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Como se tem vindo a referir, a caracteristica fundamental que
permite distinguir uma enzima de outra é a reacgdo quimica que cada
uma especificamente catalisa. Qualquer estudo fundamental das pro-
priedades cataliticas de uma enzima tem de ser baseado em medicdes
quantitativas da taxa de catdlise. Além disso, é da maior importéncia
para a compreensdo dos mecanismos da accdo enziméatica estudar o
efeito produzido pela variagdo de diversos factores (temperatura, con-
centragdo do substrato e de outros compostos, pH, etc.) na taxa de
catalise. Tais estudos recebem a désignacdo genérica de estudos ciné-
ticos (do grego kineein — mover-se).

A andlise cinética dos processos enziméticos exige a formulacao
de termos matematicos simples que permitam a derivacdo de equagoes
que definam a taxa de catélise. A validade de tais equagdes pode ser
posta & prova pela comparacdo dos valores por elas fornecidos com
os resultados obtidos experimentalmente. Em certos casos, contudo,
as expressdes mateméticas que foram derivadas podem ser tdo com-
plexas que tornam dificil (se ndo impossivel) qualquer comparagao
analitica entre a teoria e a experimentacdo. A complexidade de tais
equacgdes pode em geral ser reduzida através de certas simplificagdes,
que possivelmente serdo apenas vélidas para determinadas situagdes
experimentais.

Excluidos estes casos extremos de complexidade, os quais devem
ser deixados para os especialistas na matéria, a cinética enzimética
tem-se mostrado um campo da enzimologia de grande importancia,
ndo sb para a compreensdo dos mecanismos da ac¢do enzimatica, mas
também em todos os aspectos préaticos da utilizagdo das enzimas.

A VELOCIDADE DA CATALISE ENZIMATICA

A actividade catalitica de uma enzima por unidade de tempo,
ou seja a quantidade de produto formado na unidade de tempo,
costuma designar-se por velocidade de catdlise ou velocidade enzi-
matica.

IMPORTANCIA DA DETERMINACAO DA VELOCIDADE ENZIMATICA
NO TEMPO-ZERO: A VELOCIDADE INICIAL

Quando se faz a representacdo grafica da actividade catalitica
de uma enzima em funcdo do tempo, obtem-se em geral uma curva
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Fig. 12 — Curva da actividade catalitica de
uma enzima em funciao do tempo
(velocidade de catalise). A velo-
cidade inicial de catilise é ex-
pressa pela tangente & curva no

tem po tempo zero.

produto formado

do tipo da representada na Fig. 12, em que a actividade decresce com
o tempo. Portanto, a velocidade enzimética decresce igualmente com
o tempo. Varios factores poderdo contribuir para tal decréscimo, como
por exemplo: a) os produtos da reaccdo podem inibir a enzima; b) o
grau de saturacdo da enzima com o substrato pode decrescer devido
ao desaparecimento do substrato sob o efeito da catélise; ¢) a reaccdo
inversa pode tornar-se mais significativa devido aos principios da lei
da acgdo das massas (aumento da concentracdo dos produtos); d) a
enzima (ou coenzimas) pode sofrer um processo de inactivacdo em
consequéncia da temperatura ou do pH a que a reacgdo estd a decorrer.
As causas apontadas (e outras) quando actuam (isoladamente ou em
conjunto) scbre o sistema em estudo fazem com que as condigdes
experimentais inicialmente estabelecidas ndo se mantenham ao longo
do tempo. Com efeito, é sé no momento de inicio da reaccdo (tempo-
-zero) que as varias causas referidas ndo tiveram ainda oportunidade
de actuar, sendo apenas entdo que as condicées experimentais sdo
conhecidas com exactiddo.

E pois facil concluir que sb serd representativa das condi¢des
inicialmente estabelecidas a velocidade enzimatica determinada num
curto intervalo de tempo apds t = o, ou, mais correctamente, o valor
limite da velocidade enzimatica quando o tempo tende para zero.
A esta velocidade di-se o nome de velocidade inicial, costumando,
simplificadamente considera-la como a velocidade no tempo zero.
A velocidade inicial (v,), & o coeficiente angular da tangente a curva
de velocidades, no ponto zero (Fig. 12). Em estudos de cinética enzi-
matica sbé faz sentido utilizar velocidades iniciais.
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ASPECTOS PRATICOS DA DETERMINACAO DA VELOCIDADE INICIAL

Algumas enzimas, quando saturadas com o substrato, mantém
velocidades de catélise iguais a velocidade inicial durante um periodo
de tempo relativamente longo, o qual pode mesmo ser superior a uma
hora. Nestes casos, a determinacdo da velocidade inicial é muito facil
pois que para a obter bastaréd dividir a quantidade de produto formado,
pelo tempo, isto é, determinar o valor médio da velocidade nesse
periodo de tempo. Para proceder deste modo havera que asség‘urar-se
que a velocidade se manteve de facto constante durante esse intervalo;
de contrario, erros graves poderdo ser cometidos (ver por exemplo
Fig. 13). Infelizmente, num grande nUmero de casos, particularmente
a baixas concentracdes de substrato, a velocidade inicial permanece
constante apenas durante fraccdes de minuto, tornando-se dificil a sua
determinagdc e sendo de esperar um menor grau de rigor. A forma
mais correcta de proceder nestes casos consistirda em efectuar o maior
nUmero possivel de determinacdes num periodo de tempo curto ime-
diatamente a seguir a mistura da enzima com o substrato. Se a acti-
vidade catalitica puder ser determinada por um processo continuo, o
seu registo mecanico na forma de um grafico permitird atingir esse
desiderato. O recurso a métodos de amostragem levara forcosamente
a menor rig’or, dependendo grandemente da pratica do experimentador.

Em estudos particularmente rigorosos é em geral importante
conhecer a grandeza do erro associado com as determinagdes da velo-
cidade. Se a reac¢do enzimética ndo for muito complexa poderd dedu-
zir-se uma equagao que permitird saber em que porcdo da reacgdo,
apds o tempo-zero, a velocidade média tem um erro inferior a x%
da velocidade inicial «verdadeira».

FACTORES QUE AFECTAM A VELOCIDADE
ENZIMATICA

Numerosos e variados factores influenciam a velocidade inicial
das reacgbes enzimaticas, sendo os principais: a) a concentracdo da
enzima; b) a concentracdo do substrato; c) o pH; d) a temperatura;
e) a presenca de activadores ou de inibidores. O melhor método de
investigar o efeito de cada um destes factores serd fazer variar cada
um de per si (mantendo os outros constantes) e determinar a altera-
¢do produzida na velocidade inicial da reaccdo enziméatica como con-
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sequéncia dessa variagdo. Analisa-se a seguir o efeito que cada um
dos referidos factores exerce.

CONCENTRAGAO DA ENZIMA

Na Fig. 13 A representam-se curvas de actividade enzimética ao
longo do tempo, para uma mesma enzima quando esta estd presente
em 3 concentracdes crescentes (uma, duas e quatro unidades de
énzima), mas em que todos os outros factores sdo mantidos constantes.
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Fig. 13.A — Curvas de actividade em fungdo do tempo para uma mesma enzima quando a trés
concentragdes multiplas (uma, duas e quatro unidades); B — Velocidades aparentes
da catédlise (obtidas, a partir de A, em trés tempos diferentes), representadas em
fungdo da quantidade de enzima. Note-se que sé para as velocidades iniciais se
observa proporcionalidade entre a velocidade e a quantidade de enzima.

As velocidades de catalise obtidas a partir destas curvas estdo
representadas em fungdo das quantidades de enzima na Fig. 13B. Como
se vé, existe proporcionalidade entre as velocidades iniciais (no tempo
zero, t,) e as quantidades de enzima, isto &, '

v =k [E] (Eq. 26)

Portanto, dentro de condi¢des adequadas e idénticas, duas moléculas
de enzima actuando independentemente, transformardo uma quanti-
dade de substrato dupla da que é transformada por uma Unica molé-
cula, no mesmo intervalo de tempo. Volta-se a insistir sobre o facto
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de que sb as velocidades iniciais poderdao traduzir a verdadeira activi-
dade catalitica das enzimas. Com efeito, da observacdo da Fig. 13B
ressalta a auséncia de proporcionalidade enire as velocidades medidas
nos tempos h e t2 e as quantidades de enzima. A proporcionalidade
expressa pela Eq. 26 sé se aplica pois sob certas condigdes rigidamente
definidas: constancia de pH e temperatura, ndo inactivacdo da enzima,
etc.. E s no tempo zero que pdderé haver maior garantia de essas
condigcdes serem ainda rigidamente respeitadas. Como se veré na secgdo
seguinte a velocidade de catdlise é dependente da concentragdo do
substrato e esta diminui necessariamente com o tempo de actuacdo da
enzima. Em geral, para evitar grandes alteragdes na velocidade da
reacgdo ao longo do tempo, como consequéncia do desaparecimento ’
do substrato, as concentracdes da enzima e do substrato sdo ajustadas
por forma que menos de 1% do substrato seja transformado durante
a experiéncia de medicdo da velocidade de catélise.

Por vezes, mesmo utilizando velocidades iniciais, a Eq. 26 parece
ndo ser respeitada. Vérias destas «excepg¢des aparentes» tém sido
descritas na literatura da especialidade. Em todos esses casos se veio
a demonstrar que o desvio da proporcionalidade era devido a factores
colaterais as enzimas, como por exemplo: deficiente difusdo dos pro-
dutos (particularmente quando sdo gasosos), deficiente quantidade de
coenzimas, presenca de compostos téxicos nos reagentes, presenca de
inibidores ou activadores na solucdo da enzima, etc.. Portanto, exclui-
das excepgdes do tipo referido, existe uma proporcionalidade exacta
entre a concentragcdo da enzima e as velocidades iniciais. Alids, a
maioria dos trabalhos de cinética enziméatica assentam nesta premissa
basica.

