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Resumo

Na abordagem convencional da Bioquimica, um parametro para a descricao do
funcionamento de uma enzima é a taxa de conversao de substrato em produto, na presenca
ou auséncia de um inibidor. Outro parametro é o IC5y, que mede a eficacia de uma subs-
tancia em inibir uma funcao bioldgica ou bioquimica especifica. Dadas estas consideracoes,
neste trabalho o foco foi estudar a cinética enzimatica a partir da Mecanica Estatistica.
Neste sentido, partindo de uma aproximacao do equilibrio termodinamico, foi possivel usar
o ensemble gra-canodnico para deduzir equacoes para a taxa de formacao de produto em
reacoes catalisadas por homodimeros de enzimas. Foi considerada a situagao onde pode
existir pelo menos duas conformagoes possiveis para cada enzima, possibilitando assim
modelar o efeito cooperativo positivo e negativo com base nas energias dos microestados do
sistema. As equacoes obtidas foram usadas para se obter a curvas de velocidade da reacao
em funcao da concentragao de substrato e inibidor. Nestas simulacoes, obteve-se curvas de
formato sigmoide esperado para enzimas desse tipo e aplicou-se o modelo para explicar
uma situagao onde um inibidor gera ativacao enzimatica. Em seguida, deduziram-se
equacoes para ICjy, onde se obteve curvas nao lineares em funcao da concentracao de
substrato, possibilitando identificar cooperatividade positiva e negativa em graficos do
tipo ICsq X [S]. Por fim, o método foi generalizado para enzimas com mais de dois sitios,
o que foi exemplificado com um tratamento de caso real, para o qual modelo produziu um

bom ajuste dos dados experimentais.

Palavras-chave: Mecanica Estatistica, Cinética Enzimatica, Alosteria, Cooperativi-

dade, Inibicao Enzimatica
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Abstract

In the conventional approach of Biochemistry, a parameter for the description of
the functioning of an enzyme is the rate of conversion of substrate into product in the
presence or absence of an inhibitor. Another parameter is the ICyy, which measures the
effectiveness of a substance in inhibiting a specific biological or biochemical function. Given
these considerations, the aim of this work was to study the enzyme kinetics from Statistical
Mechanics point of view. So, starting from an approximation to the thermodynamic
equilibrium, it was possible to use the grand canonical ensemble to get equations for
the rate of product formation in reactions catalyzed by homodimeric enzymes. It was
considered the situation where there could be at least two possible conformations for
each monomer, thus enabling modeling of the positive and negative cooperative effects
based on the energies of the system micro-states. These equations were used to obtain a
reaction rate curve as a function of the concentrations of the substrate and the inhibitor.
In these simulations were obtained the expected sigmoid shaped curve for the enzymes
of this type and the model was applied to a special situation where an inhibitor causes
enzymatic activation. Then, equations for IC5y were deduced, where non-linear curves
were obtained as a function of substrate concentration, allowing to identify positive and
negative cooperativity in plots of IC5q x [S]. Finally, the method was generalized for
enzymes with more than two binding sites and tested in a real case, giving a good fitting

of the experimental data

Keywords:Statistical Mechanics. Enzyme Kinetics, Allostery, Cooperativity, Enzyme
Inhibition
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Esta dissertacao descreve no Capitulo 1 a motivagao tedérica para tratar, em uma

abordagem estatistica, um problema bioquimico, com a visao de um fisico.

No Capitulo 2 descrevem-se os materiais e métodos. Ja no Capitulo 3 inicia-se o
tratamento dos modelos da bioquimica com a abordagem da mecanica estatistica, onde
se aplica o ensemble grao-canonico para tratar de enzimas com dois sitios equivalentes,
chegando-se a modelos representativos para inibi¢ao deste tipo de enzima. No final deste
capitulo os conceitos sao generalizados para enzimas com mais de dois sitios e aplicados

em um caso real para analise de dados experimentais.

No Capitulo 4 sao apresentadas as conclusoes.






CapiTULO 1

MOTIVACAO TEORICA:
BIOQUIMICA ENZIMATICA

Neste Capitulo descrevem-se os fundamento tedricos necessarios ao entendimento do
problema tratado nesta dissertacao. Inicia-se descrevendo as enzimas, classe de moléculas
biolégicas com atividade especializada, relacionando os parametros bioquimicos utilizados

para medir suas fungoes.

1.1 INTRODUCAO

Enzimas sao a base de funcionamento da sinalizacao fisiologica, regulando cada etapa
de uma série de reacoes em cascata pela modificacao de moléculas. A sensibilidade desta
regulacao estd relacionada com resposta enziméatica a variacoes de concentragao de substrato
e/ou inibidor. Respostas fisioldgicas como estas dependem de uma caracteristica especial

de determinadas enzimas, definida pelos termos cooperatividade e alosteria [1-7].

Algumas destas rotas biologicas podem se tornar hiperativas e gerarem defeitos,
como no caso da doenga de Alzheimer (DA) onde algumas teorias apontam que a hiper-
fosforilacao da proteina tau' pela enzima GSK33 causa a destruicao do citoesqueleto
dos neuroénios, prejudicando toda a dinamica de transporte dos neurotransmissores [8].
Um modo de tratar problemas semelhantes a esse consiste em reduzir a velocidade de
catalise de tais enzimas por uso de um inibidor. O parametro comumente usado para
avaliar a eficacia de um inibidor é o IC5y, definido como concentragao necessaria desta
molécula para causar reducao de 50% da velocidade de uma reacao catalisada por enzimas

em relac@o a esta reagao na auséncia de inibidor [9,10].

A Mecanica Estatistica tem sido utilizada na Fisica para descrever o comportamento

IProtefna estabilizadora do citoesqueleto dos neurénios

3



4 1.1. INTRODUCAO

de sistemas com um grande niimero de moléculas. Ela possibilita a conexao entre caracteris-
ticas microscépicas de um conjunto de particulas e suas propriedades termodinamicas [11].
Por este motivo sistemas biolégicos tem sido uma area de interesse para fisicos. Neste
sentido ¢ possivel citar estudos na drea da enzimologia [12], membranas celulares [13,14] e

estudo e modelagem tedrica de farmacos [15].

Com base nestas consideragoes, serao considerados a seguir os principais pontos
encontrados na literatura considerados necessarios para compreensao dos modelos que
sao estudados na segunda parte deste trabalho, além de servirem como referéncia para a
discussao de resultados ja conhecidos e estudo de novas aplicacoes da teoria desenvolvida

aqui.
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1.2 CATALISE E INIBICAO

1.2.1 Teoria do Estado de Transicao

Para que uma reacao qui-
mica ocorra entre duas moléculas
é preciso que se forme um com-
plexo ativo, de maior energia li-
vre que os reagentes, de acordo

com a Teoria do Estado de Tran-

sicao (TST?) desenvolvida prin-

cipalmente por Henry Eyring [1].

. B Coordenada da Reacdo
Por esta teoria a reacao fica re-

presentada pela equacio Figura 1.1: Diagrama do estado de transi¢ao, mostrando

a variacao de energia livre AG* da formacao do complexo
A+B— Xt Q+P.

e da reacao AG eagio-

o o Fonte: Figura adaptada da referéncia [1]
Neste estdgio intermediario, o

composto estd em seu maior estado energético e, por esse motivo, a reagao s ocorre se a

energia do choque entre as moléculas for suficiente para a formacao desse complexo.

Na TST cléassica considera-se que cada reagente esta situado em um ponto do
plano de fase, com coordenada (g) e momentum (p) para cada molécula. Na formagao
do complexo ativo os reagentes possuem a mesma coordenada ¢*, de forma que quando
q < ¢* existem apenas moléculas de reagentes e para ¢ > ¢* se encontram os produtos da
reacao [16]. Com esta abordagem ¢ possivel calcular o potencial termodinamico G' (Gibbs)
para cada intervalo de coordenadas, e com isso calcula-se a variagdo desse potencial (ou
energia livre) AG* necessdria a formacao do estado de transicao (Figura 1.1). A energia
livre entre reagentes e produtos (AGeqao) informa se a reagao é espontanea (AGeqeao < 0)

ou 1o (AGyeacao > 0).

O estado de transicao tem duracao muito curta da ordem de 10735 a 10745, de

forma que a taxa de conversao deste para produtos ou reagentes determinam a taxa geral

2do inglés Trasition State Theory
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da reacao quimica. No equilibrio termodinamico ¢é possivel mostrar que a taxa de formacao

— 1 /
AGYRET onde R é a constante dos gases e T

do estado de transicao é proporcional a e
a temperatura absoluta. Assim, quanto maior AG* mais lenta serd a reacdo, porém o

aumento da temperatura tende a aumentar a velocidade da reacao.

x¥F Neste contexto, as enzi-
cH mas realizam o importante papel
de reduzir a barreira de energia

livre do complexo ativo e, deste

modo, a reacao se torna mais ra-

Catalizado

pida e é classificada como catdalise.

A eficiéncia da catélise é dada por

eAAGL /BT onde AAGE, 6 a dife-

P+Q
A+B =—— P+Q

Coordenada da Reacdo

renga entre energia livre da reacao
catalisada e nao catalisada. Por

Figura 1.2: Diagrama mostrando a variagao de energia

. ~ . outro lado, a enzima nao altera
livre da reacao com e sem catalise.

Fonte: Figura adaptada da referéncia [1] a energia livre entre reagentes de
produtos e, dessa forma, facilita

a reacao reversa na mesma proporc¢ao que a direta.

1.2.2 Catalise

A catalise ocorre quando um reagente, classificado como substrato da reacao catali-
sada, se ligam ao sitio ativo (ou catalitico) da enzima e sofre algum tipo de modificacao [1].
Esse encaixe ocorre de forma a promover interagoes intermoleculares (Figura 1.3) com-
plementares estéricas e geométricas entre o substrato e o sitio ativo, tornando a acao
enzimatica especifica de um substrato. Por esse motivo é dito que enzimas sao estere-
oespecificas e geometricamente especificas. A primeira caracteristica se deve ao fato de
enzimas serem formadas apenas de aminodcidos com isomeria Gptica levogira (classificados
como L-aminodcidos), de forma que o sitio ativo possui uma assimetria intrinseca e sé
conseguira realizar catdlise de um isémero éptico especifico para uma classe de substratos.
Por outro lado, a especificidade geométrica tende a ser menos restritiva do que a estérica,

possibilitando que algumas enzimas consigam agir sobre uma variedade de substratos com
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semelhanca de grupos quimicos a serem catalisados.

Do ponto de vista cinético, a reacao de catalise pode ser representada pela Eq.

1.1:
S+E2=pste pyp (1.1)
k-1
onde S representa o substrato, E a enzima e P e

o produto. O estado intermediario ES indica que %‘1/.‘@/

a modificagdo de S ainda nado ocorreu (Figura 1.3

apés a seta) e é chamado de complero enzima- p— J[

substrato.  Para reduzir a taxa de formagao de pro- %
- o . . @ <

duto desta reacao ¢é preciso introduzir um inibidor .

T
'

(o]
~—

- Enzima

no sistema, o qual deve se ligar a enzima sem que - —

ocorra reacgao. Existem quatro tipos principais de Figura 1.3: Esquema repre-
inibicao: competitiva, acompetitiva, nao-competitiva e sentando o substrato com li-
mista. No caso da inibicio competitiva® (que é foco gagdes complementares ao si-
deste trabalho), o inibidor se liga ao sftio catalitico tio.

da enzima e bloqueia a entrada do substrato (Eq. Fonte: Figura adaptada da

1.2): referéncia [1]

S+E2apgtespyp
b (1.2)

ki, k_1, keor € K7 sa0 as constantes de formacao, dissociacao, catalise e inibi¢ao, respecti-

vamente.

Em enzimas com mais de um sitio catalitico este tipo de inibicao é mais complexa
e pode ocorrer fenomenos que alteram significativamente o perfil da catélise, que é o

contetdo da préxima secao.

3Para mais detalhes sobre os outros tipos de inibicao ver [1,2]



8 1.3. CINETICA ENZIMATICA

1.3 CINETICA ENZIMATICA

1.3.1 Modelo de Michaelis-Menten

Na natureza existem enzimas para os mais diversos tipos de reacoes, levando a
ocorréncia de varias classes destes catalisadores biolégicos. O modelo para a classe mais
simples considera que existe apenas uma conformacao possivel para a enzima durante a
catalise, desenvolvido por Leonor Michaelis e Maud Leonora Menten em 1913 [17,18]. As
equagoes diferenciais que governam a cinética para essa classe de enzimas representada

pela Eq. 1.1 sao:

= = —ki[E][S] + kA[ES) + ket ES] (1.3)
dfs] _
= ~hIEIS] + ki [ES] (1.4)
ﬂjf]—kﬂEHﬂ——klwﬁﬂ—kmﬁES] (1.5)
d[P] _
W - kcat[ES] (16)

onde [X] indica concentragao da varidavel X.

Quando [S] >> [E] a concentracao de substrato cai lentamente de forma que é
possivel considerar [S] aproximadamente constante e resolver o sistema de equagdes. Sendo

assim, considere as Egs. 1.3 e 1.5 para [S] >> [E] [16]:

d [ES]) [ —(kor +kear)  [S]ha) ([ES] (1.7)
4\ (E] (k1 + keat) —[SIk1) \ [E)
A Eq. 1.7 possui dois autovalores A. Para A = 0 o sistema tem solucao estacionéria

para o complexo FS, dada por:
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[ST[E],
ESlest = —————— 1.8
[ESest [S] + K (1.8)
onde se introduz a constante de Michaelis
k—l + kcat
Ky = =L feat
M k

O segundo autovalor d4 a solugao transiente, que para as condigoes iniciais [ES](t =

0) =[P](t=0)=0c¢ [E](t =0) = [E], a solucao transiente para [ES] fica:

[STLET,

ES|(t) = ———2— (1 — e~ (Shathorthec)t 1.9
[ES](t) ST+ x, e ) (1.9)
Para um tempo suficiente- 1 : : : :
mente grande em relacao a 7 =
. 0.8 s
([S)ky + k_1 + keas) ™t o sistema
atinge o estado estacionario, de § 0.6 §
forma que para 7 muito menor do i o
que o tempo minimo de consumo -
do substrato (ver Apéndice A) a 0.2 [ 2
contribuicao para a taxa de for-
0 | | | |
macao de produto é predominan- 0 2 4 6 8 10

. S/ Ky
temente do estado estacionario.

Devido ao rapido decaimento ex- Figura 1.4: Velocidade da reacao para o modelo
ponencial (Eq. 1.9) é possivel en- Michaelis-Menten. Nao existe ponto de inflexao para en-
tao assumir que serd mais prova- zimas desse tipo e, por consequéncia, é necessario uma

vel encontrar o sistema no estado  grande variacao na concentragao de substrato para aumen-

estaciondrio. Dessa forma: tar a velocidade da reagao.

v = @ :kcatw

1.1
dt Ky (1.10)

Usando o fato de que as enzimas sao conservadas no processo de catalise, ou seja

[E], = [Eliot = [ES] + [E], a Eq. 1.10 se torna:

5]

e (1.11)

v = Vmax



10 1.3. CINETICA ENZIMATICA

onde Ve = Keat[Elior-

A Figura 1.4 mostra o comportamento da Eq. 1.11. Note que nao existe ponto de
inflexao na curva, caracteristica principal das enzimas de Michaelis-Menten. Isto implica
em baixa sensibilidade do sistema em relagao ao aumento da concentragao de substrato,

medida a partir da relaco [2]

(1.12)

onde v([S]o1) = 0,1V,,00 €, analogamente, v([Sloe) = 0, V40

1.3.2 Cooperatividade e Alosteria

Enzimas que se compor-

tam segundo a cinética de
Michaelis-Menten apresentam Rg =
81 (calculado a partir da Eq.
1.11). Isto significa que é preciso

um aumento de 81 vezes da con-

centracao de substrato para cau-

sar uma variacao de velocidade

0 2 4 6 8 10 10% para 90% da velocidade ma-
S/ Kos

)

xima da reacao. Porém exitem

Figura 1.5: Velocidade relativa da reacio segundo a €hzimas com Rg < 81 e formato

equacdo de Hill. Para valores de h > 1 existe ponto de  sigmoidal da curva de velocidade
inflexdo para a curva, o que torna a catalise mais sensivel ~de reacao (Figura 1.5), fazendo
a variagoes de concentragao do substrato no intervalo de  surgir a necessidade de uma nova
0, 1Vinaz @ 0,9Vinaz [2]. teoria cinética. A primeira tenta-
tiva de descricao destes fenomenos foi realizada por Archibald Vivian Hill em 1910 para
explicar o comportamento da hemoglobina [19], onde se prop6s uma equagao semelhante

a:
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[S]*

= Vmam Toh o TR
’ Kl + [ST"

(1.13)

A Eq. 1.13 trata apenas de uma modificagao empirica da Eq. 1.11 para ajustar
dados experimentais da forma apresentada na Figura 1.5, sem significado microscépico
para o fator h. Porém, ja se tinha a informacao de que algumas enzimas oligoméricas
apresentavam taxa de formacao de produto sigmoidal e, por isso, cunhou-se o termo

cooperatividade para descrever um efeito de cooperagao entre os sitios cataliticos [2].

