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Il Resumo

Os processos enzimaticos que seguem o modelo cinético de Michaelis-
Menten foram estudados a partir de diferentes propostas para descrever a etapa
de inibic&o reversivel. As propostas de inibigdo foram comparadas a partir de um
Processo genérico, onde as constantes cinéticas receberam valores unitarios € o
valor numérico da concentracéo de substrato foi dez (10) vezes superior ao valor
numérico da concentracao de enzima. Para cada proposta de modelo de inibicéo
foram obtidas solu¢cBes numéricas a partir de sistema né&o linear de equacdes
diferenciais ordinarias, gerando gréaficos que apresentaram, separadamente, a
variac&o das concentracdes da enzima, dos complexos enzimaticos, do substrato
e do produto da reacao. Foi obtido um modelo, dentre as propostas avaliadas, com
desempenho indicando comportamento similar ao verificado no modelo classico
de Michaelis-Menten, onde o complexo de reacéo é rapidamente formado e, ao
longo do processo, decai até tender a zero. Em contrapartida, diferentemente do
modelo classico, na nova proposta de modelo o efeito de inibicdo comega em zero
e, ao longo do processo, tende ao valor nominal da concentragéo inicial da enzima.
Tais respostas mostraram-se validas para valores distintos de concentracéo de
enzima e de tempo de processo, mostrando robustez e indicando uma tendéncia
do somatério do substrato e do produto atingir o valor nominal da concentracéao
inicial do substrato ao longo do tempo de processamento.

Palavras-chave: Catalise enzimatica;, Modelo cinético, Modelo de Michaelis-
Menten.

I Summary

Enzymatic processes that follow the kinetic model of Micahelis-Merten had
been studied taking as reference different proposals to describe the reversible
inhibition phase. Inhibition proposals were compared based on a generic
process. In this process, the kinetic constants received unitary values and the
numeric value of the substrate concentration was ten (10) times higher than the
numeric value of enzyme concentration. Numeric solutions based on a non-linear
system of ordinary differential equations were obtained for each proposal of the
inhibition model, resulting in a graphic representing, separately, the variation of
enzyme concentrations, enzymatic complexes, substrate and product reaction.
One model was obtained, among the evaluated proposals, with performance
indicating behavior similar to the classical Michaelis-Menten model, where the
reaction complex is rapidly formed and, along the process, decay tending to
zero. However, differently from the classic model, in the proposed new model the
inhibition process starts at zero and, during the process, tends to the nominal
value of the initial enzymatic concentration. Such responses were shown to be
valid for different values of enzyme concentration and processing time, showing
robustness and indicating that the sum of the substrate and the product tends
to reach the nominal value of the initial concentration of the substrate along the
processing time.

Key words: Enzymatic catalysis; Kinetic model;, Michaelis-Menten model.
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Il 1 Introducao

Na modelagem matematica para cinética aplicada,
a maioria das reagdes enzimaticas parte-se da hipotese
de Michaelis-Menten, que descreve a velocidade de
reacéo na condicdo em que a concentragao de substrato
€ superior a concentracdo da enzima e a soma das
concentracdes da enzima e dos complexos enzimaticos
formados se mantém constante ao longo do tempo de
processamento (JOHNSON e GOODY, 2011).

Existe caréncia de dados na literatura no que
se refere a condicdo em que a etapa de inibicao se
desenvolve. O modelo classico de Michaelis-Menten ndo
contempla a inibicao, muito embora a ampla maioria dos
processos enzimaticos ndo propicie conversao de 100%
do substrato, indicando que existe um ponto em que,
para uma dada condi¢cdo, 0 processo € interrompido
(CHAUDHURY e IGOSHIN, 2010).

A literatura na area de bioquimica aponta quatro (4)
possiveis mecanismos de inibicao enzimatica reversivel,
quais sejam: competitiva; nao competitiva; mista e
incompetitiva (IUB, 1982).

Os trabalhos disponiveis na literatura, via de
regra, tratam a resolucdo da etapa de inibicao a partir
do pressuposto do estado estacionério, apontando um
presumido equilibrio entre a formacgéo e a dissociagao
do complexo enzima substrato (TZAFRIRI e EDELMAN,
2007; STOLERIU et al., 2004; RECHT et al., 2009;
BAKALIS et al., 2012).

Os inibidores séo tradicionalmente caracterizados
a partir do pressuposto de equilibrio, no estado
estacionario, entre 0 complexo enzimatico de reacéo e
o substrato. Esse pressuposto seria valido apenas para
enzimas muito ineficientes (FANGE et al., 2011).