CONCENTRACAO DO SUBSTRATO

~ A concentracdo do substrato é, de entre os factores que influen-
ciam a velocidade das reaccdes enziméticas, um dos mais importantes.
Determinadas as velocidades iniciais (v) de uma reaccdo enziméatica
para uma série de concentracbes do substrato (S), a representacdo
gréfica de v em fun¢do de [S] fornece a curva tipica representada
na Fig. 14, a qual é uma seccdo de uma hipérbole rectangular de
equacdo '
~a [S]
V=— (Eq. 27),
[S]1+b
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inicial de uma reacgdo enzi-
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em que a e b sdo duas constantes, sendo a 0 madximo valor de v (ponto
de tangéncia & assintota) e b o valor de [S] para o qual v = 1/2 a.
A a da-se normalmente a designacdo de velocidade maxima, repre-
sentando-se por Vmax ou V, e a b (uma importante constante das
reaccdes enziméticas) foi dado o nome de constante de Michaelis,
representando-se por Km. Portanto, a Eq. 27 toma, para as reacgdes
enzimaticas, a forma usual

VvV [S]
Ve —— (Eqg. 28),
Km + [S]

a qual é designada por equacdao de Michaelis-Menten.
Teoria de Michaelis-Menten

Embora a equacdo de Michaelis-Menten possa ser obtida através
dos resultados experimentais, como acima se mostrou, ela pode ser
igualmente deduzida a partir de consideracdes puramente tedricas, tal
como aqueles dois cientistas demonstraram em 1913. Os estudos de
Michaelis e Menten e os conceitos dai resultantes tém constituido as
bases de grande parte da cinética enzimatica.

Repare-se no significado da forma da curva da Fig. 14: para
baixas concentracdes do substrato existe proporcionalidade entre essas
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concentragdes e a velocidade da reaccdo; para altas concentragdes do
substrato a velocidade da reacgdo ndo aumenta proporcionalmente ao .
substrato. Este aparente desvio da lei da accdo das massas, para
elevadas concentracdes do substrato (ver Fig. 3), levara Brown (em
1902) a sugerir que a enzima e o substrato formavam um complexo,
ES, o qual era o «substrato efectivo» que determinava a velocidade
da reacgdo enzimética (veja-se capitulo 1). Henri (em 1902), por
seu turno, sugeriu que a reaccdo enzimatica dependia de simples
dissociagdes, processando-se segundo as equagoes:

ki

E4 S ES (Eq. 29)
k-1
k2

ES — E+ P (Eq. 30)

em que: E-enzima livre, S-substrato, P-produto, ES-complexo enzima-
-substrato e ki, k-1 e k2 sdo constantes de velocidade.

Michaelis e Menten, retomando os conceitos de Henri (que foram
de importancia capital para a compreensdo dos processos enzimaticos)
sugeriram que a enzima livre (E) e o substrato (S) estavam perma-
nentemente em equilibrio com o complexo ES durante a reaccao enzi-
matica. Assim sendo, a Eq. 29 traduziria uma simples dissociagdo e a
transformacdo de ES (Eqg. 30) seria um processo muito mais lento do
que aquela dissociacdo. Por outras palavras, a constante k, seria muito
mais baixa do que ki. Portanto, a velocidade de formacdo do produto
(velocidade da reaccdo enzimética, v) ndo estaria dependente da velo-
cidade de formacdo do complexo ES mas apenas da taxa de decom-
posicdo deste complexo, isto é,

v = ka2 [ES] (Eq. 31)

A constante de dissociagdo de ES, Ks, pode facilmente ser deter-
minada a partir da Eq. 29, pois corresponde ao inverso da constante
de equilibrio desta equagdo e viria a receber a designacdo de cons-
tante de Michaelis (Km). Portanto seré:

k-1 [E] [S]
Ks = Km = = - (Eq 32)
ks [ES]

77



A conjugacdo das equagdes 31 e 32 permitird obter a equacdo de
Michaelis-Menten (Eq. 28). No entanto convira, antes, fazer uma
transformacdo a Eq. 32 por forma a poder eliminar as concentracdes
da enzima livre e do complexo ES que sdo dificeis de determinar na
pratica. O que na prética se pode determinar é a quantidade total
de enzima, E;, sendo:

[Ex] = [E] + [ES] (Eqg. 33)

Portanto a equacdo 32 tomard a forma:

([Ex] — [ES]) [S]
Km = (Eq. 34)
[ES]

Tirando o valor de [ES] desta equagdo ter-se-a:

[Ex] [S]
[ES] = —— (Eq. 35)
Km + [S]

Substituindo agora este valor de [ES] na Eg. 31 obtem-se:
k2 [Er] [S]

v = (Eq. 36)
Km + [S]

Repare-se no significado de k2 [Erx] nesta equagdo. Quando a concen-
tracdo do subtrato for muito elevada todas as moléculas da enzima
estardo ligadas a moléculas do substrato ([Ex] = [ES], enzima satu-
rada) e a enzima estard funcionando ao maximo da sua velocidade,
portanto, do ponto de vista tedrico, poderd escrever-se nessas condi¢des
(ver Eq. 31):

k2 [Ex] = ko [ES] = Vmax (Eq. 37)

A substituicdo deste valor na Eq. 36 fornecerd finalmente a- equagdo
de Michaelis-Menten (Eq. 28).
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Teoria do «Steady-State» de Briggs-Haldane

. Como se tem vindo a referir, a teoria de Michaelis-Menten con-
sidera que a formacdo do produto (P) a partir do complexo ES (Eq. 30)
é a fase lenta do processo enzimético e portanto que ES se mantem
sempre em equilibrio com E e S (Eq. 29). Todavia, dadas as elevadis-
simas capacidades cataliticas de muitas enzimas, tornou-se evidente que
a formacdo de P poderia ocorrer tdo rapidamente que o equilibrio
E + S < ES nunca chegaria a verificar-se na pratica. Briggs e Hal-
dane, em 1925, consideraram ndo ser necessario admitir a existéncia
de um equilibrio de dissociacdo entre ES e E + S, mas aceitar antes
o principio de que as concentragdes dos intermediarios do processo
enzimatico (ES nas reac¢bes de um sé substrato) permaneciam cons-
tantes durantfe a reacgdo. Portanto, era sugerido que durante a reacgdo
enzimatica

ki
E+S —/—/ ES — E+P (Eq. 38)
k-1 k2

a formacdo do complexo ES e a sua transformacdo para originar E + P
ocorriam (na auséncia de outros factores) a velocidades aproximada-
mente iguais, pelo que a concentracdo de ES se mantinha constante
devido a esse estado de equilibrio dindmico («steady-state») dos rea-
gentes; isto é, a taxa de desintegracdo de ES igualava a taxa da sua
formacéo.

Usando o postulado acabado de referir, Briggs e Haldane desen-
volveram uma teoria em que relacionaram a velocidade da reacgdo
enzimatica com a concentragdo do substrato, obtendo uma equagdo
idéntica a de Michaelis-Menten (Eq. 28). A diferenca fundamental
entre as duas equacgdes refere-se ao significado da constante Km.
Enquanto que segundo a teoria de Michaelis-Menten Km é uma cons-
tante de dissociacdo igual a k-i/ki (ver Eg. 32), segundo a teoria
de Briggs-Haldane a nova constante, Km'!, tem o valor:

k-1 + ka
Km'= — (Eg. 39)
' ki
Portanto seré:
ka
Km' = Km + (Eq. 40)
ki
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vindo Km' a igualar Km quando k. for muito mais pequeno do que ki.
Relembre-se que esta foi a premissa admitida por Michaelis e Menten
o que mostra ser a sua teoria um caso particular da teoria do «steady-
-state».

Sendo a Eq. 28 a expressdo matematica de ambas as teorias,
e ndo se fazendo normalmente distingdo gréfica entre as constante
Km' e Km, deve-se pois ter cuidado em exprimir correctamente o valor
de Km quando tal for necesséario.

Verificacdo experimental da teoria de Briggs-Haldane

Durante cerca de 20 anos a teoria de Briggs-Haldane foi con-
siderada uma mera curiosidade académica dado que, embora possivel
determinar a constante global Km, ndo havia no entantc métodos que
permitissem determinar separadamente as diversas constantes de velo-
cidade (ki, k-1, k2). Este estado de coisas viria a ser alterado quando
se tornou vidvel, para certas enzimas, determinar directamente a con-
centragdo do complexo ES (geralmente através de métodos espectro-
fotométricos). Este campo de investigacdo foi inicialmente desenvol-
vido pelo bioquimico americano B. Chance que em 1943, aplicou pela
primeira vez tal técnica a enzima peroxidase, a qual catalisa a reaccdo:

AH; + H.O, — A + 2H0 (Eq. 41)

A peroxidase contém ferro hematinico na sua molécula, apresentando
alteracdo no seu espectro de absorcdo ao combinar-se com a agua
oxigenada (portanto o complexo ES pode ser assim detectado). Esta
enzima apresenta outras vantagens para o estudo em questdo: a) o
complexo E—H,O; pode formar-se na auséncia do dador de hidrogé-
nio, ndo progredindo porém a reaccdo além desse estddio; b) sendo
o dador de hidrogénio o corante verde de malaquite (na sua forma
reduzida, incolor), a reacgdo pode ser completamente seguida no
espectrofotémetro através de deteccdo da forma oxidada (verde) do
corante. Recorrendo a equipamento apropriado Chance conseguiu
determinar as quantidades do complexo ES e do produto, ao fim de
periodos de tempo inferiores a 2 segundos, apds o inicio da reaccdo.
Embora a reaccdo catalisada pela peroxidase envolva dois substratos
(Eg. 41), ao manter a enzima saturada com AH. a reacgdo pode con-
siderar-se como envolvendo apenas um Unico substrato — a dgua oxi-
genada (veja-se neste capitulo a cinética de reac¢des com mais de
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um substrato). A determinagdo das constantes de velocidade nestas
condigdes veio confirmar a validade da teoria de Briggs-Haldane, ndo
sé para a peroxidase, mas para outras enzimas que podem também
ser estudadas por esta técnica.