Modelo de Pauling

O desenvolvimento de modelos para cooperatividade assumem que a ligacao de
uma molécula ao sitio ativo estd em equilibrio [2]. Com base nestas ideias, Linus Pauling
em 1935 publicou uma interpretacao estrutural para a ligagao em equilibrio do oxigénio ao
grupo heme da hemoglobina [20]. Trazendo as ideias de Pauling para a cinética de uma

4

enzima®* com dois sitios equivalentes, é possivel propor a seguinte equacao para a taxa de

formagao de produto:

oy KIS)+a(K[s)y

T T OR[S] + alK[S))? (1.14)

onde K ¢ a contante de equilibrio da formacao do complexo relacionada a energia livre,

AGuigesso/RT o ¢y ¢ uma contante definida de forma similar a K

definida como K = e
para energia livre adicional relacionada estabilizacao da interagao dos dois sitios (o =
eAGinterasao/ BT " Ta] interacdo indireta foi posteriormente chamada de efeito alostérico no

trabalho publicado MONOD, CHANGEUX e JACOB em 1963 [6].

Este tratamento mostra uma boa concordancia com os dados experimentais, como
mostrado por Pauling para o caso da hemoglobina, porém nao explicita informagoes sobre
modificacoes na estrutura da enzima e apenas introduz contantes macroscopicas para

modelar o efeito cooperativo.

4Neste e nos préximos modelos descritos nesta secdo seré considerado que a contante de catélise K.q;

nao sofre alteracao com o efeito cooperativo. No préximo capitulo isso sera levado em consideragao.
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Modelo Monod-Wyman-Changeux (MWC)

Em 1965 Jacque Monod, Jeffries Wyman e Jean-Pierre Changeux desenvolvem um
modelo onde assumem que as interagoes indiretas entre sitios de ligacao em proteinas, assim
como ocorre na hemoglobina, devem ser mediados por algum tipo de transicao molecular®,
definida como transi¢ao alostérica [21]. Esta modificagdo é induzida ou estabilizada na

proteina quando esta se liga a um ligante alostérico.

Para facilitar o entendimento do modelo de Monod-Wyman-Changeux (MWC)
considera-se o caso de enzimas formadas por subunidades equivalentes (homodimeros),
onde cada subunidade possui apenas um sitio ativo. Para tal enzima existem dois (pelo
menos dois) estados alostéricos para os quais a simetria do dimero é mantida quando o
sitio ativo é ocupado. Cada estado tem configuracoes geométricas e/ou de distribuigao de
cargas distintas nas suas cadeias de aminodcidos, de forma que a afinidade do substrato é
diferente para cada estado. A enzima existe em equilibrio entre os estados R e T' segundo

a constante L:

R&ET (1.15)

Para o substrato S existem duas contantes de dissociacao: Kgr e K , relacionadas a
ligacao do substrato a um dos dois sitios do estado R e T', respectivamente. Neste modelo

os sitios de cada estado sdo independentes. Segue desses argumentos® que:

Led/(1+ca)+ o/ (1+d)
L(1+ca/)? + (1 +a)?

v = Vi (1.16)

K
onde o/ = @ =_£

C =
Kg' Kr
Diferente das consideracoes de Pauling, no modelo MWC nao se faz ligagao das
contantes com energia livre do sistema, porém é possivel estabelecer uma relacao entre a

contante L e a energia livre da transicao de um estado para o outro. Mais adiante serd

STambém conhecido como Modelo Concertado
6Ver mais detalhes dos cdlculos na referéncia [21]
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desenvolvida uma equagao semelhante a 1.16 que leva em consideracao estados de energia

no ensemble grao-canonico.

Modelo Koshland—Némethy—Filmer (KNF)

Partindo das ideias dos modelos de Pauling e do MWC, em 1965 , D. E. Koshland,
Jr., G. Nemethy, e D. Filmer apresentaram um modelo teérico onde apenas as subunidades
ocupadas por um ligante sofrem uma transigao alostérica de um estado (A) para um novo
estado (B) [22]. Dessa forma, diferentemente do modelo MWC, a transi¢ao ocorre de

forma sequencial” e dependente da ocupacao dos sitios.

Os autores definem as seguintes contantes:

_1BS] L _[B]
BT ms T A

as quais estao relacionadas com as seguintes equagcoes de equilibrio:

S+ B &= BS (1.17)
A<s B (1.18)

As interacoes entre subunidades vizinhas sao dadas pelas contantes K44, K p €
Kpg, onde o subscrito indica o par interagente. Tomando interagoes AA como referencial,
as constantes de interacao ficam definidas da seguinte forma:

AB][A]
A4)[B

[BB][A][A]

Kag=1, Kup= m

i Kpp =

—

Como quantidades estequiométricas de cada estado nas contantes de interacao sao
iguais no numerador e no denominador, caso se tenha, por exemplo, Kgg > 1 isto significa
que a interacao entre os vizinhos BB tende a estabilizar mais este estado com relagao ao

referencial AA.

"E por esse motivo chamado de Modelo Sequencial pelos préprios autores
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Aplicando estas defini¢oes para homodimeros de enzimas é possivel mostrar que a

velocidade de formacao de produto é dado por®:

oy KapKKi[S) + Kpp(K.Ki[S))?

1.1
M 4 OK 4p K K [S] + Kpp(K,K,[S])? (1.19)

8Ver mais detalhes dos cdlculos na referéncia [22]
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Resumo do modelos

A Figura 1.6 apresenta um resumo dos trés principais modelos que serao tratados

no Capitulo 3 e serve como guia de comparacao entre eles.

MWC
Tradicional

[ ] Modelo knF

MWC
Generalizado

Figura 1.6: Diagrama mostrando um resumo dos principais modelos para tratar a cinética
enzimdtica. Neste diagrama destacado em azul tem-se o modelo de Monod-Wyman-Changeux
(MWC) e em vermelho o modelo Koshland-NémethyFilmer (KNF). E possivel desenvolver um
modelo generalizado fazendo uma combinacao de todos esses, como mostrado no diagrama.

Fonte: Figura adaptada da referéncia [23]



16

1.3. CINETICA ENZIMATICA




CAPiTULO 2

MATERIAIS E METODOS

Neste Capitulo inicia-se a descrigao da abordagem estatistica para a descricao dos
processos enzimaticos. Ao final chega-se a equacoes generalizadas que serao posteriormente

aplicadas para descrever o funcionamento de enzimas com dois sitios equivalentes.

2.1 O ENSEMBLE GRA-CANONICO

Em um experimento com enzima, substrato e
o o , Reservatdrio
inibidor é possivel imaginar o sistema fechado como w ° ° + ° %
%
. , ~ ;. o
sendo constituido de duas porg¢oes: um reservatério B o 0 o * 0 o
, . , e + o
térmico e de particulas (inibidor e substrato) e um r— o o
: : o . %|° & oT0C °
sistema (enzima, substrato e inibidor) permedvel s 0 o &
) ¢ 0 o o O
. , . o
apenas a troca de calor e particulas. Para isso, 4 ° .
. . . ~ P o [} l T o ° o -] o
deve existir a seguinte ralagao entre as particulas:

Nenzima < {Ninibidom Nsubstrato}a com Nparticula ~ .
Figura 2.1: Esquema representando o

mol. - . .
ensemble grao-candnico para uma mis-

No caso geral, considera-se um sistema com- tura de particulas

posto por n tipos do particulas distintas (excluindo
as enzimas) em contato com um reservatorio de mesma configuragao. Se o sistema é
permedavel a troca de particulas e energia térmica existe as seguintes equacoes de vin-

culo [11]:

E=FE,+E,
(2.1)
N;=Ny+ Ny i=1,2....n
17



18 2.1. O ENSEMBLE GRA-CANONICO

onde o subscrito s indica a varidavel do sistema e r a do reservatério. Por definicao,
o reservatorio ¢ muito maior que o sistema. Assim devem valer as seguintes relacoes:

Er > Es eNm'>>Nsi-

Devido aos vinculos, a probabilidade de um estado k do sistema é proporcional ao

numero de microestados do reservatorio:

p(BX NE . NEY=COW,.(EEX,NF, ..., NE) (2.2)

Aplicando logaritmo natural na Eq. 2.2 e usando a Eq. 2.1, obtém-se

lnpk(Efath 7Nskn) = Cte+1n WT(E - EfaNl - Nskb ceey Ny — an) (23)

Devido as relagoes entre as energias do sistema e reservatério é possivel usar Série

de Taylor para expandir o termo In W, em torno de (E¥ N¥) = 0:

oln W,
OEF

i OlnW
E ' _NRYZ T

ViNt oy Noy =1

Inp(E% N: . . NE)=Cte+ (—E*
S sl sn

S

VvE;C’N"'j (]751)
(2.4)

Com uso da equagao de Boltzman S = k.7 In W identifica-se na Eq 2.4 as relagoes

termodinamicas:

aST 1 . 8Sr i

= — = — 2.5
OE, T, ' ON, T, (2:5)
Como T, =T, =T e pug = Wy = Wy, das Eqs. 2.4 e 2.5 tem-se:
pr = C'te exp [—6 (Ef — Z uiNfi)] (2.6)
i=1

Aplicando a condicao de normalizacao na equagao anterior , obtém-se

Zpk = Cte Zexp [—B (Ef — Zn: MNQ)] =1, (2.7)
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onde o inverso da constante C'te de normalizagao ¢ definida como a funcao de particao do

sistema

Qc =) _exp [—5 (Ek - Zi: HNk)] (2.8)

Como aparece apenas variaveis do sistema a notacio serd simplificada por: E¥ — Fp,

Mo — Wi ¢ NE — N,

No caso em que a energia de cada tipo de particula é independente das demais, ou
seja, a interagao entre elas é desprezivel, a energia do estado R e o seu peso ficam escritos

CO1mo:

1 n

PR = 56—5ER H GBNRiH-i (29)
G i=1

Qc = Z e BER H e BNRiti (210)
R i=1

As Eqgs. 2.9 e 2.10 sao versoes generalizadas para o ensemble grao-canonico e serao

usadas na modelagem da catalise enzimatica.

A importancia desta secao e da proxima é de explicitar em quais condicoes se
pode usar o modelo que sera desenvolvido a seguir, como a relagao entre as concentragoes
de moléculas de soluto e solvente além das condicoes de reservatorio de particulas e

temperatura.
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2.2 POTENCIAL QUIMICO EM SOLUCOES DILUI-
DAS

Uma solucao diluida sera definida aqui da se-

guinte forma: o nimero de moléculas de dgua (Ny4) é
olvente

muito maior do que a soma do nimero de moléculas

dos solutos (N4 > > N;) de modo que as particulas de

soluto se comportam como um gas ideal. A partir desta — soluto

defini¢ao é possivel usar o modelo da rede cubica [3],

Figura 2.2: Representagao es-
onde o volume total do sistema sera transformado em

quematica do modelo da rede cu-

uma rede cibica. Cada cubo da rede serda ocupado por
bica (Fonte: [3])

uma molécula com energia p, e €; para cada molécula
de dgua e soluto, respectivamente (Figura 2.2). Este sistema (na condi¢do de ensemble
microcanénico) assume um nimero de micro-estados dado pela combinatéria das particulas

na rede (Eq. 2.11) [3,11]:

(Ng,o + N1+ ... + N,)!

W =
Nimo! NN,

(2.11)

Usando a equacao de Boltzman para a entropia obtém-se (Eq 2.12):

S = kB {ln [(NH2O + i]\c,) '] - IH(NHzo!) - ih’l(Nl‘)} (212)

i=1 =1
Em experimentos de atividade e inibicao de enzimas as concentracgoes tipicas
usadas sao da ordem de nM e uM [8], assim pode-se estimar que: N; ~ 10 — 107,
Np,0 ~ 10%° — 10%. Neste caso o ntimero de particulas é grande o suficiente para se usar

a aproximagao de Stirling de primeira ordem (Eq.2.13) [24]:
In(M!)~ MIn M — M (2.13)
Usando a Eq. 2.13 na Eq. 2.12, obtém-se:

n n n 2
Sk, {ZNiJrZNiln <N§20) - [ZNi] } (2.14)
i=1 i=1 i i=1

Nu,o
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Comparando os termos desta equacao através das estimativas feitas anteriormente,
o termo quadratico tera uma contribuicao na sexta casa decimal e pode ser desprezado

para a maioria dos experimentos em bioquimica. Com isso, a Eq. 2.14 se reduz a:

S~S kN, [1 +1In (N]ffo)] (2.15)
=1 ?

A partir disso é possivel calcular o potencial de Helmholtz do sistema [11]:

F = NHQOFLO + Z NZ€? - TS (216)

n=1

Substituindo a Eq. 2.15 na Eq. 2.16 e usando a definicao do potencial quimico,

L 8F>
a ON; T,V,Nl,...,Ni,l,NM,...,N,L7
conclui-se que:
w =€) +k,Tln < iz()), onde C; = ]‘\9 (2.17)

Este resultado sera usado nos proximos topicos para explicitar a relacao do potencial

quimico com a energia do ligante em solucao e das respectivas concentragoes.



22 2.3. SIMULACOES

2.3 SIMULACOES

Para a realizacao das simulagoes e construcao de figuras e graficos foram usados o
Gnuplot [25] juntamente com o pacote PGFPlots' em um script LaTeX. Para célculos de
autovalores e autovetores na solucao de sistemas de equacoes diferenciais e manipulacao

algébrica de expressoes foi usado MATLAB?2.

lhttp://sourceforge.net/projects/pgfplots/
’https://www.mathworks.com



CapiTULO 3

DISCUSSAO E RESULTADOS

Neste Capitulo, utilizando a abordagem estatistica, e com os resultados obtidos
anteriormente, descritos no Capitulo 2, realiza-se um estudo de aplicacao ao caso de enzimas
diméricas. Na ultima secao os conceitos sao generalizados para caso de enzimas coma
mais sitios, incluindo sitios alostéricos, na qual se aplica a teoria a dados experimentais da

catalise realizada pela Fosfofrutoquinase-1.

3.1 VELOCIDADE DE CATALISE

Como foi tratado anteriormente, a atividade de uma enzima esta relacionada com a
velocidade da reacao. Isto implica em calcular a velocidade de formacao de produto, ou
mais especificamente a taxa de variacao temporal da concentracao de produto [1]. Por este
motivo a catélise enzimatica constitui um processo fora do equilibrio e ao invés de calcular
fungao de particao do sistema seria necessario utilizar fungoes de correla¢ao temporal [26].
Porém para a situacao em que a concentragao de substrato (e/ou inibidor) é muito maior
do que a concentracao de enzimas, a formacao de produto ocorre em uma taxa muito
lenta em comparagao com a velocidade formagao do complexo enzima-substrato [27]. Por
consequéncia, para intervalos de tempos suficientemente curtos a concentracao de substrato
se manterd muito maior do que a concentragao de enzimas no meio (pois a formacgao de

produto implica numa igual redugao de substrato do sistema).

