,K,
HY* o [HYP

~EH| =

[HE ] =

[E7] =

Concentration of enzyme forms




Influencia do pH

KA kca1
E +A === EA ———— E

g

HE HEA

Gréfico de Dixon-Webb

3

log Y




Influencia do pH

1t K3
N/ W kcat
HE + A =2 HEA — HE + P
N N
K2 Kq
/ Y/
E EA
3

11

Vi
LH K |f
K, H
1+£+‘£§
Ka I;_} II(;I + A
it ks
1+&+H




Influencia do pH

H:E + A === HEA

#Th

> HE + P

XK pt

> E + P

v 2= 1000

V=10

10

11

+ A




Influencia do pH

H.E + A —=—= HEA"

T 1

H.E + A z=—— HEA
7N

N

Ks

e W

HE+A —— HEA

lonizagcao de Substrato

V\AF 17 H K, H K,
Iog E) =lﬂ'g(f) _lﬂg(1+'f+ﬁ —lng 1+E+-H—
1

N AN

V/K=100




Modelos com mais de um substrato

Mecanismos Sequenciais
Aleatorio A B P Q

kq lkl ko J k_ ks )[kS ke ]\kﬁ

If one of the two substrates is EB EP
kept constant, Equation ks | k3 ke | ks k7 | k_y ks | kg
reduces to the ordinary

. . . W
Michaelis-Menten equation B A Q P

VilA][B]

i

~ KiaKumgp + Kmp[A] + Kma[B] + [A][B]




Modelos com mais de um substrato

Mecanismos Sequenciais
Aleatorio

B Slopes =
(KinatKaKma/[B])/ V.

pil

(14 Kmg/[B)/(Kma+KiaKims/[B])

{(1+Kns/[B])V

(1-KmaKin )/ V
-1/Kia

0 1/A]

1/v




Modelos com mais de um substrato

Mecanismos Sequenciais
Exemplos:
Ordenado Desidrogenases

E+A %_ EA

EA+B == EAB-EPQ <= EQ+P

—

-2 -3

EQ == E+Q Vi[A][B]

v Kia Kmp + Kmp|A] + Kima [B] + [A][B]




Modelos com mais de um substrato

Mecanismo Theorell-Chance

Exemplos:
Vi |A][B] Alcool Desidrogenase
=
KiaKimp + Kmp|A| + Kna|[B] + [A][B]
A B P Q

ki [k k>k2 kg/k_g kg | k4
! N/

E EA EQ E

An iso-ordered mechanism
exists when the enzyme
isomerizes

in the central complex
from EAB to FPQ

ki | ko ka 1k k3 (ks ks kg

E EA (EAB) FQ F E
FPQ



Modelos com mais de um substrato

Mecanismo Ping Pong Exemplos:

Transaminases
Fatty acid synthase

A P B Q

A 11\

ke | kg kot ks ksl k_3 ko | ky
V) \
EA FB
e () F (k)
Vi [A] [B] binding constants of

K [A] - K [B] + [A][B] e orprodicts fo e e ename e

Kq, Kz, Wwhere ‘i’ means ‘inhibition’.



Modelos com mais de um substrato

Mecanismo Ping Pong

B Slope = K,»/V

(B]

o

— (1+Knel[B]/V

1/v

(14K onp/[B)) Koma