No caso especifico da peroxidase foi interessante verificar que
o seu comportamento catalitico ndo podia, na verdade, ser adequada-
mente explicado pela teoria de Michaelis-Menten uma vez que Km,
longe de ser uma constante de dissociagdo (k-i/ki), era antes pro-
xima de Kao/K; (isto é, representava a razdo entre os dois passos suces-
sivos da reacgdo, ver Eq. 38). Deve todavia referir-se que, embora
das duas teorias de cinética enzimatica a de Briggs-Haldane seja a
mais geral, acontece todavia que para um grande nUmero de enzimas
a teoria de Michaelis-Menten fornece valores suficientemente préximos
da realidade para ser aceitdvel recorrer a ela. Enzimas como a pero-
xidase devem antes considerar-se como casos extremos de afastamento
da teoria de Michaelis-Menten, relativamente raros.

Significado das constantes Km e Vmax

Independentemente de se aplicar a dada reaccdo enzimética,
uma ou outra das duas teorias acabadas de apresentar, a constante
de Michaelis, Km, representa sempre o valor da concentracdo do subs-
trato para o qual essa reacgdo se processa a uma velocidade igual a
metade de Vmax (ver Eq. 28). A constante exprime-se pois em uni-
dades de concentragdo (por exemplo em moles/litro), sendo obvia-
mente independente das unidades em que se exprime a velocidade
da reacgdo. Alguns valores de Km sdo indicados na Tabela 4.

Do ponto de vista pratico, Km fornece indicagdes sobre.a eficién-
cia com que a enzima «trabalha» com dado substrato. Um Km pegueno
indica que (para igual concentracdo de S) a enzima é capaz de cata-
lisar a transformacdo desse substrato a maior velocidade do que quando
o Km é grande. Note-se que na célula certos substratos existem usual-
mente em elevada concentracdo enquanto que outros, pelo contréario,
‘existem em baixa concentracdo. Uma vez que a concentragdo do subs-
" trato influencia igualmente a velocidade enzimética (veja-se a Eq. 28),
compreende-se que seja de interesse celular que reac¢des-chave do
metabolismo, e que envolvem substratos naturalmente existentes em
baixa concentracdo, sejam catalisadas por enzimas com baixos valores
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Tabela 4
Valores da constante de Michaelis (Km) para algumas enzimas
Enzima Reaccao catalisada Substrato Km (M)
a-Glucosidade,
de grdos de g/iacgﬁzeosz R Maltose 1,8x102
cevada
B-Fructofura-
nosidade 4&ci- | Sacarose + H,O —— —2
da, da raiz da | Glucose + Frutose e 5 sabic
cenoura PO
D-Glucose 1,0x10—*
Hexocinase, de | ATP + D-hexose — 8:::23:\%5566 2’8218::
levedura ADP + D-hexose-6-P D.Calscross >5:O)<10“z
ATP | 2,0x10~¢
Hexocinase, de B—[C:;Iucose ?,Ox10::
cérebro de vi- | Mesma da anterior ~Fcliest ’6"10_
tela D-Manose 5,0x10—¢
D-Galactose 1,0x107!
Fosfoglucomu- | e-D-Glucose 1,6-diP a-g-g:ucose ;'g 8,5%10:8
tase, da glan-| + a-D-Glucose 1-P a-D-GIucose 1 -6 dip- 5,0x10—3
dula maméria | = a-D-Glucose-6-P + | #"2-21UCcose 1,6-dIFy ¢ 5, 10-8
bovina a-D-Glucose 1,6-diP (reaccdo directa) 1,1x10-8
! (reaccdo inversa) .
Desidrogenase | Ac. |-J4cti NAD + | Ac. L-lactico 1,7x10~2
lactica, de co- ;_»C Ac‘acpli?g\,ﬁco Y NAD * 1,0x10~4
racdo de bovi- | NADH + H + Ac. pirUvico 1,4x10—*
nos NADH 2,4x10-5

de Km para esses substratos.

Na Tabela 4 referem-se alguns valores

de Km, desde bastante pequenos, como 107®M, até bastante elevados
como 107'™M. Para as enzimas que actuam numa série de substratos
diferentes (caso das hexocinases da Tabela 4), aquele que fornece o
menor Km é em geral considerado como o substrato natural da enzima.
Os Km de enzimas isoladas de diferentes origens ao serem compa-
rados podem dar informacdes sobre a possivel identidade dessas enzi-
mas. Repare-se por exemplo (Tabela 4) como as hexocinases de
dois seres evolutivamente bastante afastados (como a levedura e a
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vitela) apresentam valores de Km significativamente diferentes para
as diversas hexoses.

Note-se, por outro lado, que o Km sé serd uma medida da afi-
nidade da enzima para o seu substrato quando a teoria de Michae-
lis-Menten for verificada, sendo entdo Km uma constante de disso-
ciacdo (Eg. 32). Nestes casos (porventura os mais correntes) é em
geral o inverso de Km que é tomado como medida da afinidade. Baixos
valores de Km corresponderdo a elevadas afinidades e altos valores
a baixas afinidades.

Vmax é uma velocidade enzimatica e portanto terd as dimensoes
dessa velocidade, exprimindo-se usualmente em moles de produto
formado por segundo. Chama-se desde j& a atencdo para o facto
de a constante Km ser independente da quantidade de enzima pre-
sente na reaccdo, enquanto que Vmax depende dessa quantidade pois
que guanto mais enzima estiver presente maior serd a velocidade da
reaccdo (Eq. 26), tendo-se por definicdo (quando a enzima estd satu-
rada), Vmax = k. [Er] (Eg. 37). Para iguais quantidades de enzima,
Vmax e k. sdo importantes constantes pois que fornecem indicagdo
sobre a velocidade de formacdo do produto, isto é, da transformacdo
ES - E + P (Eqg. 30). A constante k; que tem as dimensodes

Vmax ‘ mole/s 1
[E:] moles S

ndo se pode em geral determinar na pratica por se desconhecer a
concentracdo molar da enzima, a nao ser quando se usem enzimas
puras. Por isso é a Vmax que se recorre para ajuizar da velocidade
de transformacdo de ES. Tal forma de proceder serd vélida quando
a equacdo 30 puder considerar-se irreversivel.

Em estudos de Fisiologia recorre-se frequentemente & determi-
nagdo de Vmax, que se toma como uma medida da quantidade de
dada enzima presente nos tecidos (veja-se capitulo 4). Todavia, isso
nao significa que na célula a velocidade de catélise de cada enzima
iguale Vmax, j& que condicdes especificas de pH, concentragcdo de
substratos, activadores e inibidores, sdo algumas das formas através
das quais a célula afecta a velocidade da catalise enzimatica; estes sdo,
na verdade, mecanismos de controlo metabdlico a que a célula recorre
(veja-se capitulo 7).
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Formas praticas de determinar Km e Vmax

A determinagdo de Vmax e de Km a partir da curva hiperbdlica
que relaciona v com [S] (Fig. 14) além de ser trabalhosa ndo fornece
valores exactos pois que a assintota a curva é dificil de estabelecer.
A questdo tem sido torneada, na pratica, pela transformacdo da equagdo
de Michaelis-Menten (Eq. 28) numa equacdo de forma linear. Esta
técnica parece ter sido primeiramente adoptada por Woolf (anterior-
mente a 1932) mas sé veio a ser largamente usada a partir de 1934
com a publicagdo dum trabalho de Lineweaver e Burk.

Na Fig. 15 apresentam-se as rectas resultantes da representagdo
gréfica das trés equacdes mais frequentemente utilizadas na prética

(s

_'_(‘.“.1 0 e 1) -Km 0 e (s o G V/[ﬂ/

Fig. 15 — Relacdes lineares entre velocidade das reacgcdes enzimdticas e concentracdo do
substrato, segundo as equagdes de: A) Lineweaver-Burk; B) Eadie; C) Woolf (ou
Hofstee).

para calculo de Vmax e Km. Para obter a equagdo de Lineweaver-Burk,
a equagcdo de Michaelis-Menten foi transformada de modo a tomar
a forma: _

1 Km 1 1

—_—= ' + (Eq. 43)

v Vmax [S] Vmax

A equacdo de Eadie é a equacdo anterior multiplicada por [S], logo-

[S] Km [S]
" - (Eq. 44)
v Vmax Vmax

A equacdo de Woolf (ou de Hofstee) é da forma

A%

[S]

v = Vmax — Km (Eqg. 45)
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- As representacdes graficas de 1/v em funcdo de '/[S], [S]/v em
fungdo [S] e v em fungdo v/[S], respectivamente para as equagoes
43, 44 e 45 fornecem as rectas indicadas na Fig. 15.