Isso possibilita separar as escalas de tempo do sistema em interna T;, (tempo de
formagao do complexo) e externa T., (velocidade da reagao). Sendo T, > T, segue-se o
principio da aproximagao adiabética [28]: resolve-se a porc¢ao do sistema de menor escala
de tempo sem a perturbacgao externa e posteriormente se usa a solucao para estudar o
comportamento externo. Este procedimento se assemelha a aproximagao estaciondria
usada Briggs e Haldane [27], que pode ser visto com mais detalhes no Apéndice A.

23
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Antes de tratar da dedugao das equagoes de velocidade de formacao de produto para
cada modelo, sera introduzido uma notacao matricial para estruturar o célculo analitico

da funcao de particao.

3.1.1 Funcao de Particao para Estados Discretos

Nos modelos apresentados nas proximas segoes, o calculo da energia de um dado
estado K do sistema segue um padrao de multiplicagao de matrizes, onde é possivel agrupar
as energias envolvidas em um vetor (matriz coluna), e a informacao do nimero de sitios
ocupados em um operador (matriz linha). Com esta notagao, a forma genérica da energia
Ex de um estado K é dada por:

Ex =u'Ne. (3.1)

Onde Fk é um escalar, u é uma matriz coluna, IN uma matriz quadrada, € uma matriz
t 4 . . .
coluna e u® é vetor transposto de w. Para este trabalho sera suficiente que u seja um vetor

composto por trés componentes binarias, obedecendo as relacoes abaixo:

Uiy

us

1, se existem sitios cataliticos
Uy =
0, se nao existem sitios cataliticos

1, para sitios cataliticos interagentes
Uy =
0, para sitios cataliticos independentes

1, se existem formas alostérical

Uz =
0, se existe apenas uma conformacao alostérica

A componente u; foi definida de forma genérica apenas para mostrar qual caracteris-

tica ela representa para a molécula em questao, porém como se trata de uma enzima apenas

LAqui a existéncia de formas alostéricas diz respeito ao caso do modelo MWC
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o valor u; = 1 é possivel. Para as demais componentes deve se analisar cada caso (exemplo:
o modelo de Michaelis-Menten requer uy = uz = 0), como sera feito em 3.1.2, 3.1.3 e 3.1.4.
Definir u desta forma permite escrever a matriz IN e o vetor € independente do modelo

em questao, pois u ird escolher quais termos aparecerao na expressao de Fi.

N serd uma matriz bloco diagonal? que contém a informacao sobre a ocupacao dos
sitios, por meio das varidveis de estado o (definidas nas préximas se¢oes). Esta matriz fica

escrita como:

N, 0 0
N:diag(Nl,N2,N3) = 0 N2 0 (33)
0 0 N

ou de outra forma, usando o operador soma direta?:

3

i=1
A matriz IN serd definida aqui como operador niimero de sitios, pois etd relacionada

com o numero de sitios cataliticos possiveis no sistema de enzimas a ser tratado.

As componentes IN; sao matrizes e seguem uma definicao equivalente a das compo-
nentes u;: IN7 é o operador relativo ocupacao dos sitios, Ny opera sobre a interacao entre
sitios cataliticos e N3 sobre as formas alostéricas. Esta sequéncia também ¢é seguida pelo

vetor €:

€1
€= ey (3.5)
€3
onde €7 é o vetor energia potencial da interagao de uma molécula com o sitio ativo da enzima,

€5 o vetor das energias de interagao cooperativa e €3 da energia dos estados alostéricos de

uma enzima. Neste mesmo sentido pode se definir o vetor potencial quimico:

2Segundo a definicio de matriz bloco diagonal encontrada na referéncia [29)
3Defini¢io de operador soma direta retirada da referéncia [30]
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M1
H=1H2 (3.6)

351

As componentes de pu estao relacionadas com a solucao do sistema e nao serao
afetadas por fatores que dizem respeito a caracteristicas especificas da enzima, como no
caso das interacoes cooperativas e alosteria. Como p deve ser compativel com a defini¢ao

de €, conclui-se que

pe = ps = 0.

Com isso, o escalar Nxu da funcao de particao serd gerado por u! Nu, levando & seguinte
b s s b

forma geral:

EK—NKLL:’U/tN(G— H) (37)

As proximas secoes mostrarao a utilidade desta notacao.

3.1.2 Enzima de Michaelis-Menten

Ao separar as escalas temporais, é possivel assumir dois estados de equilibrio para
a porcao do sistema de menor escala. Estes estados sao o de uma molécula de tipo 1
em solu¢do (onde I = S ou I, sendo S moléculas de substrato e I para inibidor) e ligada
em um dos sitios cataliticos (complexo enzimatico). Usando o ensemble grao-canonico, o
estado zero de energia serd o da molécula em solucao, e para o complexo define-se um

estado de energia €; [3].

Para a enzima de Michaelis-Menten existe apenas uma conformacgao possivel, de
modo que em um homodimero com um sitio catalitico por monoémero as moléculas se
ligarao a cada sitio de forma independente. Se [ = S ou I, os possiveis estados para uma

enzima sao (Figura 3.1):
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Figura 3.1: Representacao esquematica dos estados possiveis para um homodimero de Michaelis-

Menten

Na Figura 3.1 a enzima estd representada em verde, com os sitios numerados (1 e 2),
o substrato (S) em azul e o inibidor (/) em vermelho. Estes estados surgem analiticamente
utilizando varidveis de estado: 0;; = 0oul (j = 1 ou 2), para o sitio j desocupado ou
ocupado, respectivamente. O indice [ indica o tipo de molécula que ira se ligar ao sitio
ativo da enzima e, por consequéncia, o nimero de linhas da matriz N¥. A dinamica de
tais enzimas implica em um vetor w4 com componentes relativas a interagao cooperativa e

alosteria nulas:

Devido a acao do vetor u sobre a matriz IN, as Unicas componentes relevantes
serao N7 e €1 (as demais componentes desaparecerao). E importante comentar que definir
primeiramente o vetor u facilita os cédlculos, porém é possivel fazer u; = us =us =1e¢e
definir as componentes INo, N3, €2, €3 adequadamente segundo as condigoes iniciais do

problema.

Escolhendo a situacao de inibicao competitiva, o indice [ pode assumir dois valores:
S para moléculas de substrato e I para inibidor. Pelas varidveis 0;, a matriz de estado de

ocupacao dos sitios fica:
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2 .
Ni=Y% % (3.9)
j=1 O'j
Considere a situacao na qual um sitio nao pode ser ocupado por duas moléculas
ao mesmo tempo (ou dois tipos de moléculas diferentes), como mostrado na Figura 3.1.
Esta restricao é dada matematicamente para o sitio j pela expressao 0,5 + 07 < 2. Nesta
situacao, as moléculas do mesmo tipo se ligarao com potenciais iguais para os dois sitios.

Sendo assim, o vetores €; e L; serao:

€1 = U = (310)
€r Hr
O método desenvolvido na secao anterior considera apenas uma enzima, porém
os niveis de energia sao sempre os mesmos independentes da enzima em questao. Assim
a funcao de particao do sistema de n enzimas se fatoriza em produtos das fungoes de

particao de cada enzima:

(1]
I

[1]
=3

(3.11)

Aplicando a Eq. 3.7 com os valores definidos para uma dimero simétrico de

Michaelis-Menten na Eq. 3.11, obtém-se

n

* 2
Z H e—ﬂ(o'js)(€S—HS)€—B(O'J‘I)(€I_”I) (312)

{055,051} 7=1

(1]
Il

onde o asterisco sobre o somatoério indica a restricao 0,5 + 07 < 2.

Avaliando produtério e o somatério, a expressao anterior leva a:

== (1+ 20+ 2+ 20y + 0 +32) = (L +a+y)™ (3.13)

com x = e Ples—rs) ¢ ¢y = g Aler—w) E possivel ver todos os estados mostrados na Figura

3.1 representados na Eq. 3.13.
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Para calcular a velocidade da reacao ¢ preciso saber qual a probabilidade de que
cada estado ocorra. Em um sistema com nimero de enzimas suficientemente grande
é possivel igualar a probabilidade estatistica de cada estado com a fragao de enzimas
ocupadas [12]. Apenas os estados com substrato em um dos sitios realiza catélise, sendo

seus pesos dados por:

_[ES] x
PES = Bl  (Ut219)] (3.14)

_[BS?] x?
s = [Eit]  (1+z+y) (3.15)

IES] xy
DPiEs = Bl  (Utz+y) (3.16)

onde [ES] e [FS?] sao as concentragoes de enzimas com um e dois sitios catalitico ocupados
apenas por substrato, respectivamente, enquanto [/ES] é a concentragao da ocupagao
mista.. Até aqui tratou-se a porcao do sistema com menor escala de tempo, cujo resultado
serd usado para calcular a porcao externa. Para isso, deve-se avaliar a velocidade da reacao,
dada pela derivada temporal da concentragao do produto. Na Eq. 3.17 é levado em conta
que a concentracao de enzimas com apenas um sitio ocupado por substrato é o dobro em
relagdo as enzimas com os dois sitios ocupados por substrato, porém estas formam o dobro

de produto:

@:KS

dt cat(z[ES])_l_zKS

cat

[ES% + K5 ,(2[SEI)) (3.17)

cat

A taxa de formacao do produto faz parte da porcao de maior escala temporal do
sistema. Como uma aproximacao de primeira ordem, usam-se as probabilidades de cada

estado na equacao da velocidade de reacao para construir:

d[P]

MW _okS 1Bl [ — 2 3.18
o —awlenl (o) (3.18

Se a mistura substrato + inibidor + H5O forma uma solugao diluida no reservatorio

é possivel usar a equacao do potencial quimico deduzida anteriormente e reescrever x e y
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da forma: 5]
— —BAes
z 0] e
(3.19)
_ [[] —BAer
Y 01

onde Ag; = ¢, — €? (I =S ou I) é a variagao de energia do sistema, da passagem de uma
molécula [ em solugdo para o sitio catalitico. Quanto menor Ae; (mais negativo) mais

favoravel sera a formacao do complexo.
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3.1.3 Modelo Koshland—Némethy—Filmer (KNF)

Considerando ainda dimeros simétricos, um segundo
modelo a abordar a dinamica de enzimas um pouco mais
complexas é o modelo sequencial, atualmente denominado

modelo Koshland-Nemethy—Filmer (KNF) [4]. Nele se con-

sidera que cada monomero da enzima pode existir em dois T
estados distintos (mudanca estrutural da forma tercidria),

tomados como R (relaxed) e T' (tense) [5]. A mudanga de

uma forma para a outra ocorre devido a ocupacao de um
do sitio catalitico, e pode ser interpretada como interagao T
entre os sitios (cooperatividade). O modelo da Figura 3.2

descreve a seguinte passagem encontrada em [31] na visao S

4

Figura 3.2: Representagao

do modelo sequencial:

The first plausible description of cooperative phe-

nomena was proposed in 1935 by Linus Pauling. esquemdtica do modelo KNF

. . para um dimero. Neste exem-
He considered the macromolecule to consist of

. . o ) . ) o plo, a ligacdo do substrato em
identical binding sites with an uniform binding

um dos monomeros alterou
constant K,. He further assumed that the su- B
a conformagao do outro, mo-

bunit occupied by a ligand confers a stabilizing dificand babilidade d
ificando a probabilidade de

effect on the unoccupied subunits enhancing their L

I P g ligacao do segundo substrato.
affinities...

Esta interagao pode ser associada a uma energia J;,, e o estado de ocupacgao dos

dois sitios tera energia €; + €, — Jyin,. Sendo assim, interpreta-se a ocupacao dos sitios

como nao independentes, ou seja, a probabilidade de ocupagao para um sitio catalitico

serd modificada pela ocupagao do outro. Daqui até o final deste trabalho, tal mecanismo

sera referenciado pelo termo interagao cooperativa.

Existem trés possiveis valores para a interacao: se Jj,, > 0 a probabilidade de
ocupagao simultanea dos dois sitios é maior em relacao ao modelo de Michaelis-Menten
e é definida como cooperatividade positiva, mas se J;,,, < 0 a probabilidade deste estado

serd menor e, por isso, definida como cooperatividade negativa. J;,, = 0 elimina o termo
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cooperativo, recuperando o modelo de Michaelis-Menten.

As condigoes de contorno agora serao: dimeros simétricos com um sitio por mono-
mero, interacao cooperativa e auséncia de formas alostéricas?. Partindo destas informacoes
calcula-se facilmente a funcao de particdo. Basta definir o operador ntimero de sitios u*IN

e o vetor energia €, como feito anteriormente.

Das condicoes de contorno, o vetor u fica:

u=|1 (3.20)

As componentes Ny, €; e i assumem a mesma configuragao da segao 3.1.2,

2
0js €s Hs
t J . _ . _
Ni=>" L€ = oy = , (3.21)
Jj=1\ 0,1 €1 294
pois a interacao ficara concentrada nas componentes Ny e €. Aqui deve se lembrar que a

interacao Jp,, aparece apenas quando os dois sitios cataliticos forem ocupados. Isto resulta

na seguinte matriz de interacao cooperativa:

015025
015021
t_
N, = (3.22)
017025
017091

Esta matriz terd termos nulos quando um dos sitios estiverem desocupados. Assim,
ela descreve os tipos de moléculas que geraram a interagao e o nimero de interagoes
possiveis para uma enzima. Como INY ird operar sobre a componente €2, ¢ conveniente

escrever

4Aqui refere-se a forma alostérica da enzima como um todo, como no modelo MWC
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Jsr
€ =J = , com Jgr = Jrg (3.23)
Jrs

JII

A funcao de particao é dada por:

:{ Z 6ﬂ[utN(e—u)]} (3.24)

{0js,051}

[1]

Apbs somar sobre todos os valores possiveis das variaveis de estado obtém-se:

== (1 + 2x + 2y + 2xyLsr + xQZss + y2211>n (3-25)

com Zyy, = e/BJlm7 x = e Ples—ns) ¢ Yy = e Bler—wr)

A Eq. 3.25 concorda com a forma quimica da funcao de particao para o modelo
KNF mostrada em no Capitulo 1 como o denominador da Eq. 1.19 para y = 0. Além
disso, o modelo de Michaelis-Menten se torna um caso especial aqui, pois fazendo J;,, = 0

na Eq. 3.25 recupera-se a Eq. 3.13.

Assim como na se¢ao anterior, os pesos de ocupacao para os estados que participam

da catalise sdo:

_ BS] * (3.26)
Pes [Eot] 1422+ 2y + 20yZsr + 22 Zss + y> Zp; '
ES? x27
pes = 9] _ 5 - (3.27)
[Eyot] 1422+ 2y + 20y Zsr + 22 Zss + 4> Zpg
IES Tyl
PIES = LES) Yot (3.28)

[Erot) 1423+ 2y + 20yZss + 22 Zgs + 2211

Em uma situagao mais geral deve-se considerar o efeito cooperativo sobre a constante

de catdlise [7]. Assim, a equacao da velocidade da reagao fica:

@:KS

yr S (2[ES)) +2K57[ES?) + K51

cat cat

(2[1ES)) (3.29)
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onde o sobrescrito na constante de catdlise indica o tipo e ntimero de vezes que uma

molécula aparece ligada a enzima. E conveniente rescrever a Eq. 3.29 da forma:

dIP KSl
Eit] = K5, ([ES)+ ¢°[ES?) + ('[IES]) , com ¢! = =5 (I=Soul) (3.30)

cat

onde ¢! é definida como constante catalitica relativa, e representa um fator de multiplicidade
gerado pelo efeito cooperativo sobre a constante de catalise do modelo de Michaelis-Menten.
Na literatura esta constante é normalmente tomada como a unidade para simplificar os
célculos [7], o que nao serd feito aqui para se obter uma equacao de velocidade o mais

geral possivel.