O presente trabalho se propde a avaliar as
diferentes possibilidades de inibicdo do processo
representado pela cinética classica de Michaelis-
Menten e sugerir novas representacdes para a etapa de
inibicéo reversivel da catalise em modelos matematicos
adequados a representacdo no estado transiente. Para
tal, é utilizado o recurso de definir um processo genérico
onde o valor nominal da concentracdo do substrato
é superior em dez (10) vezes ao valor nominal da
concentragdo da enzima. Todas as constantes cinéticas,
nesse modelo pictérico, assumem, inicialmente, o valor
unitario. A solucao numérica dos sistemas nao lineares
de equacdes diferenciais ordinarias (EDOs) foi obtida a
partir de uma rotina elaborada no Matlab® com aplicacéo
do método de Runge-Kutta de 4* ordem. As respostas s&o
apresentadas em figuras com dois gréaficos, mostrando
separadamente a variagdo das concentractes da enzima
e dos complexos enzimaticos e, de outra parte, a variagéo
das concentracdes do substrato e do(s) produto(s).
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1.1 Revisdao dos modelos da literatura

Para proceder a avaliagcdo das diferentes
perspectivas de inibicao reversivel, faz-se necessario,
inicialmente, uma abordagem sobre a cinética classica
de Michaelis-Menten aplicada a um processo de catalise
genérico, conforme o Esquema 1, onde as constantes
ki, k., k, k, e k, s&o as constantes cinéticas dessas
reacBes. Os demais componentes sd0: a concentragéo de
enzima E; a concentragdo de substrato S; a concentracdo
do complexo enzima substrato ES; a concentracéao do
complexo enzima produto EP; a concentragéo do produto P.

Na modelagem matematica das reacbes sao
obtidas as varia¢des do substrato, da enzima, do produto
e dos complexos enzimaticos, conforme segue:

Esquema 1-A (Equacdes 01 a 04)

%:quS—kxE-sszEs (01)
% =k,(E-S)-k_ES-k,ES (02)
%:LES—&(E-S) (03)
& ks (04)
Esquema 1-B (Equacgdes 05 a 09)
‘:T'f =k_ES—k,(E-S)+k,EP (05)
% —KES —k EP —k,EP (06)
% —k,(E-S)-k_ES+k_EP-k,ES (07)
%:kJES—h(E-S) (08)
& -eP (09)

i A
(A) E+S<k—>ES—>E+P

1

k b ks
B) E+S ES«—EP——E+P
1 -2

Esquema 1. Modelos cinéticos classicos de Michaelis-Menten.
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Para a solucao das equacdes diferenciais ordinarias

dos sistemas néo lineares expressos anteriormente, a

principal exigéncia diz respeito a estrita observacéo a

Lei de Conservacdo de Massas para a enzima e o(s)

complexo(s) (Equacéo 10), através das expressbes a
seguir:

1-A) E+E:£(E+ES):O
dt dt dt

dE dEP dES d

+ + =

1-B) =+ =T =2 - S (ELEP+ES) =0
dt  dt  dt dt

(10)

As solugdes numéricas desses modelos, aplicada
para 0 processo genérico sugerido, sdo mostradas nas
Figuras 1 e 2, respectivamente para as alternativas “A”
e “B” do Esquema 1, com concentracao de substrato e
de enzima com unidade hipotética (X), que representa

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20

concentragao (X)

tempo (t)

Figura 1. Resposta do modelo cinético classico de Michaelis-
Menten referente ao Esquema 1-A.
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Figura 2. Resposta do modelo cinético classico de Michaelis-
Menten referente ao Esquema 1-B.
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uma relacao entre massa e volume, e com o tempo de
processo com unidade hipotética (t). Na Figura 1 todas
as constantes cinéticas assumem o valor unitéario e na
Figura 2 fez-se k, =k, =4 e as demais constantes foram
mantidas com valor unitario, para manter o mesmo tempo
de processo em ambas as respostas.

Os gréficos das Figuras 1a e 2a apresentam a
variacdo da enzima e do(s) complexo(s) enzimatico(s)
e, nas linhas pontilhadas, a soma das contribuicoes
dessas variaveis. Os gréaficos das Figuras 1-b e 2-b
apresentam a variac&o do substrato e do produto e, nas
linhas pontilhadas, a soma da contribuicdo desses dois
componentes. As linhas pontilhadas das Figuras 1a e 2a
se mantém sempre no valor inicial da enzima, o que
condiz com a Lei de Conservagéo de Massas.