Na pratica, a determinacdo de Km e Vmax é usualmente feita
recorrendo a um dos trés métodos graficos representados na Fig. 15:
Os valores daquelas duas constantes sdo obtidos a partir do coeficiente
angular e das intercepgdes das rectas com os eixos coordenados, como
se mostra na figura. Portanto, haverd que fazer incubacdes da enzima
com diversas concentracdes do substrato (S) e determinar as corres-
pondentes velocidades iniciais (v). Conforme o método gréfico esco-
lhido, assim haverd que transformar S e v por forma a fazer-se a
respectiva representacdo grafica. Apresenta-se a seguir um exemplo.
Suponha-se que se pretende determinar Vmax e Km da enzima 3—fru-
tofuranosidase existente num extracto de raizes. Esta erizima catalisa
a reacgao:

Sacarose + H,O —— Glucose + Frutose (Eq. 46)

podendo a velocidade de catdlise ser determinada a partir da quanti-
dade de acUcares redutores (glucose e frutose), produzidos na uni-
dade de tempo. Fizeram-se incubacdes, durante 15 minutos e a 30°C,
de porcdes de 1 ml do extracto de raizes com 4 ml de uma solugdo
tampao de pH igual ao éptimo de actividade da enzima; cada incubado
continha uma concentracdo diferente de sacarose (Tabela 5).. Um
ensaio preliminar havia mostrado que, nas condi¢des do ensaio, a
velocidade de catdlise se mantinha constante ao longo dos 15 minu-
tos; portanto, as velocidades médias de catédlise durante esse periodo
puderam ser tomadas como velocidades iniciais. Na Tabela 5 indi-
cam-se os teores de acUcares redutores produzidos pela enzima na
presenca das diferentes concentracdes de sacarose e as correspon-
dentes velocidades iniciais. Tendo-se escolhido o método gréfico
de Lineweaver-Burk para determinacdo das constantes Km e Vmax,
houve que fazer os célculos dos valores 1/[S] e 1/v (inversos
da concentragdo do substrato e da velocidade inicial), que se apre-
sentam nas duas Ultimas colunas da Tabela 5. Por (ltimo, fez-se a
representacdo de Lineweaver-Burk (Fig. 16). A recta obtida corta
os eixos de 1/[S] e 1/v respectivamente em -1/Km e 1/Vmax (ver
Fig. 15), sendo os correspondentes valores — 20 litrosxmoles™' e
0,82x10¢ min.xmlIxmoles™'. Portanto os valores das constantes procura-
das sdo: Km=5x10"? moles de sacarose por litro; Vmax=1,22 p moles
de sacarose hidrolisada por minuto por mililitro de extracto.
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Tabela 5

Resultados de um ensaio visando determinar os valores de Km
e Vmax da enzima B— frutofuranosidase

s Produto formado . s
Concentragcao do A Velocidade inicial
durante 15 min.,
substrato (Saca- (v) (umoles saca- 1/(S] 1/v
por 1 ml de X . .
rose) no tempo rose hidrolisada (litrosxmoles—1) (108xmin.x
extracto (ug 3
zero . por min. por xmixmoles—1)
acucares
(mM) ml extracto)
redutores) I
25,0 2216,0 0,41 40 | 244
333 2540,3 0,47 30 wbe 2080 0]
50,0 3242,9 0,60 L R O . b
100,0 44319 0,82 10 1,22

Um método distinto dos acabados de descrever e a que é possi-
vel recorrer, particularmente quando houver um grande nUmero de
determinagdes a efectuar, faz uso do computador. Apds programacdao
adequada, ao fornecer ao computador a equacdo da hipérbole rectan-
gular, as concentracdes de S e os valores de v obtidos experimental-
mente, o instrumento fornecerd rapidamente o valor da assinfota a
curva (Vmax)- e a partir desta também o valor de Km.

3
_8 2.4 9/
x O/
st
Z E 2,0fF
= = O/
c 1.6}
£ vl
o‘cz 1.2—/0
0.4}
{1 1 il 1 1
-20 [ 10 20 30 40

Fig.

1/€s1liitros x moles™)

16 — Representacdo grafica de Lineweaver-Burk para determinacio de Km e Vmax da

enzima B~frutofuranosidase, segundo os dados experimentais indicados na Tabela 5.
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Ordem de reaccao durante a catalise enzimatica

Nas reacgdes quimicas, entende-se por ordem da reacg¢do o
numero de tipos de moléculas cujas concentragbes determinam a
taxa da reaccdo. Convém analisar esta questdo em relagdo as reacgdes
catalisadas por enzimas. Considere-se uma reacgdo quimica que envolva
apenas um reagente. Ja se referiu que, ao representar a velocidade da
reaccdo em funcdo da concentracdo do reagente, se obtém.uma recta
(Fig. 3) guando a reaccdo é ndo catalisada. A recta representa pois
as reacgoes quimicas de ordem um (ou de primeira ordem). Para
uma reacgdo de um s substrato, catalisada por uma enzima, a velo-
cidade varia segundo um hipérbole recta em funcdo do substrato
(Figs. 3, 14 e 17), o gue indica que a ordem da reaccdo enzimatica
ndo permanece constante mas sim que depende da conzentragdo do
substrato. Uma vez que a equacdo desta hipérbole é a equacdo de
Michaeiis-Menten (Eg. 28), considerem-se os dois casos extremos:

A) A concentracdo do substrato € muito menor do que Km,
préxima de zero; entdo a equacdo de Michaelis-Menten tomard a
forma simplificada

Vmax
V= —m [S] (Eq. 47)
Km

e uma vez que Vmax/Km é uma constante, a velocidade v serd directa-
mente proporcional a concentracdo de S, o que quer dizer que para
baixas concentracdes do substrato a reaccdo enzimética é de ordem
um (Fig. 17);

\%
(Vmax)
ordem zero
: ordem intermédia
V/2 entre um e zero
I
!
't ordem um
|
|
|
Fig. 17 — Variacdo da ordem da reaccao i
enzimética em funcdo da con-
centragido do substrato. Km [s]
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B) A concentragdo do substrato é muito maior do que Km e
portanto ter-se-a

Vmax [S]
V=———— = Vmax (Eq. 48)

[S]

o que significa que a velocidade da reac¢do é independente da con-
centracdo do substrato, sendo por isso de ordem zero (Fig. 17).
Para concentracbes do substrato intermédias entre os dois extremos
referidos, a ordem da reaccdo serd intermédia entre um e zero.

Consideracdes analogas as acabadas de fazer, poderiam ser apli-
cadas a reacgdes envolvendo mais do que um substrato. Do ponto
de vista dos estudos de cinética enzimdtica interessa que a ordem
da reacgdo seja o mais baixo possivel. Quando a reaccdo tiver varios
substratos, a ordem da reaccdo poderd ser decrescida saturando a
enzima com um ou mais substratos; a ordem decrescerd de um nUmero
igual ao nUmero de substratos saturantes.

Reaccoes com mais de um substrato

Em todas as nogdes de cinética até aqui apresentadas conside-
rou-se que a reacgdo enzimatica envolvia apenas um substrato, todavia
~a maioria das reacgdes enzimaticas é bimolecular e outras envolvem
mesmo um maior nOmero de substratos. Portanto convird alargar os
conceitos anteriormente definidos, a reacgbes mais complexas.

Considere-se uma reacgdo bimolecular

A+B —— C+D (Eq. 49)

Quando catalisada enzimaticamente uma tal reaccdo poderd proces-
sar-se segundo um certo nUmero de possiveis percursos, cada um
deles possuindo a sua equacdo de velocidade. Assim, dois mecanis-
mos fundamentais podem ocorrer:

A) Ordem de adi¢do casual — segundo este mecanismo admi-
te-se que a enzima pode formar complexos binarios com A e B (EA
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e EB) simultaneamente, sem que haja interferéncia de um substrato
sobre o outro. O esquema geral deste mecanismo é o seguinte:

ki k7
A ::::: EA + B ;:::f
+ k2 ks k9
E EAB — E + C £ D (Eq. 50)
= .
+B:§ =

ke EBB+A 7

Portanto, o complexo ternario estd em equilibrio com os dois comple-
xos binarios e com os substratos livres.

B) Ordem de adigao obrigatdria ou sequencial — neste meca-
nismo apenas um dos substratos (A ou B) forma o complexo binério
com a enzima e sO6 depois o outro substrato se liga a enzima para
formar o complexo ternério. Assim, seréa:

ks ks ks
E+A__EA+B_EAB—E+C+ D (Eg. 51)

2 ks

Neste exemplo admitiu-se que seria apenas o substrato A que tinha
. a capacidade de formar o complexo binario.

Tal como descrito "para a reaccdo unimolecular também nas
reacgdes mais complexas a dedugdo da equacgdo de velocidade pode
basear-se quer nos principios do equilibrio de dissociacdo de Michae-
lis-Menten, quer nos principios mais genéricos do «steady-state» de
Briggs-Haldane. Neste segundo caso, o tratamento matemético é mais
complexo pois envolve a resolucdo de um certo nUmero de equacgdes
simultdneas, o que se pode tornar bastante trabalhoso.