Procedendo como em 3.1.2, a equacao da velocidade fica:

d|P 2ZgqC Zsr(t
APL _ o es 1B, v+ 87255 oy Zsig (3.31)
t 14 2x 4+ 2y + 20yZsr + 22 Zss + y> Zpg
[T _sae U] _sa
T = e Sy = e~ raer
(0] YT 0]
(3.32)
Zlm — eﬂjzm

Como consequéncia da cooperatividade a funcao de particao nao é mais um quadrado
perfeito, e a velocidade de reagao nao assume mais uma forma simplificada como no modelo

de Michaelis-Menten.

Analise Grafica

Partindo das equacoes do modelo KNF é possivel recuperar as anteriores por ajuste
dos parametros. Assim, da Eq. 3.31 para a reacao de catalise sem inibicao basta fazer
[I] = 0, e escolher valores de Jgs = 0 para o modelo Michaelis-Menten ou Jgs > 0
ou Jgg < 0 para efeito cooperativo positivo ou negativo, respectivamente. As curvas
apresentadas nas Figuras de 3.3 a 3.8 sao simulacoes da Eq. 3.31, onde se escolheu para

ambas Jg; = 0 e ¢! = 1. Para nao sobrecarregar de informacao a legenda de cada curva,
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adotou-se a seguinte notagao: quando aparece apenas o valor de interagao para um tipo
de molécula (substrato ou inibidor) significa que para o outro tipo é nulo, ja a interagao

para os dois tipos de moléculas estd escrita na forma geral J,,,, (m =S ou I).

A Figura 3.3 mostra o comportamento da taxa de formacao de produto em relacao a
variacoes de concentracao de substrato do sistema. Nesta simulagao, a curva azul descreve o
comportamento de uma enzima de Michaelis-Menten sem a presenga de inibidor, deixando
evidente a caracteristica de crescimento lento da taxa de formacao de produto em relagao
ao aumento da concentragao de substrato, resultado que concorda com a literatura (ver
referéncias [1,2]). A introdugao do inibidor no sistema sem intera¢ao cooperativa (curva
vermelha) e com interacao cooperativa positiva (curva violeta) acarreta na reducao da

velocidade da reacao.

——

Aey = —10kgT
[7]/[H20] = 10~°

0.4

——  Sem inibidor
— Jir=90

(dP/dt)(2K cat[Eror])

0.2 Jrr = 3kgT
JSS = SkBT

0 20 40 60 80 100
[S)(uM) / [HzO]

Figura 3.3: Velocidade da reacao em fungao da fracdo de moléculas de substrato por moléculas
de 4dgua, comparando curvas sem interacao entre os sitios e com cooperatividade positiva e
negativa. Neste e nos demais graficos, [S](uM)/[H20] expressa a fracao das concentracoes de

substrato, em 1076 mols por litro, e moléculas de dgua, em mols por litro.
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A redugao da velocidade é acentuada pela interacao positiva entre os inibidores,
porém a concavidade da curva é preservada, como é possivel ver nas curvas das derivadas
apresentadas na Figura 3.4 (derivadas numéricas da Eq.3.31). Quando existe interagao
cooperativa para o substrato (curvas amarelo e verde) um ponto de inflexdo aparece,
como se nota pelo surgimento de uma raiz na derivada segunda. Este ponto de inflexao
é responsavel por aumentar a sensibilidade da velocidade de formagao de produto em
relacao a variagao da concentracao de substrato, mecanismo fundamental para que algumas

reacoes fisiologicas ocorram.

1072
2 __
T
Eﬂ 0 —
+ L~
O -
~ Aem = —10kgT
= 0 [1]/[H20] = 105
3 N - ——  Sem inibidor
A (@ ——  Jrr = 0kgT
SIS —  Jy; =3kgT
“?Q — J’rrz'm. - 3kBT
—4 Jsg = 3kgT
|
0 20 40 60 80 100
[S](wM) / [H20]

Figura 3.4: Derivada segunda da velocidade de formacao de produto em relagao a concentragao
de substrato, evidenciando a ocorréncia de pontos de inflexdo para cooperatividade positiva entre

substratos (curvas com raizes).

Fazendo uma andélise grafica semelhante a do paragrafo anterior, porém agora
mantendo fixa a concentracao de substrato e variando a concentracao de inibidor, a
simulacao da Eq.3.31 resulta nas curvas das Figuras 3.5 e 3.6 . Nota-se que a velocidade de
formagao de produto inicia em um valor maior ou igual a zero para [I|] = 0 (dependendo

da concentragao de substrato), e cai assintoticamente para zero em altas concentragoes
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de inibidor. Quando nao existe interagao cooperativa para o inibidor (curva vermelha) a
velocidade de formagao de produto é pouco sensivel a variagao da concentragao de inibidor,
o que se mantém para cooperatividade negativa (curva amarela), a qual torna o inibidor
menos efetivo. Semelhante ao caso anterior, a interacao cooperativa positiva para o inibidor
faz surgir um ponto de inflexdo (curvas violeta e verde), aumentando consideravelmente a

sensibilidade do sistema a variagoes de concentragao de inibidor.

0.5

A(—Im — —IOkBT
[S]/[H20] = 10~°
0.4 ——  Jom = OkgT
— Jir = 3kgT
—— Jmm = 3kpT
03 JII = —3kBT

0.2

(dP/dt) (2K car[Eror]) ™

0.1

0 20 40 60 80 100
[L](uM) / [H2O]

Figura 3.5: Velocidade da reacao em funcao da concentragao relativa de inibidor, comparando
curvas sem interacao (Jy,m, = 0) entre os sitios e com cooperatividade positiva (Jym = 3kpT),

(Jrr = 3kpT)) e negativa (Jr; = —3kpT)

Os graficos da Figuras 3.7 e 3.8 sao simulagoes tridimensionais para a velocidade da
reacao em funcao das concentragoes de substrato e inibidor, onde é possivel ver que em um
intervalo de concentracao da ordem de uM as caracteristicas mostradas na Figuras 3.3, 3.4,
3.5 e 3.6 se mantém. Na Figura 3.7 nota-se o crescimento rapido da velocidade de formacao
de produto em relacao ao aumento da concentracao de substrato, para concentracoes

diferentes de inibidor na situagao em que existe cooperatividade positiva entre pares de
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1077
1
A€y = —10kgT
o [S]/[H20] = 107°
— ——  Jir = 0kpT
3 —  J = 3kgT
B 05 —— Jym =3ksT |
S Jir = —3kgT
o
— S —
S I E—
|
R |~
SAES)
[a) ]
)
—0.5
0 20 40 60 80 100

[|(uM) / [H20]

Figura 3.6: Derivada segunda da velocidade de formagao de produto em relacao a concentragao
de inibidor, evidenciando a ocorréncia de pontos de inflexdo para cooperatividade positiva entre

inibidores (curvas com raizes)
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substrato e nula entre pares de inibidores e inibidor-substrato (compare as Figuras 3.3 e
3.7). Ja quando a cooperatividade é positiva apenas entre pares de inibidores e nula nos
demais casos (Figura 3.8) a velocidade cai rapidamente com o aumento da concentracao

de inibidor para diferentes concentracoes de substrato.

#,"‘. Je
0.8 7 e
NSNS
R R
N .{;ftgl.?,?ﬁ*..{;f;.‘}?g;
0.6 (._I | [ NI : -
0.4

[ITH .

(dP/dt)(2K cat[Etot]) 1

0.2 | ,,,,,, it
Ui
_..!lll"MI’l’:’:’,’,"IIIII’:’;’;’,’,’,’:!:';',',’,{.{,'J:'L?,%!':’#}'};;».,@,:,.,, | 10
0 e A
15 mrmmﬂmm%:’%w% 20 Y“}
[ ]—] 30 'ft,,uﬂﬂ";",',',{{é:,}? }X\ \ \
(kaz 5 W
)/ 7,0 &

Figura 3.7: Superficie da velocidade de formagao de produto gerada por variagdo das concen-

tracoes de substrato e inibidor, com cooperatividade positiva no par substrato-substrato

O resultado apresentado nas Figuras 3.3 e 3.7 ja permite perceber que enzimas
que se comportam dessa forma serao bem mais sensiveis a variacao de concentragao de
inibidores. Por esse motivo, em casos de inibi¢ao de uma determinada via fisiolégica, cuja a
atividade seja a possivel causa de uma enfermidade, seria importante escolher enzimas que
possuam interacao cooperativa positiva para inibidores. Isto fard com que a concentracao
maxima de farmaco utilizada no tratamento seja menor se comparado com o que seria
necessario para se inibir uma enzima de Michaelis-Menten. Porém é preciso lembrar que os
casos tratados aqui se aplicam apenas para inibicao competitiva. Sendo assim, seria mais

interessante utilizar o modelo desenvolvido aqui para estudar comparativamente varios
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inibidores (que competem pelo sitio catalitico) diferentes para uma mesma enzima alvo,
procurando qual deles formam um complexo enzima-inibidor mais estavel juntamente com

um efeito cooperativo mais forte.

T Aem = —12kyT
Jrr = 3kpT
Jsr = Jss =0

' ORI . —
1 F \\\\\\\\\\\ WK R -
R R

(dP/dt)(2K cat[Etor]) ™ *

Figura 3.8: Superficie da velocidade de formagao de produto gerada por variacao das concen-
tragoes de substrato e inibidor, com cooperatividade positiva no par inibidor-inibidor (apenas

um tipo de interagao cooperativa foi escolhida como nao nula nesta na simulagao e na anterior)

Agora inserindo um valor nao nulo para a interagao de pares distintos (inibidor-
substrato), o inibidor se comportard de forma nao usual para concentragoes especificas de
substrato: para baixas concentracoes de substrato, o aumento da concentracao de inibidor
apresenta um pico na velocidade de formacao de produto, seguido por um comportamento
assintético lento em relacao a reta [S] = 0. Isto foi possivel ser visto nas simulagoes
apresentadas nas Figuras 3.9 e 3.10. Na primeira simulagao (Fig. 3.9) tem-se apenas
intera¢do nao nula entre inibidor e substrato. J4 na segunda (Fig. 3.10) foi testada uma
situagao onde existe cooperatividade positiva para todas as combinacoes dos pares, porém

foi mantido Js; > Jm. Ao inverter a situacao (Js; < Jym) 0 grafico ndo apresenta mais o
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pico na velocidade para o mesmo intervalo de simulacao (Fig. 3.11). A partir deste ponto,

o efeito somado das situagoes apresentadas nas Figuras 3.7 e 3.8 passa a predominar.

Estas trés tltimas simulagoes (Figuras 3.9 a 3.11 ) mostram duas condi¢oes para que
o inibidor promova aumento da velocidade de formagao de produto: baixas concentragoes
de substrato e efeito cooperativo positivo predominante para o par inibidor-substrato.
Nesta situagao, uma baixa fracao das enzimas estarao ligadas a algum dos dois tipos de
moléculas e a competicao do inibidor pelo sitio nao sera tao significativa, porém cada
enzima que tiver um sitio ocupado por inibidor tera maior probabilidade de um substrato se
ligar ao sitio vazio do que uma segunda molécula de inibidor. A partir do ponto de maximo
da velocidade, aumentos de concentracao de inibidor elevarao a sua probabilidade de se
ligar ao segundo sitio catalitico e, por consequéncia, a competicao tera maior efeito sobre as
probabilidades de ligacao do que a interacao. Este mecanismo ilustra uma situacao em que
um inibidor competitivo pode funcionar como ativador de uma enzima ® por consequéncia

de transicoes alostéricas °.

SVer defini¢dao de ativagao enzimdtica utilizada por BOWDEN (2012) [2]
5Um mecanismo de ativacdo enzimética promovida por um inibidor competitivo independente de

efeitos alostéricos foi descrito em 2017 por KUUSK e VALJAMAE [32]
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Figura 3.9: Superficie mostrando a variacao da velocidade de formacgao de produto devido
a variagao das concentragoes de substrato e inibidor, com formacdo de méaximo na direcao da

coordenada [I]/[H20].
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Figura 3.10: A superficie ainda apresenta um pico da velocidade da reacdo para baixas

concentracoes de substrato quando a interag@o entre pares de inibidor é mais forte que as demais.
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3.1.4 Modelo Monod-Wyman-Changeux (MWC)

Proposto por Monod, Wyman e Chan-
geux [21] o modelo MWC considera a existéncia
de dois estados quaterndrios das enzimas (R
e T'), conhecidas como formas alostéricas [5].
Neste modelo a ocupacao do sitio nao inter-

fere na estrutura do monémero, como ocorre

no KNF. O mecanismo pode ser descristo da
seguinte forma: a molécula que se ligara ao

sitio catalitico terd afinidades distintas para

o0

uma das formas R ou T [23] (Figura 3.12), as

quais existem em um equilibrio [4] afetado pela Figura 3.12: Representagao esquematica

- " ‘s ., do modelo MWC para um dimero. Neste
ocupacgao de um sitio alostérico por uma molé-

. . .. - ., exemplo, a ligacao do substrato nao alte-
cula especifica (que por simplicidade nao sera

) ) rou a forma tercidria dos monémeros. A
introduzida no modelo deste trabalho).
enzima sofrerd transicao da forma 7" para a

] ) R por completo independente da ocupagao
Para gerar efeito cooperativo pelo mo-
das cavidades cataliticas.
delo MWC considera-se haver uma variagao
de energia yrr da transicao estado R para o
T. Além disso, deve se fazer a seguinte escolha: a forma R é mais estavel para os dois
sitios ativos desocupados (ygr > 0), porém a T tem maior afinidade de ocupagao dos

sitios [3].

No formalismo do operador niimero de ocupacao, as condi¢oes de contorno para
este tipo de enzima sao: dimeros simétricos com um sitico catalitico por monomero, sem
interacao cooperativa e duas formas alostéricas (R e T). E importante notar que apenas
quando a enzima existe em equilibrio para duas formas distintas a componente uz nao
sera nula, pois esta nao sofre influéncia da ocupagao dos monémeros individualmente por

substrato ou inibidor.

Das condicoes de contorno, o vetor w fica:
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u=0 (3.33)

Para justificar a forma da matriz IN; foi considerada a impossibilidade fisica de
uma molécula macroscépica estar em dois estados ao mesmo tempo. Matematicamente
esse comportamento pode ser associado a uma varidvel de estado (binéria) 7. Quando se
tem 1 = 1 a enzima estard no estado R, caso o contrdrio ocorra (n = 0) o dimero estard no
estado T'. Isto exige que N7 agora possua quatro componentes, sendo duas delas relativas
a forma alostérica T' e as outras duas a R. Este grupo de componentes formam dois blocos
verticais em INT que nao assumem valor nulo simultaneamente, podendo serem chamados
de bloco R e bloco T, devido a sua relagao com esses estados. Estabelecidos estes conceitos,

a matriz transposta de Ny sera:

nNig 2 [o7% 2 [ojs
Nt = . com Nig=%"| 7| eNt; =% |’ (3.34)
(1—n)Nir =\ oj =\ o),

R T

com (07;,05) = (0oul,00oul),j=1ou2el =S oul,onde j diferencia as subunidades

il
do dimero.

Agora a somatéria da funcao de particao se estenderd por um grupo de variaveis
maior em relacao aos outros casos, sendo o relacionadas a ocupacao dos sitios cataliticos e
1 aos estado alostérico. Esta segunda variavel de estado assegura que o nimero de sitios

ocupados nao sejam contados além daqueles que o sistema realmente possui.

Analogamente, o vetor €; deverd conter dois blocos (7' e R) com as respectivas
energias de ligacao com os sitios cataliticos dos dimeros T e R. Geralmente, mudangas na
forma tridimensional de uma enzima podem acarretar alteracoes na disposicao espacial
dos residuos de aminoécido do sitio ativo, possibilitando valores diferentes do potencial de
interacao de qualquer molécula dentro desta cavidade. Mesmo que a posicao inicial dos
residios de aminodcidos nao se modifique, rearranjos de cargas também afetarao a formacao

de complexo. Com essas informagoes é possivel escrever o vetor €; da forma:
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el et el
R T
€= ;  com €7 = cel = (3.35)
=1 ef ef

O vetor py deve ser compativel com €1, porém ele é uma caracteristica da molécula
(substrato ou inibidor) em solugao, e nao se modifica pela existéncia de formas alostéricas.

