Enzimas que ultrapassam o limite difusivo

Em certas condicdes é possivel observar eficiéncias cataliticas superiores ao
limite difusional do substrato e enzima.

1 - Canalizacao de substratos:
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A difusdo do produto de uma reaccao enzimatica é facilitada por canalizacao para o
centro activo do proximo enzima da via metabdlica. Por vezes as varias actividades
enzimaticas estao localizadas num mesmo complexo multi-enzimatico (e.g.: complexo
piruvato desidrogenase no ciclo TCA)

A difusdo de um substrato hidréfobo pode ocorrer no interior de uma membrana,

limitando o volume disponivel para a difusao até ao centro activo do enzima
(e.g..enzimas da cadeia respiratoria)



Exemplo de canalizacao de substratos:
o0 complexo da piruvato desidrogenase

Complexo multienzimatico:

Canalizacao dos substratos:
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Exemplo de canalizacao de substratos:
cadeia respiratoria mitcondrial

NADH+ H™ NaADY

Matrix



Enzimas que ultrapassam o limite difusivo

2 — Conducao activa do substrato:

Campo eléctrico
negativo

Campo eléctrico
positivo

Anido superoxido (O,")

Conducéo electrostatica na superéxido dismutase



Potential electrostatico do enzima superoxido dismutase

B positivo B negativo



Equacao reversivel de Michaelis-Menten

Uma vez que todas as reaccao enzimaticas sao, em principio, reversiveis, o
tratamento apresentado para os enzimas mono-substrato so6 ficara completo
se for permitida a reaccao inversa a de formacao do produto:

E+A<£>EA;‘<—>;E+P

-1 -2

Também neste caso assumimos condi¢coes de estado estacionario para o
complexo central:

d[EA]
dt

=0

Sendo a variacao de [EA] dada por

d[EA]
dt

=k ([E], ~[EADIA]+ kL, ([E]y —[EAD[P]=(k_ +k,)[EA] =0

(cont.)



Equacao reversivel de Michaelis-Menten

Resolvendo em ordem a [EA] fica:

[EA] — kI[E]O [A] + k—z [E]O[P]
k_ +k,+k[A]l+k,[P]

A velocidade efectiva de formacao de produto ja nao € simplesmente dada
por v=k,[EA], porque temos também que considerar a reacgao inversa que
consome P para formar EA:

v=k,[EA]-k ,([E], - [EA])[P]

Substituindo o valor anterior de [EA] nesta expressao e simplificando, temos

V= klkz[E]o[A] o k_1k_2[E]o [P]
k_ +k,+k[A]+k_,[P]

(cont.)



Equacao reversivel de Michaelis-Menten

Note-se que se tivermos [P]=0, esta expressao reduz-se a

_ _KK[ELIAL  __K[EL[A]
k , +k
k—l + kz + kl [A] -1 2 +[A]O
kl
que € a simplesmente a equacao de Michaelis-Menten obtida no contexto do
mecanismo de Briggs-Haldane. (Porqué [A], em vez de [A] ?...)

0

As expressoOes da constante de especificidade k, e para a constante de
Michaelis, K5 (0 uso do “A” em indice denota reacgao directa),

KmA — k—ll;l_ k2 o kA — ;2 — kklka
1 mA -1 + 2

Tém um equivalente para a reaccgao inversa dado por

k, k. k,

K _ k. +k, _ :
K ., k., +k,

mP k2

e kP:

(cont.)



Equacao reversivel de Michaelis-Menten

(oont.) se substituirmos esta definicbes na expressao da velocidade, fica:

kA[E]o [A] B kP [E]o[P]

AT [P
KmA KmP

V=

Esta expressao € a forma reversivel da equacido de Michaelis-Menten, n&o
sendo exclusiva do mecanismo particular a partir da qual foi obtida.
Mecanismos muito mais complexos podem produzir esta equacao!

Note-se que:
o _ ke [ELIA] _ Ky [EL[A]
K., +[A] 1+ (Al
K

m

logo a forma funcional da equacao irreversivel de MM fica semelhante a
forma reversivel desde que escrita em termos de k, e K,



Mecanismo reversivel com dois complexos centrais
(mecanismo de 3 passos)

Uma extensao natural do mecanismo discutido consiste em assumir que a
ligacao do substrato e libertacado do produto ocorrem de modo simétrico, e
que o complexo enzima-produto tem uma existéncia que nao € desprezavel:

E+A<£EA%<;>EP<"—>;E+P

-1 -2 -3

A equacio de velocidade tem a forma funcional do mencanismo anterior,

K [E1,[A]= K, [E],[P]
L [AT_[P)
KmA KmP

Y =

Mas as definicdes dos parametros observaveis em termos das constantes
cineticas sao muito mais complexas.

(cont.)



Mecanismo reversivel com dois complexos centrais

. _ K\ [EL[A] -k, [E],[P]
1, Al [P]
KmA KmP
o ko rkkrkk o kk Lok k ke k,
" k(k, k4 k) kL, +k +k Y Kk ko, +k k +kok,
o _kkorkkrkk o kk, Lk k_k k.

Tk ko, k) ko tk, kT K ko, tk k +hok,

Note-se que temos 6 constantes de mecanismo (k, k, k3 k.4 k., k;) mas
apenas 4 parametros observaveis (K. A, K,,p: Ka€ Kkp ), pelo que nao existe
uma unica solucao para os valores das constantes em termos de

observaveis.
N.B.: veja-se o0 uso de k; e k, para as constantes cataliticas da reacgéao

directa e inversa.
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A relacao de Haldane

Os 4 parametros cinéticos da equacao reversivel de Michaelis-Menten,

KalEJo[A]—kp[E]y[P]

Y =

L [AT_[P)
KmA KmP

Pois a constante de equilibrio da reaccgao

e

Nao € alterada pela presenca do catalisador.
Se [Al,, € [Pl forem concentragdes de equilibrio, temos que ter

_ kA[E]O[A]eq _kP[E]O[P]eq
[Al, [P],
+ +
K K

mA mP

Porque no equilibrio a velocidade de reaccao € zero.

(cont.)



A relacao de Haldane

(cont.) daqui tiramos que:

kL [EL[AL, — K [E][P],, =0

cq

B Relacao de
kP [A] cq Haldane

A relacao de Haldane também pode ser escrita como:

kO /KmA _ kOKmP _
k /K . kK =K
-0 mP 0" mA

Da relacao acima conclui-se que os 4 parametros cineticos da reaccao
reversivel, K_,,K.p, Ky € kp N@o sao independentes !



Enzimas “Irreversiveis”

Enzimas que apresentam enormes diferencas de velocidade na catalise da
reaccao directa e inversa, mesmo quando a reaccao que catalisam tem
uma constante de equilibrio proxima da unidade.

Ex: o enzima metionina-adenosil-transferase catalisa a reacc¢éo directa 10°
vezes mais depressa que a reacg¢ao inversa, mas o K, da reacgao €
proximo de 1!

Nao existe qualquer impedimento termodinamico.

A relacao de Haldane:

kA — k;thmP — an;leKmP :K
A e
kP kfathA V KmA !

max P

Limita 0 ambito das constantes cinéticas, mas nao impede este tipo de
situacao, porque K, € K., podem variar livremente.



Enzimas “Irreversiveis”

Ae==P K _~=I
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-2 0 2 2 0 2
log([PI/[A]) log([P1/[A])

As setas indicam a direc¢cao em relagao ao equilibrio, o qual € atingido quando [P]=[A]
(sendo entao log([P]/[A])=log(1)=0)