Para a reacgdo bimolecular de ordem de adi¢do casual (Eq. 50),
a aplicacdo dos principios da teoria de Michaelis-Menten levaria a
obtengdo da equacdo de velocidade:

ks [Ex]

1 + Kas/[B] + Kea/[A] + Kas x Ka/[A] % [B]
(Eq. 52)

em que: KA = kz/kl; KB = k4/k3; KBA = ks/ks e KAB = ka/k7.
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Note-se porém que ks [Ex] = Vmax. Por outro lado, quando se man-
tiver um dos substratos, por exemplo B, a uma concentracdo muito
elevada (enzima saturada com esse substrato), entdo ter-se-& que
Kag/[B] e Kag X Ki/[A] x [B] serdo proximos de zero pelo que a
equacdo 52 tomard a forma simplificada:

Vmax [A]
v = (Eq. 53)
[A] + Kga

a qual é andloga a equacdo de Michaelis-Menten para reacgdes de um
s6 substrato (Eg. 28). Se for aceitdvel considerar que a afinidade da
enzima para um dos substratos ndo é afectada pela presenga do
segundo substrato (o que é frequente nas reacgoes de ordem de
adicdo casual), entdo ter-se-d K, = Kga e Kz = K45, pelo que a equa-
¢do 53 se podera escrever

Vmax [A]
v = (Eq. 54)
[A] + Ka

A aplicagdo da teoria do «steady-state» a reaccdo bimolecular
de ordem de adicdo casual levaria a obtencdo de equacgdes de veloci-
dade anélogas as equacgdes 52, 53 e 54, em gque o significado das cons-
tantes seria no entanto diferente (identicamente ao descrito atrds para
um substrato).

Do ponto de vista préatico interessa referir que um grande nUmero
de reaccdes bimoleculares tém equacdes de velocidade da forma da
equacdo 52. Portanto essas reacgdes podem ser tratadas como reacgoes
de um Unico substrato desde que um dos dois substratos seja man-
tido constante, a uma concentracdo suficientemente elevada para que
a enzima permaneca saturada em relacdo a ele. Com efeito, a satura-
cdo da enzima com um substrato faz decrescer de uma unidade a
ordem da reaccdo enzimatica (veja-se Fig. 17) pelo que a reacgao,
que de outro modo seria de ordem dois, passard a ser de ordem um.
Pode entdo fazer-se o estudo das propriedades cataliticas da enzima
em relacdo ao substrato cuja concentracdo se ndo fixou, para o qual
se obterdo gréficos lineares ao efectuar as representagdes gréficas do
tipo Lineweaver-Burk, ou afins. A partir de tais graficos obter-se-do
Vmax e as restantes constantes cinéticas K,, Kg, ..., devendo no entanto
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notar-se que: ao fixar o substrato A se obterdo as constantes refe-
rentes a B e ao fixar B se terdo as constantes referentes a A.

Uma segunda classe de reaccdes bimoleculares tem equacdes de
velocidade que ndo se podem exprimir pela equacdo 52, ndo sendo
também possivel obter para tais reacgdes representagdes lineares do
tipo Lineweaver-Burk. lIsso significa que os mecanismos enziméaticos
dessas reacgdes sdo mais complexos do que aqueles até aqui referidos.
Como se verd mais adiante, as enzimas alostéricas sdo um exemplo
em que, devido aos efeitos cooperativos entre sub-unidades, as repre-
sentagdes de Lineweaver-Burk ndo ddo origem a linhas rectas.

CONCENTRACAO HIDROGENIONICA

Algumas enzimas catalisam reacgdes nas quais os H T intervém
directamente como substrato (ou produto). Um grupo importante de
enzimas deste tipo sdo as desidrogenases:

NAD ¥+ AH, ——— NADH + H*+ A (Eg. 55)

O estado de equilibrio destas reac¢des € influenciado pelo pH dado os
H* nelas participarem. Portanto, o pH baixo favorece a reacgdo no
sentido da reducdo de A e um pH alto tem o efeito oposto. Este facto
tem de ser tomado em conta ao estudar estas enzimas.
Independentemente do efeito particular acabado de referir, o
pH exerce uma accdo geral sobre todas as enzimas. Com efeito, as
enzimas sdo usualmente activas apenas numa gama restricta da escala
do pH. Além disso, verifica-se que existe normalmente um valor bem
definido de pH para o qual a actividade catalitica de cada enzima &
méaxima — pH éptimo da enzima (Fig. 18); em certos casos, contudo,
observa-se antes uma banda bastante larga de maxima actividade (pata-
mar de valores Optimos de pH) que no caso extremo da papaina
(quando tem a benzoilarginamida como substrato) se estende por
vérias unidades de pH (Fig. 18B). Para grande nUmero de enzimas,
o pH o6ptimo, além de ser bem definido, situa-se préximo da neutra-
lidade, ou quando muito entre os limites de pH 5 e 9. Todavia, ha
algumas excepcdes, pois certas enzimas podem ter o seu pH 6ptimo
de actividade a valores extremos de pH, como é o caso da enzima
proteolitica do estdmago dos mamiferos, a pepsina, que com certos
substratos apresenta um éptimo de pH a 1,5 (Fig. 18B). Acrescen-
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te-se pois que, frequentemente, o pH &éptimo das enzimas varia com
o tipo de substancia que estd sendo utilizada como substrato.

O efeito do pH sobre a catélise enzimatica, como todos os efeitos
de pH, é devido a alteragdes no estado de ionizagdo dos componentes

1 2
§ 100} substrato: benzoilargina -
E mida
-l
w
e
8 sot
g
g
2
5
< 4 il 1

Fig. 18 — Curvas de actividade catalitica de enzimas, em fung¢do da concentracdo hidroge-
niénica (pH) do meio de reacgdo. A — Algumas enzimas da raiz de ervilha:
1—B-frutofuranosidase; 2 — peroxidase; 3 — ATPase; 4 — triose fosfato desidro-
genase; 5 — malato desidrogenase (malato como substrato). B — Enzimas proteo-
liticas: 1 — pepsina do estdmago dos mamiferos; 2 — papaina do fruto da papaia.

do sistema, em consequéncia da variacdo da concentracdo em H*.
Tanto a enzima no estado livre, como o complexo enzima-substrato,
como o proéprio substrato, poderdo ser a sede de tais alteracdes de
ionizacdo. Sendo as enzimas proteinas, as quais contém numerosos
grupos ionizaveis, compreende-se facilmente que uma mesma enzima
possa existir numa longa série de diferentes estados de ionizacdo, con-
forme o pH do meio. A ionizacdo de grupos da proteina bastante
afastados do centro activo da enzima poderdo ter pouco ou nenhum
efeito sobre a actividade catalitica, a ndo ser que originem processos
de desnaturacdo da proteina. Alteracdes idnicas de grupos proximos
ou pertencentes ao centro activo terdo sempre grande efeito sobre a
actividade catalitica. :

Portanto, o efeito do pH sobre a actividade catalitica das enzi-
mas pode resultar das seguintes influéncias: a) sobre a estabilidade
da enzima (a gual pode ser irreversivelmente desnaturada a valores
superiores ou inferiores ao pH 6ptimo); b) sobre a afinidade da
enzima para o substrato, dai resultando deficiente saturacdo da enzima;
c) sobre a transformacdo catalitica em si, isto é, Vmax. Estes trés
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efeitos poderdo frequentemente actuar em combinacdo, assim, por
exemplo, para um lado do pH optimo o decréscimo de actividade
poderd resultar de diminuicdo de afinidade da enzima para o subs-
trato, enquanto que para o outro lado o decréscimo de actividade
poderd ser devido a instabilidade da enzima.

Em geral, é possivel distinguir na pratica os efeitos do pH devi-
dos a cada uma das trés causas acabadas de referir. No que se refere
aos efeitos do pH sobre Vmax e sobre Km é mesmo possivel iden-
tificar, a partir deles, os grupos da enzima que foram afectados pela
concentracdo hidrogenidnica. Estudos desta natureza sdo de grande
importancia pois que permitem ndo sé identificar grupos cataliticos
do centro activo das enzimas, como avancar teorias sobre os meca-
nismos da catalise enzimética.

TEMPERATURA

O efeito da temperatura na velocidade das reac¢des enziméaticas
pode ser muito complexo, uma vez que a temperatura pode afectar
varios dos pardmetros da reaccdo, como por exemplo: a) a estabili-
dade da enzima; b) a velocidade de transformacdo do complexo ES;
c) a afinidade entre o substrato e a enzima; d) a ionizacdo de grupos
importantes na catélise; e) a afinidade de activadores e inibidores para
a enzima; efc. Todavia, estes diferentes efeitos podem ser experimen-
talmente estudados, cada um de per si, desde que o efeito dos res-
tantes factores possa ser eliminado ou mantido constante. Assim, a
instabilidade da enzima, devido a temperatura, pode ser estudada
expondo a enzima a varias temperaturas durante um periodo de tempo
fixo, que preceda a determinacdo da actividade catalitica, medindo-se
esta em seguida, em condicdes em que a enzima seja esfavel. Os efei-
tos sobre a afinidade, do substrato ou de activadores, serdo eliminados
ao saturar a enzima com essa respectiva substancia, podendo entdo
determinar-se a acgdo da temperatura sobre Vmax. O efeito da tem-
peratura sobre a constante de Michaelis pode também ser determinada,
usando métodos andlogos aos utilizados para estudar o efeito do pH
sobre a mesma constante. Importantes informacdes sobre a natureza
de grupos cataliticos do centro activo das enzimas podem ser obtidas
através destes estudos da accdo da temperatura.
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Temperatura 6ptima das enzimas

Ao estudar a actividade catalitica de uma enzima ao longo do
tempo, para uma série de temperaturas, obtem-se um conjunto de
curvas, as quais sdo geralmente analogas as representadas na Fig. 19A.
Como dai se depreende, a velocidade inicial da reaccdo enzimatica
aumenta regularmente com o acréscimo da temperatura. No entanto,
a quantidade de substrato transformado em intervalos de tempo suces-
sivos vai decrescendo, para temperaturas superiores a um certo valor.
Portanto, ao considerar intervalos de tempo finitos, parece haver um
valor éptimo de temperatura o qual é no entanto varidvel com o
intervalo considerado (comparem-se os tempos t e t; da Fig. 19A).
Pode-se assim compreender que a temperatura exerce dois efeitos
antagdnicos sobre o sistema enzimatico. Por um lado aumenta a velo-
cidade inicial (ou verdadeira actividade catalitica) da enzima, mas
por outro conduz a uma progressiva inactivacgdo das moléculas da
enzima (Fig. 19B). A conjugacdo dos dois efeitos conduz a definicao
de uma temperatura Sptima.