Por este motivo, os dois blocos T' e R para p serao iguais:

py s
e = ; com uyt = pi = (3.36)
by Hr

Falta agora escrever a matriz nimero de estados alostéricos e o respectivo vetor
energia. Como ja argumentado antes, os estados 7' e R nao acontecem simultaneamente
para a mesma molécula e, para representar isso, se definiu a nova variavel de estado 1. Ja
o vetor energia deve ter componentes relativas a energia de configuracao dos aminodacidos
da estrutura, interagindo entre si e com o meio. Esta discussao faz parte de um tema
mais amplo, conhecido como folding protéico, e pode ser visto com mais detalhes nas
referéncias [33,34]. N&ao é preciso ser muito exato quanto a um referencial para R e
T, pois no final, o importante sera a diferenca de potencial entre estes estados. Sendo
assim, suponha que o estado R tenha energia yg, e yr para o estado T, em relacao

a um dado referencial, resultando em um custo energia na transicao de R para 71" de

YrRr = YT — YR-

A partir das informagoes anteriores propoe-se a seguinte estrutura para N3 e

€3:

N3 = €3 — (337)

Definidos todos os elementos necessarios, agora basta inseri-los na fungao de particao
(como feito na Eq. 3.24) e realizar a soma sobre as varidveis de estado, seguindo a
mesma restricao ja descrita nas segoes anteriores para o. Deste calculo resulta, para uma

enzima:
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= =e (14 ag+yr)’ +e T (1 +ar +yr)? (3.38)

com x4 = e PEEH) ¢ yy = e AlEr 1) (A = RouT).

Como ja era possivel imaginar, o resultado ¢ o mesmo da soma de fungoes de
particao para duas enzimas de Michaelis-Menten distintas multiplicadas por distribuicoes
de Boltzmann de cada estado alostérico. Dito isto, fica claro que os pesos relevantes para
a catdlise serao praticamente os mesmos apresentados na Secao 3.1.2, porém cada estado

alostérico tera todos os pesos multiplicados pelas respectivas exponenciais e #Y4

E S €T e_ﬁYA
pys = A5l _ . . (3.39)
[Etot] e Brr (1—|—.Z'R—|—yR) +e Byr <1+xT+yT)
E S2 x2 efﬁ‘YA
pesse = 2] 5 ; (3.40)
[Etot] e Prr(l4+ag+yr) +e v (1427 +yr)
I1E,S —Bya
[ A ] _ xrayae (3'41)

Pre,s =
[Ewt] e Pr (14 zp+yr) + e (1+ 27 +yr)°
Por questao de generalidade, assume-se que cada conformacao do dimero possui

contante de catalise diferente. Assim:

Z{ cat EAS) cat[EA52]+Kc ( [IEAS])} (342)

Para simplificar os calculos, toma-se R como referencial escrevendo K, e e=#7r
em evidéncia. Feito isto e substituindo as Eqs. 3.39, 3.40 e 3.41 na Eq. 3.42, obtém-se a

equacao geral de velocidade”:

d[P 1 Zrr¢™ (1
[ ] o 2K£t[Etot} [ER( +TRr+ yR) —;xT RTC ( + Tr +2yT) (343)
dt (1+zr+yr) + Zrr L +2r+yr)
B [S] —BAeh. _ ] —BAef
“ATm0¢ T Imo)”
(3.44)
ZRT — 675YRT- CRT Kg‘;t
’ KE

cat

A Eq. 3.43 assume forma equivalente & Eq. 1.19
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Anadlise Grafica

Agora sera mostrado que o modelo MWC também reproduz a surgimento de
pontos de inflexao, caracteristica da cooperatividade positiva. Porém nessa etapa do
trabalho optou-se por gerar curvas de nivel no lugar de superficies tridimensionais, para
analisar as condic¢oes para o surgimento de pontos de inflexao nas curvas de velocidade da
reacao em fungao da concentracao de substrato ou inibidor. Com este procedimento foi
possivel observar alguns detalhes especificos para este modelo, onde a competicao consegue
mascarar a existéncia de estados alostéricos, como sera discutido a seguir, além de ser
possivel modelar o fenomeno da ativagao da enzima pelo inibidor, ja discutido para o

modelo KNF.

Todas simulagoes da Eq.3.43 foram feitas deixando o estado R como o mais estavel
quando com os sitios desocupados e o estado T' com maior probabilidade de ocupacao dos
sftios em relagao a R, que significa obedecer as condigoes Yrr > 0 e Ael < Aefl. Além
disso, para simplificar a andlise, foi assumido que a mudanca de estado alostérico nao

afeta a constante de catdlise e por isso, a contante catalitica relativa foi fixada como um

(¢ =1).

A primeira simulagao (Figura 3.13) trata de uma curva de nivel da velocidade de
formacao de produto (linha cheia) e da sua segunda derivada em rela¢ao a concentracao de
substrato (linha pontilhada), onde se variou a concentragao de substrato ([S]) e a energia
de transigao entre estados alostéricos (ygr) na auséncia de inibidor. Para a segunda
derivada foi escolhido apenas o nivel onde esta se anula, de forma a mapear todos os pontos
de inflexdo para as coordenadas [S] e yrr. J4 para a velocidade da reacao foi escolhido
os niveis de 10% e 90% da velocidade méaxima, que colocados juntamente com o nivel da
derivada segunda nula no mesmo sistema de eixos, foi possivel notar a uma relagao entre
as coordenadas do ponto de inflexao e a variacao da concentracao de substrato necessaria

para causar este aumento na taxa de formacao de produto.

Para um exemplo pratico, com base na simulacao apresentada na Figura 3.13,

da[p]

pode-se calcular o fator Rg, dado pela Eq. 1.12, onde v([S]og) = 0,9Viae, v = =5

e Vir = 2KE

cat

tem [S]p1 = 0,1-107%[H20] e [S]oo = 1-107°[H20], o que resulta em Rg = 10. Isto

[Eit]. Para este célculo considera-se a energia yrr = 10kgT, onde se
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significa que se a energia de transicao entre os estados alostéricos for de 10kgT’, o ponto
de inflexdao na curva v/V,., X [S] ocorrerd para [S]/[H20] =~ 0,18 - 107% e serd necessdrio
um aumento de 10 vezes na concentracao de substrato para um incremento de 10% para
90% na velocidade da reacao em relagao ao seu maximo. Esta aplicagao exemplifica o fato

de que enzimas cuja a transicao alostérica gera cooperatividade positiva possuirem Rg
menor do que enzimas de Michaelis-Menten®.

1F .o (d[P])_O
a[S)12 \ dt /
d[P]
08 dt
S
/ \ —
T 06 P ]
~ : ! (
~—~ / \
/
%‘% ’ ‘\
)

15 20

Figura 3.13: Curvas de nivel da taxa de formacao de produto e sua derivada segunda em relagao
a concentragao de substrato. A curva pontilhada mapeia os pontos onde a derivada segunda
(relativa a [S]) é nula para as varidveis [S] e Ygr no primeiro quadrante dos eixos e mostra para
quais valores positivos de [S] existem pontos de inflexdo para cada ygp. J4 as linhas com as
marcagoes 0.1 e 0.9 pode ser usada para se calcular a variagao de substrato necessaria para que a

taxa de formacao de produto varie de 10% para 90% do seu valor maximo para um dado yg7.
Parametros matidos fixos: [I] = 0;

Ael = —12k,T; Ael =-20k,T; (P =1

Na Figura 3.14 ¢ possivel olhar por outro angulo o que foi mostrado na Figura 3.13,

8Cujo valor, mencionado no Capitulo 1 deste trabalho, é de Rg = 81
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onde a medida que ygr cresce a abscissa do ponto de inflexao se desloca para a direita.
Como consequéncia disto, o fator Rg sera cada vez maior e atingira o limite Rg = 81 dado
pelo modelo de Michaelis-Menten, que pode ser calculado facilmente pela Eq. 3.43 ou

usando diretamente a Eq. 1.11.

1
08 -
I
% 0.6 |- N
23
e
Q)
= 0.4 -
=]
~
A
= el Yrr(kpT) = 10k, T | |
— 'YRT(I{JBT) — 9kBT
B /T —_— YRT(kBT):SkBT |
0 \ \ \ \

0 0.2 0.4 0.6 0.8 1
[S](uM) / [H20]

Figura 3.14: Taxa de formacao do produto para valores em fun¢ao da concentragao de substrato.
As curvas mostram como a velocidade de formagao de produto varia para valores distintos de
Y rr onde existem pontos de inflexdao para [S] > 0. Aqui pode ser observado, por uma perspectiva
diferente, o que foi explicado na Figura 3.13 e é possivel usd-la como guia para identificar a

posicao dos pontos de inflexao.

Parametros mantidos fixos: [I] = 0; Aeg2 = —12k,T; Aeg = —20k,T; CRT =1

Para as proximas simulagoes sera considerada a existéncia de uma concentracao
de inibidor no reservatério da mesma ordem da concentragao de substrato (Figuras de

3.15 a 3.20), com a mesma afinidade que o substrato pelo estado R (Aef = AeF) e maior
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afinidade pelo estado T', de modo a obedecer sempre a relacio Aet < Aef.

\ \ | |
1| ——Ae? = —15k, T |
—— AT = 19k, T
—— AeT = —20k, T
08 /\ —
Q
= 06 /\\ .
3 / / \
0.2 ’ |
0 | / /\\ \

YRT(kB T)

Figura 3.15: Curvas de nivel da derivada segunda da taxa de formacao de produto em relagao
a concentracao de substrato. As curvas acima mapeiam os pontos onde a derivada segunda
(relativa a [S]) é nula para as varidveis [S] e Ygr no primeiro quadrante dos eixos e mostram a
interferéncia do inibidor sobre a distribui¢ao de pontos de inflexao para % x [S]. Ao aumentar
a estabilidade do complexo inibidor-enzima para a forma alostérica T', ocorre uma reducgao do
intervalo de valores de ygrr para os quais existem pontos de inflexao para valores positivos de
[S], além de reduzir o valor méximo de [S] para o ponto de inflexao.

Pardmetros matidos fixos: [I]/[H20] = 107% Ael = Ael = —12k,T; Ael =
—20k,T; (P =1

Seguindo estas especificagoes, a simulacao apresentada da Figura 3.15 mostra o
efeito da afinidade do inibidor para o estado 7' sobre as coordenadas do ponto de inflexao
(nivel da derivada segunda nula). Como é possivel notar, & medida que Ae? diminui e se
aproxima de Ael o valor médximo de concentragao de substrato para o ponto de inflexao

se aproxima de [S] = 0 e os valores de energia de transicao possiveis para a ocorréncia de
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efeito cooperativo se restringem a um intervalo cada vez menor.

0.8 i \
—AeIT = —15kBT
—Aef = —191<;BT
T 06 |- —Ae}F = —QOkBT
=
S
e 04| i
a
=
=
'>| ________
A |
E 0.2 I —]
|
. - — — |
|
| I
0 ! | ! \ \

0 0.5 1 1.5 2
[S](uM) / [H20]

Figura 3.16: Taxa de formacdo do produto em funcdo da concentracdo de substrato. As
curvas mostram como a velocidade de formacao de produto varia para valores distintos de
Ae? e Yrr = 12k,T. Como foi explicado na Figura 3.15, os pontos de inflexao dependem da
estabilidade do complexo inibidor-enzima e provocam uma modificacao distinta da encontrada na
Figura 3.14 com relacdo aos valores de [S] para 10% da velocidade maxima. Além disso, nota-se
que a forga de interacao do inibidor com a forma alostérica T" pode eliminar o ponto de inflexao
do quadrante positivo, como acontece na curva de cor vermelha, o que pode gerar uma falsa
interpretagao de que a enzima nao possui estados alostéricos distintos.

Pardmetros matidos fixos: [I]/[H20] = 1075 Aefl = Ael = —12k,T; Ael =
—20k,T; (P =1, yrr=12k,T

Para explicar a relevancia do resultado anterior, considere que para uma dada série
de inibidores a energia necessaria para se tirar uma molécula da solucao e coloca-la no sitio
de uma enzima no estado R (Ae¥) seja aproximadamente igual para todos os inibidores

desta série e para o substrato, porém cada um deles apresentam variagoes de energia



o4 3.1. VELOCIDADE DE CATALISE

diferentes para o estado T' (como os casos mostrados nas Figuras 3.15 e 3.16). Caso a
enzima possua dois estados alostéricos bem definidos, a energia de transicao entre eles sera

aproximadamente fixa.

2 | |
— AeT = —19k, T
—— Ael = —18k, T

e | [ Al = <12k, T N\ |

[](uM) / [H20]
\

0.5 [~

15 20

YRT(kB T)

Figura 3.17: Curvas de nivel da derivada segunda da taxa de formagao de produto em relagao a
concentragao de inibidor. As curvas acima mapeiam os pontos onde a derivada segunda (relativa
a [I]) é nula para as varidveis [I] e Yrr no primeiro quadrante dos eixos e mostram a interferéncia

do substrato sobre a distribui¢ao de pontos de inflexao para d([f;] X [I]. Ao aumentar a estabilidade

do complexo substrato-enzima para a forma alostérica T' da enzima, ocorre uma reducao do
intervalo de valores de Yy para os quais existem pontos de inflexao para valores positivos de [I],
porém isto implica em um aumento dos valores méximos de [I] para os pontos de inflexao.

Pardmetros matidos fixos: [S]/[H20] = 1075 Ael! = Aell = —12k,T; Al =
—20k,T; (*T=1

Nesta situagao, segue o exemplo numérico apresentado na Figura 3.16: com a

energia de transigao fixada 12k, T, é possivel notar que para inibidores com Aet ~ Ael o
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ponto de inflexdo da curva v x [S] desaparece, de forma que néo é possivel mais identificar

a existéncia de estados alostéricos causando cooperatividade positiva por meio desta

curva.

0.16
0.14

T

3

5 0.12

o§

« 0.10

3

~

X,

3 0.08
0.06

[](uM) / [H20]

Figura 3.18: Taxa de formagao de produto em funcao da concentracao de inibidor. As curvas
mostram como a velocidade de formacao de produto varia para valores distintos de Aeg2 e
Yrr = 14k,T. Como explicado na Figura 3.17, os pontos de inflexao dependem da estabilidade
do complexo substrato-enzima. Além disso, nota-se que a forga de interacao do substrato com a
forma alostérica T da enzima pode causar um pico na velocidade de formacao de produto, como
acontece na curva de cor preta.

Pardmetros matidos fixos: [S]/[H20] = 1075, Ael = Aell = —12k,T; Ael =
—20k,T; (PT=1, yrr=14k,T

Um efeito similar acorre na curva de inibigao (v x [I]), mostrado nas Figuras 3.17
e 3.18. Porém neste caso, mantendo-se fixo Ae? e variando Ael o valor mdximo de [I]
para o ponto de inflexdo se afasta do zero a medida que o intervalo de energia de transicao

alostérica é reduzida.
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Figura 3.19: Curva de nivel da derivada primeira da velocidade de formagao de produto em
relagdo a concentracao de inibidor, para as varidveis [I] e Aeig com diferentes valores de Ygrr. As
quatro curvas sao relativas aos valores onde a derivada se anula, apontando existéncia de pontos
criticos. E possivel confirmar pela Figura 3.20 que tais pontos se tratam de maximos para a
curva % x [I] e mostram que também ¢é possivel modelar o fené6meno da ativacao da enzima
pelo inibidor usando o modelo MWC.

Pardmetros mantidos fixos: [S]/[H20] = 107% Ael = Ael = —12k,7; Ael =
—20k,T; (T =1

Para finalizar a discussao deste modelo sera feita um aplicacao na modelagem
do fenomeno da ativacao da enzima pelo inibidor, ja discutida para o modelo KNF.
Primeiramente vale lembrar que neste trabalho a ativagao da enzima pelo inibidor remete
ao fato de que, em uma situacao especifica, o inibidor competitivo pode gerar aumento
da velocidade da reagdo para um dado intervalo de concentracao. Como no limite [/] >
[S] > [Fix] para inibicao competitiva a velocidade tende a zero, espera-se um pico na

curva v X [I]. Por esse motivo, foi tracada uma curva de nivel da derivada primeira da
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taxa de formacao de produto em relagao a concentragao de inibidor para as coordenadas

[I] e A€k (Figura 3.19), onde para alguns valores de yrr observa-se que existe o nivel

onde a derivada se anula.

0.25 ‘ ‘ ‘
— Ypr = 14k, T; AT = —19.8k, T
Yrr = 13k, T; Ael = —19.2k T
: /\  yrr = 12k, T; AeT = —18.6k, T
T 0.20 i
N
s
e
Q)
oS
=~ 0.15 i
A
=
0.10 | | | |
0 1 2 3 4 5

[](uM) / [H20]

Figura 3.20: Velocidade de formagao de produto em funcao da concentracao de substrato,
mostrando maximos da velocidade para baixas concentragoes de inibidor e as modificacoes geradas
pelas diferentes energias de transigao entre os estados R e T' da enzima (ygr) e da afinidade do
substrato com o estado 1. Os valores escolhidos para Yrr € Aeg foram aproximadamente as
coordenadas de méximo [I] apresentados nas curvas de nivel da Figura 3.19. Como consequéncia,
pontos de maximo todas as curvas apresentam ponto de inflexdo no quadrante positivo.
Pardmetros mantidos fixos: [S]/[H20] = 1076 Aef = Ael = —12k,T; AT =
—20k,T; (BT =1

A partir desta curva de nivel foi possivel escolher valores de Ael e yrr para

construir a curva v X [I] e observar os maximos formados para baixas concentracoes de

inibidor (Figura 3.20).

O possivel mecanismo biolégico para explicar a ocorréncia deste pico, pelo modelo
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MWC, é que para baixas concentragoes de inibidor, poucas enzimas estao com seus sitios
ocupados e, ao inserir o inibidor no reservatorio, este comeca a se ligar a um dos sitios
das enzimas. Como o estado T' é o mais estavel quando um de seus sitios estao ocupados,
o inibidor promove mais estruturas do estado R para 7T A medida que se aumenta a
concentragao de inibidor, iniciando de [I] = 0, mais moléculas de substrato ocuparao o
segundo sitio de enzimas no estado 7', aumentando a velocidade da reacao. Depois de uma
certa concentracao de inibidor, a competicao pelo segundo sitio passa a ser mais forte e

velocidade volta a cair.
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3.2 EQUACAO DO ICs,

3.2.1 Enzima de Michaelis-Menten

Para um inibidor ser efetivo na competicao com o substrato pelo sitio ativo é preciso
que em baixas concentracoes de inibidor ocorra uma redugao significativa na velocidade da
reacao. Esta caracteristica é importante principalmente para o monitoramento terapéutico
de drogas (TDM?) [35], onde a concentragao plasmética do fairmaco deve se encontrar
em uma faixa abaixo de um valor referéncia para a toxicidade e acima da dosagem

subterapeutica.

Uma maneira de medir comportamento funcional da inibicao é através do ICjxg,
definido como a concentracao de inibidor necesséria para se reduzir pela metade a velocidade

da reac@o sem inibidor [9]:

d|P 1d[P
—[ ] = ——[ ) (3.45)
dt [=ICo 2 dt (=0
Aplicando a Eq.3.45 na Eq.3.18, e rearranjando os termos para isolar IC'g, fica:
ICsy = [Hy0]e?2¢r l1 + [S]e—ﬁAES] (3.46)
[H>0]

3.2.2 Modelo KNF

Ao aplicar a defini¢ao do I1C5q para Eq.3.31 e isolar a varidvel y, obtém-se a equagao

do segundo grau y? + 2b — ¢ = 0, com solucao
y=—-bt Vb +ec.

Os parametros b e ¢ sao:

9Do inglés Therapeutic Drug Monitoring
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142z + 227
b:ZI‘II—FxZS[ZI‘Il(l— rervw SS)

x + l‘QCSZSS
(3.47)

C = Zl_ll(l + 2x + 272255')

Mas b?+c > b* > 0, pois ¢ > 0. Entao y assume apenas um valor, pois por definicao
deve ser positivo, ou seja, y = —b + v/b> + ¢. Como y = y(IC%), basta inverter a fungao

para obter

1050 = [HQO}BﬁAeI’y (348)
com y = y(b, ¢)

Na Eq. 3.48 todo o efeito cooperativo fica concentrado no fator y. Por esse motivo,
todos os casos envolvendo inibi¢ao competitiva para homodimeros podem ser ajustados por
alteracao dos parametros contidos em y. Uma simples verificacao pode ser feita escrevendo

Zim = 1 (ou Jj,, = 0) e ¢! = 1 para recuperar a Eq. 3.46.
Anailise Grafica e Discussao

Como foi mostrado anteriormente, nas discussoes sobre a velocidade de formagao
de produto, nao é possivel diferenciar uma enzima sem interagao cooperativa de uma com
cooperatividade negativa. Apenas se nota a existéncia de ponto de inflexao para interagoes
positivas. Porém, simulagoes com a Eq. 3.48 (Figuras de 3.21 a 3.24) mostram que existem

diferencas entre os dois tipos de interagao, os quais serao discutidos a seguir.

Primeiramente usou-se a Eq. 3.48 com J,;,,, = 0 e ("™ =1 (sem interac¢ao). Nessa
configuragao, a curva do IC5y em funcao da concentracao de substrato é uma reta de
coeficiente angular igual a um (Figura 3.21) quando a competi¢ao ocorre sem diferencas
de afinidade para os complexos enzima-inibidor e enzima-substrato (Ae,,, = —10k,T). A
inclinacao da curva aumenta quando o complexo enzima-substrato tem maior afinidade

(Aeg < Aej) ou reduz caso o inibidor forme um complexo mais estavel (Ae; < Aeg).
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Figura 3.21: Simulagao do IC5p x [S] para o modelo sem interagao cooperativa, mostrando o
comportamento de enzimas de Michaelis-Menten para inibicao competitiva. Nas curvas acima
é possivel notar que quanto menos estdvel o complexo enzima-inibidor (EI e IET) em relacao
a enzima-substrato (ES e SES) maior serd a concentragao de inibidor utilizada para causar
reducao de 50% na velocidade de formagao de produto. E possivel notar no para [S] = 0 o
1C50 # 0, porém o que acontece é que existe uma descontinuidade da funcao IC5g, que pela sua
definicdo deveria ser zero. Na situacao limite onde a concentracao de substrato tende a zero, mas
nao é nula, deve existir uma quantidade nao nula de inibidor que obedeca a definicao dada pela
Eq. 3.45, gerando IC5g # 0 para [S]— >0

(Parametros mantidos constates: Aeg = —10k,T; J;, =0; (™ =1)

Na situacao em que existe apenas intera¢ao para pares de substrato (|Jgs| > 0)
ou se as demais interagoes sao muito fracas em comparacao com a do complexo SES ao
ponto de ser possivel despreza-las, a curva IC5p X [S] ndo serd mais linear. Como mostram
as Figuras 3.22 e 3.23, a cooperatividade positiva tem concavidade voltada para cima e a

negativa tem concavidade para baixo.
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Figura 3.22: Simulagdo do ICsp x [S] para interagao cooperativa predominante para o par
substrato-substrato em relagdo aos demais, mostrando diferentes relagoes dos valores de IC5g
para faixas de concentracio de substrato: na primeira faixa ([S]/[H20] < 48 - 107%) a interacio
positiva tem menor crescimento para variacao da concentracao de substrato se comparada com
as demais, além de apresentar um ponto minimo, como é possivel notar pela raiz da derivada
primeira (curva vermelha da Figura 3.23); na segunda faixa (48 - 1076 < [S]/[H20] < 83 - 1079)
a interacao positiva nao apresenta mais o menor crescimento, porém se mantém abaixo da curva
de cooperatividade negativa; na terceira faixa (83 - 1076 < [S]/[H20] < 185 - 107%) 0 ICsq passa
a ser maior para a interacao positiva, porém a curva da cooperatividade negativa continua acima
da curva sem interacdo; na ultima faixa ([S]/[H20] > 185-107%) a cooperatividade negativa gera
valores menores de I1C5 e a relagao aumento e reducao da afinidade do complexo enzima-subtrato
passa a ser compativel com o mostrado na Figura 3.21.

(Parametros mantidos constates: Aeg = Aey = —10k,T; Jsr=Jir=0; (" =1)

Além disso, a Figura 3.22 mostra o aparecimento de quatro faixas de concentracao
de substrato onde os valores de IC5y tem comportamento distinto para Jsg = 1k, T,

Jss = —1k,T e Jss = 0. Se comparado com a simulagao sem interagao (Figura 3.21) é
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possivel ver que existem diferencas importantes ao se aumentar ou diminuir a afinidade da
enzima pelo substrato em relacao ao inibidor por meio do Ae ou do J, onde para baixas

concentragoes de substrato a relacao se mostra inversa ao que seria esperado.

2

@
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~— \
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0t — Jss = 1kBT
Jssg = —1kBT
R Jss =0

_05 \ \ \ \ \
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[S](nM)/[H>O]

Figura 3.23: Simulacdo do J5/C50 x [S] mostrando o crescimento e a concavidade das
curvas do IC5y para cooperatividade positiva e negativa. A curva com interacdo positiva
(vermelha) tem crescimento réapido para baixa concentragao de substrato, com valores inicialmente
negativos, passando pelo zero (ponto de minimo da funcao IC50([S]|Jss > 0)) com comportamento
assintético para valores mais altos de [S], de forma que a concavidade da fungao é preservada
e a inclinagdo aproximada serd maior do que a da cuva IC5([S]|Jss = 0) para o intervalo
considerado. No caso de interagao negativa a curva da derivada primeira (violeta) decresce com
comportamento assintético sem o surgimento de raizes, ou seja, a fungao ICs([S]|Jss < 0) nao
apresenta ponto de maximo e tende para uma inclinacao aproximadamente contante para e menor
do que a inclinagao do IC5¢([S]|Jss = 0).

(Parametros mantidos constates: Aeg = Aey = —10k,T; Jgr=Jir=0; (" =1)

Ja para altas concentracoes de substrato uma porcentagem alta de enzimas tem pelo

menos um sitio ocupado e a competicao pelo segundo sitio passa a ser predominante. Nesta
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situacao, a menor energia para o sistema ocorre para a molécula que melhor estabiliza
o segundo sitio. Dessa forma, no caso de cooperatividade positiva para o substrato, o
complexo SES serda mais estavel do que o SEI, gerando valores de IC5y maiores. J&

quando ocorre cooperatividade negativa o complexo E ST sera mais estavel.

200 i i
— Jgs = 1k‘BT
— Jss = —1kBT
_— Jss =0
150

100

IC50(}.LM)/[HQO]

50

0
—12 —11.5 —11 —10.5 —10 —-9.5 -9
AeI(k:BT)

Figura 3.24: Simulacdo do ICsp x Aer no intervalo [S]/[H20] < 48 - 10~%, mostrando o cresci-
mento exponencial do IC5y para variagao dos valores de Aey proximos dos valores de Aeg. E
possivel notar que a relacao entre os valores de IC5 ainda se mantém quando Aej # Aeg.
(Parametros mantidos constates: Aes = —10k,T; [S]/[H20] = 20.107%; Js; = Jy =
0; ¢"=1)

Outro efeito importante, porém menos perceptivel, ocorre para |Jsi| > Jum
(Figuras 3.25 e 3.26). Quando Jg; > 0 a fungao IC5¢([S]) tem valores consideravelmente
mais altos se comparados com o caso sem interagao (Figuras 3.25). Isto ocorre devido ao
fenomeno da ativacao do inibidor, analisado anteriormente para a velocidade de formacao
de produto (Figuras 3.9, 3.10 e 3.11), que ao promover maior estabilidade do complexo

ESI, gera a necessidade de uma grande concentracao de inibidor para que a velocidade da
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reagao tenha a redugao dada pela definicao do I1C5y (Eq. 3.45). Ja a interagao Jg; < 0
causa reducao da estabilidade do complexo ESI, sendo preciso uma concentracao menor
de inibidor para reduzir a atividade da enzima. Para os dois casos (Jg; > 0 e Jg; < 0)
concavidade da curva é voltada para cima, com comportamento assintético para a inclinagao

da curva sem interac¢do (Figuras 3.26).

300

200

ICs50(uM)/[H20]

— Js1 = 1kBT
Jsr = —1k¢BT
_— Jsr =0

\

0 50 100 150 200
[ST(wM)/[HO]

Figura 3.25: Simulacao da funcao ICsg para variagdo da concentragao de substrato quando
|Js1| > Jimm, mostrando o comportamento aproximadamente linear para Jgr > 0 ou Jgr < 0.
Para estas duas situacoes as curvas apresentam concavidade voltada para cima, com uma
curvatura pouco perceptivel, se tornando necessério analisar a derivada primeira (Figura 3.26). O
efeito gerado pela Jgr > 0 torna o inibidor menos efetivo para qualquer intervalo de concentragao
de substrato. Por outro lado, a interagao negativa (Jg; < 0) melhora a inibi¢ao, porém em ambos
os casos o crescimento dos valores de IC'5y é aproximadamente igual ao do caso sem interagao.

(Parametros mantidos constates: Aeg = Aer = —10k,T; Jgs=Jir=0; (™=1)
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Figura 3.26: Simulagao da derivada primeira d;51/C5o em fungao da concentragao de substrato
para |Jsr| > Jym. As curvas com interacao Jgr # 0 possuem valores muito préximos de um,
o que torna dificil de se identificar este efeito por um experimento de medicao de IC5y nas
condicoes utilizadas para a formulagao deste modelo.

(Parametros mantidos constates: Aeg = Aey = —10k,T; Jss=Jir=0; (M=1)

3.2.3 Modelo MWC

Das Eqgs. 3.43 e 3.45 obtém-se também uma equacao do segundo grau, porém agora
da concentragao de inibidor (yr e yg possuem [I] como fator comum). A varidvel auxiliar
ya, apos aplicada a defini¢ao do 1Cj, assume a forma geral y4 = [C50A4 (com A = R ou

T), com Ay = [HyO] te=PA¢4. Isolando o ICy fica:

(1(1050)2 + 2b(IC50) —c=0 (349)

Os fatores a, b e ¢ sao dados por:
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a = [IL‘R(l +ap) + T Zprar(1 + I'T)} (A% + Zrr A7)

b= ZRT [CRT(l + SL’R).TT — (1 —+ SIJT>IR} [)\R(l -+ xT) — ZRT)\T(l -+ .T}R)] (350)

C = [[L’R(l + [L’R) + QRTZRTJ’T(l + ZL‘T)} [(1 + $R)2 + ZRT(l + ZL‘T)2]

Assim, a solucao geral para o ICxq fica:

2
R CRIBE
a a a

Mas ¢, a e b* sao positivos, de forma que (b/a) < y/(b/a)? + (¢/a). Como o ICjsq é
restrito a valores positivos (ndo existe concentragao negativa), existe apenas uma raiz para

a equagao do segundo grau que satisfaz esta condicao:

[Cs = — (2) + (2) += (3.51)

Para recuperar o modelo de Michaelis-Menten uma das formas R ou T' deve ser
inacessivel. Assim, para existéncia apenas da forma R o custo de energia para a transicao
deve ser grande o suficiente para que se possa escrever Aerr — 00, fazendo Zrr — 0, de

forma que a Eq. 3.51 se resumira a Eq. 3.46

Analise Grafica e Discussao

Diferentemente do modelo P-KNF, o MWC nao traz a possibilidade de estudar
interacoes negativas. Isso porque a enzima, neste caso, nao admite transicao alostérica
individual dos monomeros, de forma que o sinal da energia de transicao depende apenas

de qual estado alostérico foi tomado como referencial.