A taxa de inactivacdo das enzimas em solugdo aumenta raplda-
mente com a temperatura. Na maioria dos casos essa inactivacdo é
virtualmente instantdnea ja a temperaturas proximas de 70°C. O nUmero

'\
velocidade
Q
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\,‘9
>
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06 7 temperatura \

A 80° ¥ : optima \
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0 ¢ tempo €, temperatura

Produto formado

Fig. 19.A — Efeito da temperatura sobre a progressdo da actividade catalitica ao longo do
tempo. B — Conjugacdo da taxa crescente de reaccdo (a) com a taxa crescente
de inactivacdo térmica (b) originando a curva de temperatura dptima das enzimas
{axb).
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de enzimas que pode suportar temperaturas de 100°C sem sofrerem
inactivacdo € extremamente reduzido. Um exemplo ja classico é o
da enzima adenilato cinase que catalisa a reacgao:

ATP + AMP —— ADP + ADP (Eq. 56)

Esta enzima pode suportar um aquecimento prolongado a 100°C e a
pH 1,0.

Tem-se verificado, como ja se referiu no capitulo 2, que a inac-
tivacdo das enzimas pelo calor é devida a desnaturagdo da proteina
enzimatica, a qual é grandemente influenciada pelo pH. Embora cada
enzima tenha o seu comportamento bastante particular, muitas enzimas
sdo frequentemente inactivadas, mesmo a temperatura ambiente,
quando o pH do meio é inferior a 5,0 ou superior a 8,0.

Qi e energia de activacdo das reac¢bes enzimaticas

O efeito da temperatura nas reaccdes enzimaticas (e em outros
processos celulares) é geralmente expresso em termos do coeficiente
de temperatura Q. O Qi representa o factor pelo qual a velocidade
das reacgdes enzimaticas (ou de outro processo bioldgico) vem multi-
plicada em consequéncia de um acréscimo de temperatura de 10°C.
O Quo das reaccdes enzimaticas situa-se geralmente entre 1 e 2. E uma
caracteristica geral dos processos de catdlise o facto de o Qi das
reacgOes catalisadas ser mais baixo do que o das reacgdes ndo cata-
lisadas. Por outro lado, quando se comparam enzimas com catalisa-
dores inorgénicos, por exemplo hidrogenides nos processos de hidro-
lise, verifica-se que a mesma reacgdo quando catalisada por enzimas
tem um Qi mais baixo do que quando catalisada por um catalisador
inorgéanico.

Outra grandeza importante das reac¢des catalisadas é a energia
de activagdo de Arrhenius, E (expressa em calorias/mole). O conceito
de energia de activacdo é idéntico ao de variacdo de entalpia de acti-
vacdo (AH*). Contudo, o cédlculo de E segundo a teoria original
de Arrhenius dé& uma diferenga de RT calorias em relagdo ao célculo
de AH* segundo a teoria das taxas absolutas de reacgdo, portanto:

E=AH* + RT (Eg. 57)
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em que AH* representa a variagdo de conteldo calérico (entalpia)
entre o complexo activado e as moléculas ndo activadas, R é a cons-
tante dos gases perfeitos e T a temperatura absoluta. Resultados empi-
ricos mostram ser, aproximadamente,

RT2 x In Quo
E = (Eqg. 58)
10

Quando duas ou mais enzimas catalisam a mesma reaccgdo,
obtem-se uma diferente energia de activagdo para cada enzima, mas
quando a mesma enzima actua sobre diferentes substratos, entao
obtem-se a mesma energia de activagdo para todos os substratos. Veri-
fica-se de facto que a energia de activacdo parece ser mais caracte-
ristica de uma dada enzima do que o seu préprio substrato. Este facto
é ilustrado pelos valores expressos na Tabela 6.

Tabela 6

Energia de activacdo de reaccoes de hidrdlise, catalisadas por H*
e por enzimas

Reaccéo ) Catalisador E(cal/mole)
Hidrélise da sacarose H+ 26000
» » » B—frutofuranosidade de cevada 13 000
» » » 3—frutofuranosidase de levedura 11000
» » rafinose B—frutofuranosidase de levedura 11 000

Representacdo grafica de Arrhenius

A representagdo grafica do logaritmo da velocidade inicial da
reaccdo enzimatica em funcdo de 1/T (representacdo de Arrhenius)
nem sempre origina uma recta; em certos casos o grafico tem uma
descontinuidade sendo formado por duas semi-rectas (Fig. 20). Tal
descontinuidade sugere haver uma variagdo na energia de activagdo,
de um valor a outro ao atingir-se a temperatura de transicdo. Varias
tém sido as causas sugeridas como possiveis responsdveis deste fend-
meno: a) existéncia de duas reacgdes enzimaticas paralelas (por exem-
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Fig. 20 — Representagdo grafica de 1,3
Arrhenius para a reacgao 1 1 1 L
da fumarato hidratase {Ac. 32 33 34 35
fumadrico + H,0 = Ac. L-
-mélico) a pH 6,35.

e x10*

plo diferentes centros activos) com diferentes’ Qu; b) reacgdo enzi-
matica consistindo de duas reacgdes sucessivas com diferentes Quo;
c) existéncia da enzima em duas formas, com diferente energia de
activagdo, havendo mudanga na proporgdo relativa dessas formas (por
exemplo desagregagdo em sub-unidades); d) inactivacdo reversivel
da enzima, que passa a existir em duas formas (activa e inactiva) em
. equilibrio. .~

Nos Ultimos anos, interessantes resultados tém sido obtidos em
estudos de enzimas associadas a membranas bioldgicas. Os pontos
de descontinuidade das representacdes de Arrhenius feitas para as
reacgdes catalisadas por tais enzimas aproximam-se bastante dos valo-
res de temperatura nos quais os fosfolipidos da respectiva membrana
passam de um estado ordenado (cristalino) a um estado mais desor-
denado. Admite-se que esta alteracdo da estrutura da membrana leve
a uma modificagdo da configuracdo das enzimas, o que alterard algu-
ma(s) constante(s) das reaccdes catalisadas por essas enzimas, e por-
tanto os AH *.

Efeito sobre o estado de ionizacio da enzima
J& se referiu, ao tratar do efeito do pH, a influéncia exercida
por grupos ionizaveis da enzima na velocidade de reaccdo enzimética.

VariagBes de temperatura originardo alteracdes no estado de ionizagdo
de cada um desses grupos. Assim, fazendo a representacdo gréafica
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de pKm e de log Vmax em funcdo do pH, para diferentes tempera-
turas, as alteracdes produzidas em cada pK podem ser medidas atra-
vés das variacdes da sua posigdo nas curvas correspondentes as dife-
rentes temperaturas. Podem assim eventualmente identificar-se os gru-
pos da enzima, responsdveis pela catdlise e que sdo afectados pela
temperatura.

INIBIDORES

Inibidores enziméticos sdo substéncias que interferem com a
actividade das enzimas, bloqueando o processo catalitico. Os inibido-
res classificam-se ern reversiveis e irreversiveis, conforme a enzima
recupera ou n3o as suas propriedades cataliticas apds a remogdo do
inibidor. A inibicdo devida aos inibidores irreversiveis & progressiva,
acabando por afectar todas as moléculas da enzima, desde que a quan-
tidade de inibidor seja suficiente. A inibicdo devida aos inibidores
reversiveis ndo é progressiva, atingindo antes, um valor de equilibrio
que depende da concentracdo do inibidor. Portanto, o grau de inibi-
cdo ao fim de um certo tempo é determinado, no caso dos inibidores
irreversiveis, pela constante de velocidade da reacgdo entre o inibidor
e a enzima, e no caso dos inibidores reversiveis pela constante de
equilibrio (Ki) da reacgdo:

E+ 1 — El (Eq. 59)

A eficiéncia do inibidor é normalmente expressa por esta constante
Ki, que € o reciproco da afinidade da enzima para o inibidor.
Exemplos de inibidores irreversiveis sdo os gases téxicos desen-
volvidos pelos alemdes durante a 1.2 Guerra Mundial. Tais compostos
(conhecidos por «gases dos nervos») sdo derivados dos acidos fluor-
fosféricos (HPOsF;, H,POsF, etc.), altamente volateis e téxicos (alguns
deles dezenas de vezes mais téxicos do que o &cido cianidrico), sendo
inibidores da enzima colinesterase, catalisadora da reacgdo:

Acetilcolina + H:O T colina + &c. acético (Eqg. 60)

A acetilcolina € um dos mediadores do sistema nervoso, participando
portanto no controlo do funcionamento de todos os processos vitais
" dos animais superiores. Regulando a colinesterase o nivel de acetil-
colina no organismo, compreende-se como a sua inibicdo irreversivel
afectara gravemente o organismo.
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S0 numerosos os inibidores reversiveis podendo citar-se como
exemplos: um outro inibidor da colinesterase, a eserina (CisHaNsOz),
alcaléide extraido da planta africana feijdo de Calabar, utilizado em
medicina, e o acido cianidrico, inibidor da citocromo oxidase, enzima
terminal do processo respiratorio.

Inibidores reversiveis

Vamos concentrar a nossa atencdao sobre inibidores reversiveis,
referindo resumidamente os efeitos por eles produzidos sobre a ciné-
tica enzimatica.