Foi mostrado ainda que é possivel se recuperar o modelo de Michaelis-Menten

fazendo o limite de ygpr — 00, porém isso nao indica qual a velocidade com que o fungao

analisada (ICsy ou %) se aproxima deste limite ao ponto do efeito cooperativo ser
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desprezivel. Para analisar o que acontece a medida que Yy cresce, foi feita uma simulacao
da Eq. 3.51 para I1C5p X ygr, tomando o estado R como o mais estavel quando os sitios
estao desocupado (ygrr > 0) e fazendo o estado T' com maior afinidade para inibidor e

substrato (Ael < Ael'), como mostrado na Figura 3.27.
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Figura 3.27: Simulagdo mostrando o comportamento do ICsg em fungao de ygrr para diferentes
valores de AeIT. Para valores baixos de yrr o IC5y é aproximadamente constante devido a
proximidade de energia dos dois estados alostéricos, porém ainda apresenta afeito alostérico,
como mostrado na Figura 3.13. Acima de ygpr = 20k, T todas as curvas convergem para um
valor fixo de ICsg, mostrando que o estado T tem um participagdo muito fraca para a dinamica
enzimatica.

Os paradmetros mantidos fixos nesta simulagio foram: [S]/[H20] = 1070 Aef = Aell =

—12k,T; Ael =—-20k,T; (T =1

Para os parametros escolhidos (ver legenda da Figura 3.27) foi possivel notar que
para ygp > 25k, T o ICsy é aproximadamente constante para diferentes valores de Ae¥.

Nesta situacao o sistema terd ainda dois estados alostéricos, porém a maior contribuicao
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seré do estado R, sendo bem dificil de se verificar efeitos de cooperatividade por medidas
de IC5y. Este resultado indica que nao é necessario uma diferenga muito grande de energia
de transicao entre estados alostéricos para que um determinado sistema de enzimas possa

ser tratado com a dinamica de Michaelis-Menten.
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Figura 3.28: Simulacao do IC5( para variagdo de concentragao de substrato, mostrando conca-
vidade da curva devido a existéncia de estados alostéricos. O efeito cooperativo positivo se mostra
pela concavidade do gréafico voltada para cima e é cada mais aparente para valores de energia
de transi¢ao mais baixos entre os estados R e T'. Para yrr = 18k,T a curva é praticamente
linear se comparada com as demais. Quando a diferenca entre Ae? e Aeg é pequena o IC5 é
menos sensivel a variagao nas concentragoes de substrato se comparado com o a situacao onde
Ael > A€l (ver Figura 3.29 )

Os parametros mantidos fixos nesta simulacao foram: Ae}% = Aeg = —12k,T; Aeg =

—20k,T; Aet =—-19k,T; ¢FT =1

Notar que algumas curvas no grafico IC5y X Yy apresentam um minimo antes de

convergirem para um valor constante. Quando a afinidade de inibidor é muito proxima ou
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superior a do substrato pelo estado 7', a curva nao apresenta mais minimos, apenas um
ponto de inflexdo. Para ambos os casos o 1Cjg X [S] tem comportamento nao linear (Figuras
3.28 e 3.29) com concavidade mais perceptivel para valores no intervalo de 10k, T < yrr <
20k, T (para os parametros da Figura 3.27) e voltada para cima, confirmando resultado
obtido anteriormente para cooperatividade positiva pelo modelo P-KNF. Quanto mais
proximo de yrr = 20k, T a curva tende para uma reta, mas para valores intermedidrios

no intervalo considerado acima surge um ponto de minimo, assim como no modelo P-

KNF.
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Figura 3.29: Simulagao do ICyq para variacao de concentragao de substrato, mostrando conca-
vidade da curva devido a existéncia de estados alostéricos. O efeito cooperativo positivo se mostra
pela concavidade do grafico voltada para cima e é cada mais aparente para valores de energia de
transicao mais baixos entre os estados R e T'. Para ypr = 18k,T a curva é praticamente linear
se comparada com as demais.

Os parametros mantidos fixos nesta simulagao foram: Ae? = Aels?“ = —12k,T; Aeg =

—20k,T; Aet =-17.7k,T; (T =1
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3.3 GENERALIZACAO DOS CONCEITOS E APLI-
CACAO

Partindo das deducoes dos modelos tratados anteriormente, é possivel extrair
caracteristicas gerais de sistemas que funcionam segundo o regime quase-estacionario (ver
Apéndice A). Ao calcular a funcdo de partigdo como foi apresentado, identifica-se alguns

fatores que descrevem caracteristicas especificas da enzima:

e Cada molécula que ¢ retirada do solvente e encaixa no sitio ativo terd uma distribuicao
grao-canonica associada a diferenca de potencial dessa mudanca, dada por z; =

[L][Hy0) te=P2e onde L representa o ligante;

e Cada par de interacao devido a formacao de um complexo contendo mais de uma
molécula serd associada a uma distribuicao de Boltzman da energia de interacao

(—Jim), dada por Z;,, = e?/ com [ e m sendo o par de moléculas interagentes;

e Cada estado alostérico da estrutura quaternaria da enzima estd associada a uma
distribuicao de Boltzman da energia potencial de configuracao do estado, dada por

Za =e P74 com A sendo o estado alostérico em questao

e Distribuicao estatistica total de um dado microestado para uma enzima é o produto

de todas as distribuicoes.

Seguindo este procedimento, o calculo da funcao de particao se torna mais simples,
pois o trabalho restante sera o de contar todos os estados possiveis pra uma enzima e
somar todas as distribuigoes. Tal calculo envolve ferramentas fundamentais, como analise
combinatoria e algebra, mas pode se tornar complexo caso a enzima escolhida para o
estudo tenha um grande nimero de sitio e baixa simetria. Por outro lado, em calculos
numéricos, onde nao se tenha interesse de saber forma explicita da funcao de particao,
pode-se utilizar ferramentas computacionais que consiga contar e somar os estados do

sistema, tendo como resultado um valor numérico da funcao de particao.

Em seguida, para os modelos tratados neste trabalho foi realizado o calculo da
velocidade de uma reagao catalisada por enzimas. O padrao notado ao construir tais

equagoes se resume em:
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e Calcular a probabilidade estatistica dos estados que contenham pelo menos um
substrato no sitio ativo usando a fun¢ao de partigao e igualar cada uma a fragao de

enzimas nos respectivos estados;

e Escrever uma equagao da velocidade de formacao de produto como proporcional a
soma da concentragao de enzimas que contenham pelos menos um sitios catalitico

ocupado por substrato, sendo a contante de catalise a constante de proporcionalidade;

e Combinar as equagOes anteriores para se obter a taxa de formacao de produto

dependente das distribuigoes;

De forma geral, a taxa de formagao de produto assumird a forma genérica:

d[P K2 nigiow
[ ] — [Etot] Zz cat n; .gz Ww;

dt =

(3.52)

onde 7 é o microestado uma enzima do sistema, sendo A; a sua forma alostérica, n o
nimero de substratos ligados a enzima, g a degenerescéncia e w; a distribuicao estatistica

total do estado 3.

Para exemplificar o procedimento explicado acima sera tratado a seguir do caso da

catélise da frutose pela enzima fosfofrutoquinase-1 (PFK-1).

3.3.1 Catalise da Frutose pela Fosfofrutoquinase-1

A PFK-1 é a enzima mais importante na regulagao da glicélise, catalisando a
conversao da frutose-6-fosfato (F6P) em frutose-1,6-fosfato (FBP) pela transferéncia de
um grupo fosfato por uma molécula de ATP. Trata-se de uma enzima alostérica formada
por quatro subunidades (tetramero), sendo duas a duas similares de modo que pode se
dizer que esta ¢ um dimero de dimero (o que se assemelha & estrutura da hemoglobina) [1].
Cada monomero possui um sitio ativo e um sitio alostérico, onde se ligam os substratos
(F6P+ATP) e reguladores alostéricos, respectivamente (Fig. 3.30). Tais reguladores
incluem inibidores (citratos, ATP) e ativadores (ADP, AMP).



3.3. GENERALIZACAO DOS CONCEITOS E APLICACAO 73

No sitio ativo exite uma ATP . ADP.AMP
. r r A

regiao preferencial para o ATP Sitio Alostérico

e outra para a F6P, modo que a
reagao acorre pela transferéncia
direta do grupo fosfato do ATP
para a molécula de frutose. Assim
a reagao se caracteriza como uma
catalise bissubstrato e gera dois

produtos: ADP e FBP:

ATP+F6P = ES — ADP+FBP  ATP+F6P
Sitio Ativo

Como a reagao tem todos os co-

eficientes estequiométricos iguais  Figura 3.30: Dimero da PFK-1, mostrando o sitios ca-
a um, a velocidade da reacao taliticos com ATP e F6P e os sitios alostéricos, onde é
pode ser definida variacio tem- Possivel ligar moléculas como ATP, ADP e AMP além de

poral da concentracio tanto do outros reguladores alostéricos.

ADP quanto da FBP. Fonte: Figura adaptada da referéncia [1]

A PFK-1 possui dois estados alostéricos bem definidos, onde a transicao de um
para o outro envolve uma modificacao significativa na posicao dos aminoécidos do sitio
catalitico na regiao da FGP e do sitio alostérico (Fig. 3.32), resumida no modelo da Figura

3.31.

Sitio do ATP

| L

—_I/ [

Sitio Alostérico Sitio da F6P

Figura 3.31: Modelo dos estados alostéricos R e T' da PFK-1. A barra divide o sitio ativo em

duas regioes, uma especifica do ATP e outra da F6P.
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A F6P se liga muito bem ao estado alostérico R porém tem baixa afinidade pelo
estado T'. Ja o ATP se liga bem ao sitio ativo de ambas as formas alostéricas, porém tem
maior afinidade pelo sitio alostérico do estado T do que pelo do R. Isso possibilita tratar
da situacao em que se tem apenas ATP e F6P em solucao diluida com a PFK-1, de forma

a reduzir os graus de liberdade do sistema da seguinte forma:

e O estado R sé liga ATP e F6P no sitio ativo;

e O estado T sé liga ATP no sitio ativo e no sitio alostérico

Figura 3.32: Modelo mostrando a reorganizagao das posigoes dos residuos de aminoacidos nos
sitios da PFK-1 devido a transicao alostérica. A transi¢ao do estado R para o estado T provoca
o deslocamento de uma arginina (Arg 162) por um &cido glutamico (Glu 161), substituindo uma
interagao atrativa por repulsiva com a F6P, o que reduz significativamente a afinidade da frutose
pelo sitio catalitico.

Fonte: Figura adaptada da referéncia [1]
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Partindo desses dados da literatura, para um reservatério de moléculas de ATP +
F6P em solugao diluida é possivel usar o modelo da Figura 3.31 na seguinte forma: o ATP
poderd ocupar o lado esquerdo da barra nos estado R e T e a F6P ocupara o lado direito
da barra apenas no estado R; ja para os sitios alostéricos, s6 o estado T' ligara o ATP.

Para cada microestado de uma enzima, tem-se:

Cada sftio ativo ocupado com F6P terd peso zp = [F][H,O] te~P#her;

Cada sitio ativo ocupado com ATP terd peso zff = [A][H,O] 'e P2k e o} =

[AJ[H20] e8¢k,

Cada sitio ativo ocupado com F6P e ATP terd peso xps = :EF:EIXZFA, onde Zp4 é

devido a interacao entre as duas moléculas;

Cada sftio alostérico ocupado com ATP terd peso uy = [A][HyO] e PRaa;

Cada estado alostérico terd peso Zr = e 7" e Zp = e P17;

onde F', A, R e T representam a F6P, o ATP e os estados alostéricos, respectivamente. A
letra grega « foi usada para simplificar a notacao, sendo A« a variacao de energia potencial

para se tirar uma molécula da solugao e colocar em um sitio alostérico (semelhante a

Ae).

Usando todas as consideragoes acima, auxiliado pelo esquema mostrado na Figura
3.31, é possivel contar todos os microestados de cada forma alostérica de uma enzima e

montar a fungao de particao:

—_
—
—

[1]

1 =21+ 21 = Zr(1 +ap + 28 +2pa)* + Zr(1 +uag + 2k + 2hua)? (3.53)

A redugao dos graus de liberdade permitiram gerar um padrao nos microestados do
sistema, produzindo um fungao de parti¢ao relativamente simples (Eq. 3.53). Ao expandir
as poténcias da funcao de particao pode-se coletar todos os estados contendo a variavel x4
e usa-los para calcular a velocidade da reacao. Nesta etapa ¢ possivel evitar a construgao
de equacgoes de equilibrio quimico se, com base forma expandida da fun¢ao de particao, as

seguintes regras forem seguidas:

e Apenas os fatores que possuem a variavel x4 contribuem para a catdlise;
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e O expoente da varidvel g4 ¢ igual o nimero de subtrato (ATP|F6P) (denotado por
npa);

e A multiplicidade desses fatores é igual a degenerescéncia de cada microestado (deno-

tado por gpa).

Utilizando este procedimento e a Eq. 3.52, obtém-se:

v _ ZTRZL'FA(l—FzF—}—iL'ﬁ—I-l‘FA)g (3 54)
Vimax (T +ug + 25 + 2hus)* + Zrr(1 + ap + 28 + 2p4)* ’
onde Zrg = ZrZ3", v = d[P]/dt € Viax = 4K car[Frot
1.00 ‘ ‘ ‘
' Parametros do Fitting
[F6P][H20]~! = 0.00001
0.80 |- AEF = —189kBT ]
Aeﬁ = —13.2kBT
Aeg = —10.8kBT
. 0.60 [ Aoy, = —18.7kBT n
} 'YTR - 583kBT
0.40 -
0.20 |- ]
\ \ \ \ \
0 1 2 3 4 5 6

[F6P][H20] 1 105

Figura 3.33: Dados experimentais para variacao de concentracao de ATP ajustados com a
Eq. 3.54. O ATP age tanto como inibidor alostérico para altas concentragoes e ativador para

centragoes baixas.

Com a Eq. 3.54 foi possivel ajustar dados experimentais de um estudo realizado
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em 2015 por WEBB, B. A. et. al [36], para atividade enzimética da PFK-1 em relagao a
variagao de concentracao de ATP (Fig. 3.33) e F6P (Fig. 3.34)

\
1.00 |- 4 —o |
0.80 [ .
0.60 |- |
% Parametros do Fitting
[AT P][H20]~! = 0.000035
0.40 |- Aep = —18.9k, T .
Aef = —13.2k,, T
Ae” = —10.8k, T
0.20 | € 0.8k 5 B
ACYA = —187kBT
Yrr = 5.83k, T
\ \ \
0 2 4 6

[F6P][H20] 1 1072

Figura 3.34: Dados experimentais para variagao de concentracao de F6P ajustados com a Eq.

3.54.

A curva foi primeiro ajustada aos dados experimentais para variagao de concentracao
de ATP (Fig 3.33), onde se obteve os melhores parametros do fitting para energia de
ligagao de cada molécula nos respectivos sitios e da transicao dos estados alostéricos,
mantendo-se fixa a concentracao de F6P. Estes parametros foram mantidos para os dados
experimentais de velocidade da reagao em relagao a variacao de concentragao de F6P (Fig.

3.34), produzindo um bom ajuste se consideradas as incertezas de medida.

Os parametros que melhor ajustam as curvas podem ser considerados como valores
de referéncia para estudar casos de mutagao apresentados no estudo de WEBB et al

(2015). Para melhores resultados, seria importante estudar estrutura da enzima e obter
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informacoes sobre onde tais mutacgoes ocorrem para que se restrinjam os graus de liberdade
do fitting. Com isso, até possivel estimar alteracoes nos valores de energias de interagao

com os sitios e de transicao entre os estados alostéricos com melhor exatidao.

Por meio deste exemplo fica clara a vantagem da formulacao via Mecanica Estatistica
de equacoes para a velocidade de reacoes catalisadas por enzimas. Aqui é possivel notar
que a construcao de tais equacoes pode ser resumida em etapas para varios tipos de
enzimas, de modo a facilitar os cdlculos. Além disso, obtém-se parametros microscopicos
que possibilitam relacionar os dados de atividade da enzima com informagoes da sua
estrutura. Para casos que incluem inibidores a discussao pode ser levada mais adiante,
podendo ser construida uma equacao para o IC5g e, utilizando oa parametros da curva
de velocidade, é possivel predizer a forma desta fungao para variacao de concentragao de

substrato.