Tal como acontece com outros factores que afectam a velocidade
das reacgdes enzimaticas, os inibidores reversiveis podem actuar quer
sobre a constante de Michaelis, quer sobre a velocidade méaxima da
reaccdo. Existem portanto dois tipos distintos de inibidores reversiveis.
Os que aumentam o valor de Km sdo designados por inibidores com-
petitivos, uma vez que as moléculas do inibidor e as do substrato com-
petem entre si durante a complexacdo com a enzima. Portanto, sera

E+S+ 1 — ES+ El (Eq. 51)

isto &, a enzima pode complexar ou o substrato ou o inibidor mas nado
ambos simultaneamente. Os inibidores competitivos sdo geralmente
sUbstancias com estrutura analoga a dos substratos das enzimas, com-
binando-se com estas no mesmo local em que o substrato se liga,
isto €, no centro activo. A accdo dos inibidores competitivos é abolida
a concentragoes elevadas do substrato, ndo afectando portanto o valor
de Vmax.

Os inibidores reversiveis que ndo afectam o valor de Km, mas
que simplesmente originam um decréscimo de Vmax sdo designados
por inibidores nao-competitivos. Neste tipo de inibicdo a enzima pode
combinar-se simultaneamente com o substrato e o inibidor, isto é:

E+S+ 1 - ES+El+EIS (Eg. 62)

o que sugere que o inibidor se liga a enzima num local diferente
do centro activo. Portanto, embora ndo competindo com o substrato
para o centro activo das enzimas, os inibidores ndo-competitivos ao
ligarem-se a enzima afectam a sua configuragdo mais apropriada a
catdlise, levando a diminuicdo da velocidade a que a reaccdo se
processa.
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A, — Inibicao competitiva

A aplicagdo da teoria de Michaelis-Menten a inibicdo competi-
tiva leva a obtencdo da seguinte férmula para a velocidade da reacgdo
enzimatica:

Vmax x [S]
vV = (Eq. 63)
Km (1 + i/Ki) + [S]

Esta férmula difere da férmula usual de Michaelis-Menten (Eq. 28)
pelo facto de Km vir multiplicado pelo factor (1 + i/Ki), em que i
representa a concentracdo do inibidor e Ki a constante de dissociagdo
do complexo El (Eq. 59). O efeito do inibidor competitivo é pois
afectar Km de um factor (1 + i/Ki), designando-se por Km aparenfe

a nova constante:
Kp = Km (1 + i/Ki) (Eq. 54)

Note-se assim que ao aumentar i, Kp aumentard proporcionalmente.
Dando a equacdo 63 a forma de Lineweaver-Burk, ter-se-a:

1 1 Km (1 + i/Ki)
= 5 (Eq. 65)
v Vmax Vmax [S]

VsVp

1
0 Km Kp [s]

0 Km=Kp [S]
NAO-COMPETITIVA C.OMPETITWA VMISTA
1v v
B >
( b ) 1’Vp 1Vp
v 1Iv
_1/Km.-1p<p6 1/1S] ~ajkm —ykp 0 /ISl <i/km -1/kp © 1/[8]

Fig. 21 — Representacao grafica do efeito de trés tipos de inibidores reversiveis, nos para-
metros da reaccdo enzimatica. a) Representacdo de v em funcdo de [S]: b) repre-
sentacdo de 1/v em fungdo de 1/[S] (ou de Lineweaver-Burk). As setas indicam
o sentido das transformacdes produzidas pela presenga dos inibidores; Kp = Km
aparente; Vp =V aparente.
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Se S estiver em elevada concentracdo, entdo pela equagdo anterior
serd 1/v = 1/Vmax o que indica que Vmax ndo é afectada pela pre-
senca do inibidor.

Na Fig. 21 estdo representados graficamente os efeitos produzidos pelo
inibidor nos pardmetros da reacgdo enzimética.

A; — Inibi¢do ndo-competitiva

Quando a reaccdo enzimética ocorre na presenga de um inibidor
ndo-competitivo, entdo a equacdo de Michaelis-Menten toma a forma

Vmax
— [§]
1+ i/Ki (Eqa. 66)
V= — :
Km + [S]

Portanto, na presenca do inibidor a velocidade méaxima vem dividida
pelo factor (1 + i/Ki), designando-se por velocidade méaxima aparente
a grandeza
Vmax )
Vp = ———M — (Eg. 67)
1+ i/Ki

‘E facil de verificar pela Eq. 66 que o valor de [S] para o qual v = Vp/2
é[S] = Km. Logo, o inibidor ndo-competitivo decresce o valor de Vmax
de um factor proporcional & concentracdo do inibidor, mas ndo afecta
o valor de Km da reaccdo enzimatica. Estas mesmas conclusdes ressal-
tam da observacdo das representacdes graficas da Fig. 21.

As — Outros tipos de inibicdo reversivel

As duas formas de inibicdo acabadas de referir sdo casos espe-
ciais, extremos, sendo frequente que os resultados obtidos na préatica
ndo se ajustem a nenhum deles, sendo antes formas parciais de ini-
bicdo ou mesmo formas mistas. Tém-se assim descrito casos de inibigdo
parcialmente competitiva, parcialmente ndo-competitiva e mista, entre
outras. Enguanto que as duas primeiras se aproximam de um ou outro

~dos tipos extremos referidos, a inibicdo mista, como o nome sugere,
é um misto das inibicdes competitiva e ndo-competitiva, acontecendo
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Fig. 22 — Representacao grafica de
1 Lineweaver-Burk do efeito
v de um inibidor incompe-
titivo na reaccdo enzima-
¥ 1 1 tica.
Kp Km (s

que tanto Km como Vmax sdo afectados. Na realidade, € frequente
na pratica encontrarem-se tipos de inibicdo mista, na medida em que
tanto o Km como o Vmax sdo afectados.

Um caso particular de inibicdo, em que ambas as constantes ciné-
ticas, Km e Vmax, sdo afectadas é a chamada inibicdao incompetitiva
(«uncompetitive inhibition»). Neste tipo de inibicdo o inibidor ndo
se combina com a enzima livre, mas apenas com o complexo ES:

E+S  __—_—_ES_E+P
+ (Eq. 48)
|
t
ESI

Nesta situacdo, a equacao de Michaelis-Menten toma a forma:

Vmax
———— [§]
1T+ i/Ki
Ve — (Eqg. 69)
Km
— + [S]
1+ i/Ki

Portanto, na presenca do inibidor ambas as constantes Vmax e Km
vém divididas por 1 + i/Ki. O rearranjo da equacdo 69, de acordo
com o método de Lineweaver-Burk fornecera:

1 1 i, Km 1 :
= 1+ ) + (Eq. 70)
v Vmax Ki Vmax [S]




Fazendo a representacdo grafica de 1/v contra 1/[S] para diferentes
concentragdes de | obtem-se uma série de linhas paralelas (Fig. 22).

A — Métodos de determinacdo de Ki

A constante de inibi¢do, Ki, é, como j& se referiu, a constante
de dissociagdo do complexo formado entre a enzima e o inibidor ou,
por outras palavras, o inverso da afinidade da enzima para o inibidor.

Existem varios métodos que permitem determinar Ki. Um, bas-
tante corrente, consiste em determinar os valores de Km e Vmax na
auséncia de inibidor e os valores aparentes destas grandezas (Kp e
Vp) quando o inibidor estd presente, recorrendo a métodos gréficos
do tipo Lineweaver-Burk (Fig. 21). Para os inibidores competitivos
ter-se-a, a partir da Eq. 64, que:

i
Ki = (Eg. 71)
(Kp/Km) — 1

e, para os inibidores ndo-competitivos, através da Eqg. 67, ter-se-a:

i
Ki = (Eq. 72)
(Vmax/Vp) — 1

Portanto, a partir destas duas equacdes e dos valores obtidos a partir
dos graficos de Lineweaver-Burk (Kp e Km para os inibidores compe-
titivos e Vmax e Vp para os inibidores ndo-competitivos) é possivel
determinar os respectivos valores de Ki.

Este método tem a vantagem de ser aplicdvel mesmo quando
a inibicdo for parcialmente competitiva ou ndo-competitiva, ou mesmo
mista. Nestes casos, todavia, as expressdes que fornecem o valor de
Ki ndo sdo as Eq. 71 e 72, mas outras relacdes. Este assunto pode
ser aprofundado no livro de Dixon e Webb: «Enzymesn».

A constante Ki exprime-se em unidades de concentragdo (mo-
les/l). Uma vez representar Ki o inverso da afinidade da enzima para
o inibidor, este serd tanto «mais potente» quanto menor for Ki.
Na Tabela 7 indicam-se os valores de Ki para inibidores de algumas
enzimas.
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Tabela 7

constantes Ki

Exemplos de inibidores enzimdticos e valores das respectivas

batata doce

Enzima Reacc_ép catalisada Inibidor Ki(M)
Lactato desi- : ; !
drogenase do| L-Lactato + NAD+ — Pi- | Piruvato 1,8x10~*
musculo de| ruvato+ NADH 4+ H* Lactato 2,6 x 102
coelho
Glucose-6-P Gl-6-P + NADP+ - A
desidrogena- 6-P~G|L-Jt:c'>nico P NADP?“ NADPH 2,7 x 105
se de leve- +HF Fosfato 107
dUra " - - — .
Hexocinase|Glucose + ATP — Gl-6- 4 3
de levedura | -P + ADP Clussse-GP %1% 10
Alcool desi-| Alcool + NAD* — Al- Acetaldeido 6,7 x 10':
drogenase de |deido (ou cetona) + SADT lg X 18—2
levedura + ano 2 X 107
_ +NADH +H NAD + 61 x 10—
Alanina ra-
cemase de||_Alani DL : Amino-oxiacetato | 4,0 x 1077
Pseudomo- anina R=Alarips Hidroxilamina 10—
nas sp.
Citrato liase :
de Strepto- | Citrato -~ Acetato + Mg *+ 2,5x%107?
coccus diace-| + Oxaloacetato Ca tt 1, £ 1074
tilactis
Adenosina - Ly
deaminase de | Adenosina + HO -+ Ino- Adepma 6.7 % 10_‘
; . N Inosina 7,0x 10
Aspergillus | sina+NHs Hipoxantina 7,9 x 103
oryzae
a -*Glucosida- | Mmjtose + H,O --2 Glu-| Maltose 3,5x 102
Zeurade leve- | cose Sacarose 3,7 x 1072
B-Amilase de Hidrélise do amido Ciclo-hexa-amilose| 1,7 x 10—*
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PECULIARIDADES CINETICAS DAS ENZIMAS
ALOSTERICAS

CURVA SIGMOIDE DO EFEITO DO SUBSTRATO NA VELOCIDADE
INICIAL

Ao fazer a representagdo gréfica da velocidade inicial em fungdo
da concentracdo do substrato, verifica-se ndo se obter, para as enzi-
mas alostéricas, a habitual curva hiperbdlica (Fig. 14), mas antes uma
curva de configuragdo sigmdide (Fig. 23), mais ou menos pronunciada
conforme as condi¢des do ensaio e a escala da representacdo. Demons-
trou-se que, nas enzimas alostéricas *, este tipo de curva é consequén-

Y Enz. dessensibllizoda

N
aot
o

Fig. 23 — Representacdo grafica de
v em funcdo de [S] para
uma enzima alostérica.
A) Curva sigméide obtida
com a enzima no estado
nativo; B) curva hiperbé-
lica obtida com a mesma
enzima apds dessensibili-
zacéo pelo calor.

0 B 1§

cia das interac¢des cooperativas (ver Fig. 9 e 10) que ocorrem entre
os Varios centros receptores para o substrato, existentes na molécula
da enzima. A sujeicdo da enzima a vérios tratamentos quimicos e fisi-
cos (por exemplo a accdo do calor) leva a sua dessensibilizacdo alos-
térica, o que tem como consequéncia passar ela a comportar-se, do
ponto de vista cinético, como as enzimas ndo alostéricas (Fig. 23).

Portanto a dessensibilizacdo leva & perda do comportamento alostérico
sem todavia originar perda de actividade catalitica,

(*) — Reacgdes catalisadas por enzimas ndo alostéricas podem fornecer
representagdes do tipo sigméide quando possuindo ordem elevada.
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DETERMINACAO DA GRANDEZA DOS EFEITOS COOPERATIVOS

A partir da curva sigmdide (v em fungdo de [S]) das enzimas
alostéricas ndo é possive! obter uma representagdo linear do tipo Line-
weaver-Burk (1/v em funcdo de 1/[S]). E no entanto possivel fazer
uma transformagdo empirica que leve a curva sigmdide a tomar uma
forma hiperbdlica, de maneira andloga ao que fora j& proposto por
Hill ao estudar a saturacdo da hemoglobina com oxigénio. A equacdo
de Hill, também utilizada para as enzimas alostéricas, é:

Vmax [S]"
V= ——— (Eg. 73)
Km + [S]"

Consequentemente, ao fazer as representacdes graficas de v em fun-
¢do de [S]" e de 1/v em funcdo de 1/[S]" (Fig. 24) obter-se-do as
tipicas representacbes graficas das enzimas ndo alostéricas, respecti-
vamente, a curva hiperbdlica da velocidade em fungdo da concentragdo
do substrato e a recta da transformacdo de Lineweaver-Burk.

Pelo que acaba de referir-se poderd concluir-se que a diferenca
de comportamento cinético entre as enzimas alostéricas e ndo alos-
téricas reside num factor n, designado por coeficiente de Hill. Este
factor n é de grande importdncia pois que se demonstra traduzir ele
a grandeza dos efeitos cooperativos existentes entre o substrato e os
centros receptores da enzima alostérica.

b | ~N
W

VQ e

e

\_ [s]" 1/[8] ”/

Fig. 24 — Representagdes graficas da equacdo de Hill: A) v em funcdo de [S]" e B) 1/v em
funcado de 1/[S]".
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0 -log [§]

Fig. 25 — Método grafico da determinacdo do coeficiente de Hill (n) para enzitias alostéricas

Para obten¢do do valor do coeficiente de Hill, haverd que encon-
trar métodos apropriados. Pode por exemplo recorrer-se ao compu-
tador. Um método menos sofisticado, e de uso bastante corrente,
baseia-se na equacdo 73 apds rearranjo apropriado, que leva a
expressao:

Vmax—v
log ———— = log Km — n log [S] (Eg. 74)
v
Vmax—v
Ao fazer a representagdo grafica de log ——— em funcéo
v

de — log [S], obtem-se uma recta (Fig. 25) cujo coeficiente angular é
igual ao coeficiente de Hill.

ACCAO DOS ACTIVADORES E INIBIDORES ALOSTERICOS

Como & se referiu anteriormente (ver capitulo 2) as enzimas
alostéricas possuem centros receptores de trés naturezas, aos quais se
vao ligar os trés tipos de «ligandos» que participam na reac¢do enzi-
matica de natureza alostérica: o substrato (S), o activador alostérico
(A) e o inibidor alostérico (I). A enzima alostérica pode complexar
A e S simultaneamente, mas pelo contrario ndo pode complexar nenhum
destes ligandos ao mesmo tempo que |. Por outro lado, a configuracdo
molecular da enzima é afectada pelo tipo de ligando que tem com-
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plexado: a complexagdo de A e (ou) S origina a configuracdo R (de
«relaxed» = frouxa); a complexagdo de | origina a configuragdo T
(de «tight» = tensa) (ver Fig. 10). A transformacdo entre estas duas
configuracdes,
+1 :
R———T7 (Eq. 75)
+A+S

é reversivel, variando o valor da constante de equilibrio L com as
concentragdes de | e de S + A. Ao fazer a representacdo gréafica da
velocidade inicial em funcdo da concentracdo do substrato para. uma
enzima alostérica, na presenga ou na auséncia de A e |, obtém-se as
curvas indicadas na Fig. 26. Portanto, o inibidor alostérico leva a
acentuar a forma sigmdide da curva da velocidade, enquanto que o
activador alostérico faz com que a curva tome a forma hiperbdlica.
Pode pois concluir-se que os efeitos cooperativos devidos ao substrato
sdo méaximos quando a enzima se encontra no estado tenso, e minimos
quando ela estd no estado frouxo (que possui j& méaxima afinidade
para o substrato).

Fig. 26 — Efeito da presenca do activador ou do inibidor alostérico, na forma da curva da
velocidade inicial em funcdo de [substrato] de uma enzima alostérica.

v, A

v, [
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INTERACCOES ENTRE «LIGANDOS»

E costume definir duas classes de efeitos alostéricos: 1) Efeitos
homotrépicos, que sdo as interac¢des entre moléculas de um sé tipo
de ligando; 2) Efeitos heterotrdpicos, que sdo as interacgdes entre
moléculas de ligandos diferentes. As interaccdes homotrdpicas sdo
sempre cooperativas (isto é, intensificam-se), enquanto que as inte-
rac¢des heterotrépicas podem ser cooperativas ou antagdnicas (isto &,
intensificarem-se ou anularem-se). Nas células, as enzimas alostéricas
estdo geralmente sempre sujeitas a interacgdes homotrdpicas, devidas
pelo menos a um tipo de ligando, podendo ainda estar sujeitas a
efeitos heterotrépicos. Esta questdo estd relacionada com a regulagdo
do metabolismo celular. Como se verd no capitulo 7, muitas das enzi-
mas que tém papel-chave em tal regulacdo sdo de natureza alostérica.

DESSENSIBILIZACAO E ALTERACAO MOLECULAR

Quando a enzima alostérica é dessensibilizada, todas as cate-
gorias de interaccdes alostéricas deixam simultaneamente de ser obser-
vaveis. Por outro lado, como se referiu acima, a enzima passa a for-
necer uma curva de velocidade do tipo hipérbole (Fig. 23). A com-
paragdo das Figs. 23 e 26 mostra entdo que a enzima dessensibilizada
fica permanentemente numa configuragdo semelhante ao estado frouxo.
Admite-se que a dessensibilizacgdo origina alteragdes estruturais que,
ndo afectando os centros activos da enzima, afectam +odavia a sua
estrutura quaternéria, quer levando a dissociagdo da enzima em mond-
meros, quer modificando a relacdo estrutural existente entre as sub-
-unidades. Possivelmente, a configuragdo frouxa é a menos «constran-
gida», por natureza mais estdvel do que a configuragdo tensa, ou
aquela que o substrato estabiliza. naturalmente.
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O metabolismo dos seres vivos € conse-
quéncia de um complexo e elaborado conjunto
de reac¢des quimicas mais ou menos interde-
pendentes, estando todos os processos celu-
lares intimamente dependentes da accdo de
catalisadores bioldgicos — as enzimas.

Conhecem-se mais de 1000 enzimas, cada
uma delas catalisando, salvo raras excepgoes,
uma reacgao especifica e indispensavel ao
harmonioso funcionamento da célula.

Apresentam-se neste livro nogdes sobre
o processo de catadlise enzimética e sobre os
mecanismos da sua regulacdo na célula.
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