CapiTULO 4

CONCLUSAO

A Fisica Estatistica possibilita descrever comportamentos complexos de sistemas
bioldgicos, observados em medidas macroscopicas dos experimentos, levando em conta suas
caracteristicas microscopicas. Sua aplicacao na enzimologia permite trocar parametros
experimentais utilizados pela Quimica e Bioquimica, como contantes de equilibrio, por
variaveis teodricas da Fisica mais adequadas em simulagoes computacionais ou estudos

qualitativos.

A principal vantagem dos modelos desenvolvidos neste trabalho é a facilidade de se
introduzir interacoes cooperativas como pesos estatisticos e avaliar suas consequéncias para
a inibicao enzimatica. Neste sentido foi possivel obter resultados ja discutidos na literatura,
como o surgimento de pontos de inflexao nos graficos do tipo v x [S] em enzimas alostéricas,
mostrando que o tratamento é compativel com os métodos utilizados na bioquimica. Feita
esta verificagao de consisténcia, mostrou-se que o mesmo efeito ocorre caso exista inibicao
competitiva e que a curva v X [I] também apresenta ponto de inflexao, onde para cada um
dos modelos estudou-se, com base em situagoes numéricas, as condigoes para a ocorréncia

de pontos de inflexao.

As equacoes deduzidas foram usadas para modelar o efeito de ativacao do inibidor,
onde em uma situacao especifica a velocidade de formacao de produto é ampliada pela
adicao de uma certa concentracao de inibidor. Nesta aplicagao, foi proposta ainda uma
interpretacao do mecanismo bioldgico baseado na linguagem da mecanica estatistica dos

modelos KNF e MWC usados para descrever as reacoes em biomoléculas.

Usaram-se as equacoes de velocidade de cada modelo para se deduzir equacgoes
para o IC5y, parametro experimental relacionados a atividade bioldgica. As simulagoes
dessas equacoes mostraram algumas particularidades das enzimas alostéricas que nao
foram encontradas na bibliografia consultada até o momento em que este texto foi escrito,
onde se destaca a curva ICs x [S] nao linear por consequéncia de efeitos cooperativos,
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em particular, mostrou-se que a cooperatividade negativa apresenta curva [C5y X [S] com
concavidade voltada para baixo. Este resultado possibilita o uso do IC5y na identificacao
de interacgoes negativas entre sitios cataliticos, o que nao é possivel apenas pela analise da

curva v X [S] .

Por fim, os cédlculos realizados para enzimas de dois sitios possibilitaram identificar
um padrao de construcao da funcao de particao e das equacgoes de velocidade de reacao,
sendo possivel generalizar o procedimento para se trabalhar com enzimas que possuam mais
de dois sitios. O procedimento descrito foi usado para estudar a catéalise da frutose-6-fosfato
pela enzima fosfofrutoquinase-1, onde se calculou a velocidade da reacao de ATP+frutose.
O modelo proposto para este caso foi usado para analisar dados experimentais, gerando
um bom ajuste das curvas de velocidade em funcao da variacao de concentragoes de ATP

e de frutose.

Em resumo, este trabalho propos um método para se deduzir equagoes de velocidade
de reagao e IC5y para uma enzima genérica por meio da construgao da funcao de particao
grao-canonica, introduzindo uma linguagem de estados de energia usada na Fisica para
descrever uma func¢ao biolégica. O mesmo procedimento pode ser usado para se estudar
proteinas que possuem sitios de ligacao, como no caso da albumina do plasma sanguineo e
da hemoglobina, com a distin¢ao de que no lugar de calcular velocidade de uma reagao se

trabalharia apenas as probabilidades de ocupacao dos sitios.
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CapriTUuLO A

APROXIMACAO
QUASI-ESTATICA

Como ja foi dito, os modelos para a cooperatividade assumem equilibrio termodina-
mico dos complexos, assim como é feito na hipotese de Michaelis-Menten. Para tratar esse
problema é possivel fazer uma abordagem estocastica, onde se resolve a versao quimica da
equacao mestra [37], ou deterministica a partir das equagoes diferenciais que descrevem
a reagao quimica [38]. Em ambos os casos os trabalhos citados se limitaram a tratar o
caso mais simples, onde a catédlise ocorre segundo a cinética de Michaelis-Menten para
uma enzima de um sitio ativo. Porém é possivel generalizar os calculos para enzimas de
dois sitios equivalentes e, com isso, estabelecer algumas condigoes de validade dos modelos

desenvolvidos nesse trabalho.

Enzima de Michaelis-Menten

Considere primeiramente o caso de enzimas de dois sitios cataliticos independentes e
equivalentes. Quando a concentragao de substrato é muito maior do que a concentracao total
de enzima ([S] > [E]sst) é possivel considerar [S] & [Siy] (sendo [S;] a concentragao total

de substrato). Nesta configuragao, é possivel escrever a seguinte reacao simplificada:

E+P

yl
.

SES L=ty By op (A.1)
N

ES © d}
e
SE «#

8
~y

E+P

onde ki, k_1 e k..t sa0 as constantes de formacao, dissociagao, catalise e inibicao, respecti-
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vamente. Os estados ES e SE representam a ocupacao de um dos sitios cataliticos e sao
degenerados para o tipo de enzima considerado. Ja SES representa a ocupacao dos dois

sitios e contribui com o dobro de produto para a reacao.

Com base na Eq. A.1 a velocidade de formacao de produto sera dada por:

dcf] = 2k ([ES] + [SES)) (A.2)

Para os demais estados tem-se a equacao diferencial:

dE

— =KFE A.
P (A.3)
onde K é a matriz das contantes, dada por:

_Q[S]kl k,1 + kcat kfl + kcat kcat
S|k —(k_1 + [S]k1 + ke 0 k_

o | Bl (ko + (Sl A+ Kear) 1 (A1)
[S]k1 0 —(k_1 4+ [S]k1 + Eear) k_q

0 [S]k’l [S]kl _(2]{:—1 + kcat)

e E é o vetor das concentragoes dos estados possiveis da enzima:

[E]

[ES]
= (A.5)

[SE]

[SES]

E possivel reescrever a Eq. A.3 da seguinte forma:
-1

d(Uth) =U'KUWU 'E)=D{U'E) (A.6)

onde U é a matriz dos autovetores de K, escrita como

U = [Vi|V2| V5|V,
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e D ¢é a matriz diagonal dos autovalores de K

A0 0 0

0 X 0 O
D pu—

0 0 X3 O

0 0 0 M\

A solugao para o sistema com autovalores reais fica:

E=U'UE, (A.7)

onde E, ¢é a condicao inicial do sistema e a exponencial da matriz diagonal é definida

por:
eMt 0 0 0
0 et 0 0
et = (A.8)
0 0 e 0
0 0 0 eMt
As matrizes U e D da matriz K dada pela Eq. A.4 sao:
2k% | + 3k_1kear + K2, + [S)k1kcar 0 —k_4 |
2[S]°k? [S]ky
2k_1 + keat 4 k_1 — [S]k: _1
U = 2[S]k [STky (A.9)
2]{;71 + kcat
—_— 1 0 -1
2[S]ky
1 0 1 1
0 0 0 0
0 —k 1 — kea — S|k 0 0
D— ! ¢~ STk (A.10)
0 0 —k_1 — kear — [S]k1 0
0 0 0 —2k_1 — kear — 2[S]k1

Devido ao fato de os autovalores obedecerem a relacao A\; < 0 (i = 1,..,4), o

autovalor nulo sera responsavel pelo estado estacionario pois os demais gerarao exponenciais
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reais que se anulam para ¢t muito grande. Para aplicar a Eq. A.7 para esse conjunto de
autovalores e autovetores, considere que em ¢t = 0 exista apenas as formas livres E' e .S, de
modo que nao ocorreu formagao de produto no inicio do experimento. Assim, a condi¢ao

inicial é:

E, = (A.11)

Antes de calcular o vetor de estados intermedidrios da enzima FE note que o sistema
ja mostra a existéncia de estados estacionarios, como pode ser visto pela matriz de
autovalores, mas para comparar com o desenvolvimento feito pelo ensemble grao-canonico
é preciso considerar que a probabilidade de dissociagao do substrato é consideravelmente
maior do que a probabilidade de catélise. Isso possibilita fazer a separacao de escalas de
tempo da reacao de forma que se possa calcular a probabilidade de cada estado das enzimas
do sistema como um equilibrio termodinamico, o que implica em impor a aproximagao
Ky = Kp, onde Kp = k_1/k;. Com essa aproximacao, a solu¢ao dada pela Eq. A.7 com

a condicao inicial A.11 fica:

e s ]
(EE+ [EifM) e e e e T
5 " (A.12)
[Eror] [S1K 31

- 5 |:1 _ (1 _ [S]KM1>e_tkl(KM+[S]) _ [S]K}\}le_2tkl(KM+[SD:|
(1+[S1K+/)

[Erot] ([S]K ')
(1+ [S]K;j)Q

[1 _ e—tkl(KMJr[S])} 2

A constante de tempo do estado transiente é Ty.qns = [k1(Kpr + [S])]_l. Para um

tempo t >> Ty.qns O Sistema relaxa para o estado estacionario:
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Eest = [Etot]

(A.13)

Igualando o vetor dos estados estacionarios com o calculado pelo ensemble grao-

canonico, obtém-se:

1

18] ({00 )

<1 + 5] ([HQO]eﬁAes)ﬂ)?

18] ([H:0)ee)

<1 +[S] ([HzO]eﬁAes)*l)Q

(191 ({rr0le2) ™)

(1+ (8] ([Hx0lere) )’

([S1Ka)?

<1 +[S] ([HQO]eﬂAGS)_l)Z

(1+ [S]K;j)2

(A.14)

De forma que é possivel obter a seguinte aproximacao para a constante de Michae-

lis:

Ky = [HyOle 2

(A.15)

Para que o estado estacionario seja estavel é preciso que a contante de tempo

relacionada a este estado seja muito maior do que a do transiente:

Test > Ttrans

(A.16)
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Uma maneira eficiente de garantir a relagao entre as constantes de tempo ¢ definir
Test COMO 0 tempo minimo para que todo o substrato seja consumido (veja a referéncia [38]),

que pode ser expresso da forma:

[Smaa:] - [szn]
d[S]

dt

Test =

(A.17)

max

onde [S,,in] = 0 e a velocidade de consumo do subtrato serd calculada no estado estaciondrio.
Para isso, considere que nao ocorre destruicao de moléculas de substrato, nem de produto,

de forma que serd sempre valida a relacao:

[S] = [Smaa] — [ES] = [SE] = [SES] — [P] (A.18)

Como no estado estacionario a concentracao dos complexos sao aproximadamente

contantes, o vinculo dado pela Eq. A.18 implica em:

dis]| _ |d[F]
dt‘ = (A.19)
Das Eqgs. A.2, A.13, A.17 e A.19 obtém-se:
-1
Test = Lt [S] KM (AQO)

2 [Etot] kjcatKJ\_j

Aplicando a relacao A.16 para os valores de Ty.qns € Test calculados até aqui, é
possivel ver que para a formagao de um estado estacionario é preciso estabelecer a seguinte

relacao entre as quantidades do sistema:

kcat [Etot] [S] ?
< <1+KM> (A.21)

Com as aproximacao Ky, ~ Kp esta implicito que k_; > k.;. Como consequéncia

2

disto, é possivel estabelecer uma condigao mais forte para ocorréncia de estado estacionério
usando o fato de que (kewk"1)([EwtK3f']) < ([Eot) K37 ). Como ja foi comentado, para

sistemas que se comportam dessa forma é valida a aproximagao dada pela Eq. A.15; e
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pode-se usar a formulagao da mecanica estatistica para estimar uma relagao de validade

para a aproximagao estaciondria, reconhecendo que

= = (1 + g)g = <1 + [}[IS]O] 6_6A€S>2 :

o que resulta em:

Eio -
2[[[{;5]]6_5A€S < E (A.22)

Sendo, dessa forma, possivel fazer uma estimativa tedrica de quando o sistema tera
estados estacionarios estaveis com base no célculo de Aeg, nas concentragoes de enzima e

de substrato utilizadas na catalise.

Modelo P-KNF

Para o caso em que existe interagao entre os sitios na reacao de catélise (modelo
P-KNF), uma maneira simples de se introduzir o aumento de afinidade de ocupagao do
segundo sitio é de multiplicar a constante k; por um parametro Z na reacao de formagao

do complexo SES. Assim, a equagao quimica fica:

L E+P
ES 7
E /j; .. SES %= By 2P (A.23)
% N\
SE <3
Npip

A Eq. A.23 implica na seguinte matriz das constantes para a equacao diferencial

A3
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—2[S]k, k 1+ keat ko1 + Keat Keat
K [SJkr  —(k_q + [S)k1Z + Kear) 0 k_,
[S]k1 0 —(k_1 + [S]k1Z + kear) k_y

0 S|k Z [S)k1Z —(2k_1 + Eear)

(A.24)

Seguindo o mesmo desenvolvimento feito para o caso sem interagao, chega-se a

seguinte solucao aproximada:

[Etot]
1+ 2[S|K;/ + Z([S|K3y)

> [1+ 208Kt et + Z([S)K ) 2e 2]

[Erot][S)Kf {

1+ 2[S| K/ + Z([S]Ky')?

E~ (A.25)
[Erot)[S)Kf

1+ 2[S|Kt + Z([S]Ky))?

= (1= [S]EG et = [S] et

(1= (1 =[S e st — [S]K e 2er]

[Erot) Z([S1 K3 )
1+ 2[S| K/ + Z([S| K/ )?

[1 — e*klgt} ?

Para a qual ¢ é uma funcao que relaciona todas as constantes do sistema, dada
por:
g=(2%5% —478% + 6ZSKy + 457 — 4SKy + K2,)'/? (A.26)

No caso em que Z = 1 a solucao sem interagao ¢é recuperada, de modo que a Eq.
A.25 pode ser usada em ambos os casos. Nesta situacao, a contante de tempo da fase

transiente fica definida por:

Ttrans = (klg)il (A27)

Da mesma forma que antes, quando t >> Tj.qns, O Sistema relaxa para um estado

estacionario dado por:
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[Etot]
1+ 2[S| K/ + Z([S)|K/')?

[Eiot] [S],
1+ 2[S|K ! + Z([S] K2
Eest = (A28)
[Eiot][S1K
1+ 2[S| K/ + Z([S]|K )2

[Eio] Z([S]K 3} )?
1+ 2[S| K/ + Z([S]|KyH)?

Ao comparar esta solu¢ao com a obtida via mecéanica estatistica é possivel estabelecer

as seguintes relagoes:

Ky =~ [HyOlePbes 7 = ePlss (A.29)

Aplicando a Eq. A.16, obtém-se:

2] (1 + ([5)/ [HzO])e_B(Aes_JSS)> <=

p (A.30)

A Eq. A.30 estabelece um condi¢ao mais geral que a A.22; pois inclui informagoes
sobre a cooperatividade no sistema no parametro g, onde ao impor Jgg = 0 recupera-se a

condicao para um sistema sem interacao.

Vale comentar que a Eq. A.26 nao é exatamente o que so obtém da solugao geral A.7
para o modelo P-KNF. Nela optou-se por resumir a solugao aproximando alguns termos
que se aproximavam da unidade assumindo que 0.5 < Z < 2, de modo que a energia de
interacao nao ultrapasse a das interacoes entre o substrato e os residuos de aminoacidos do
sitio. Porém é importante observar que a condigdo A.30 (assim como a A.22) superestima
a relacao entre os parametros do sistema devido aproximacao Kp ~ K, e pela definicao
de 7.s. Por outro lado, a partir deste método nao fica claro quantas ordens de grandeza
Test deve ser maior do que Ti.qns, de modo que o estado estacionario sera cada vez mais a

medida que Teg;/Tirans CrESCE.