Nas linhas pontilhadas das Figuras 1b e 2b
observa-se uma queda no inicio e uma convergéncia
posterior ao valor nominal do substrato adicionado. Esta
queda inicial esta vinculada a relacao entre enzima e
substrato e sera igual ao valor da fracdo entre esses
componentes. No exemplo mostrado essa fragdo é igual
a 10/100, ou seja, representa uma queda inicial de 10%
no somatoério substrato e produto, quando do inicio do
processo, tendendo ao valor da concentragéo inicial do
substrato ao final do processo.

O complexo de reagéo ES (Equacéo 11), em ambas
as alternativas, é formado imediatamente no inicio da
reacdo e, apos, decresce desde um valor inicial muito
proximo ao valor nominal da enzima até zero. Numa
parte expressiva do tempo de processo a variacéo da
concentracdo desse complexo é pequena, indicando a
possibilidade de considerar-se 0 estado como ‘quase
estacionario’, ou seja:

dES
dt

I

0 (11)

1.2 Revisao dos modelos de inibicao

Uma representacé&o genérica das diferentes
possibilidades de inibicdo enzimatica reversivel é
mostrada no Esquema 2, conforme proposta modificada
por Schenker e Baici (2009) para o mecanismo proposto
por Botts e Morales (1953).

Ks k;
E + S™—L ES — T . E + P
+ +

S*— L ESI

Jul— ElI + P

Esquema 2. Mecanismo modificado para inibicdo do modelo
de Michaelis-Menten. Fonte: Schenker e Baici (2009).
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Nessa proposta aparecem dois novos complexos
enzimaticos: El representa o complexo de inibicéo e
ESI é o complexo intermediario de inibicdo. Nesse
mecanismo geral aparece, também, a representagcao de
uma substancia | que sera responsavel pela inibicéo.

Em alguns trabalhos da literatura, a substancia que
propicia o efeito de inibic&o é representada por R, sendo
tratada como uma molécula modificada no processo
enzimatico (JIA et al., 2012).

No Esquema 2 (Equacgdes 12 a 18), o coeficiente
o define a proporcdo entre as formas competitiva e
incompetitiva de inibicdo e B é um fator de multiplicacao
da constante de catélise. A representacéo para o sistema
de EDOs referente ao mecanismo geral do Esquema 2
€ mostrada a seguir:

dE

4t = KES Ks(E-8)+KES +k,(EI-8) -k (E-SI) (12)
%:ks(E-S)—ksEs—kaS+akiES|—aki(Es.|) (13)
dESI

=== = ak,(ES 1) - ok ES|+ akg(El-S) - ak ESI- Bk ESI (14)
dEl

5 =K(ES D)=k (EI-S)+ akESI-aks(EI-S)+ BK,ESI (15)
ds

St = KES K (E-8)+ ak ESI- aks(EI-S) (16)
dP

S = KES +BKES] (17)
%:ki (EI-S)—Kk,(E-S-1)+ ok ESI - ak,(ES -) (18)

A Figura 3 apresenta a solugdo numérica do
sistema de equacoes diferenciais ordinarias anteriores,
a partir do modelo genérico e com valores unitarios para
os fatores a. € B.

O que se observa nessa resposta € que o
comportamento da enzima e de seus complexos é similar
ao do modelo cinético classico de Michaelis-Menten
sem inibicdo. A resposta da Figura 3-a indica que os
complexos ESI e ElI permanecem com valor numerico
igual a zero ao longo de todo o tempo de processamento.
Por consequéncia, na Figura 3-b, a concentragdo da
substancia de inibig&o, I, também se mantera com valor
numérico igual a zero.

A resposta observada nesse mecanismo genérico
se repetira caso se estude, individualmente, as propostas
de inibicado competitiva, ndo-competitiva, incompetitiva
ou mista.
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Figura 3. Resposta ao mecanismo de inibigdo do modelo de
Michaelis-Menten.

Em realidade a resposta serda numericamente
idéntica aquela mostrada nos graficos da Figura 3, tanto
para a variacdo da enzima e seus complexos quanto
para a variacado do substrato e produto, ainda que sejam
zerados 0s valores numéricos de todas as constantes
cinéticas associadas ao efeito de inibicao.

Tal comportamento indica que o modelo do
Esquema 2 apresenta o0 mesmo perfil de resposta tanto
parareacdes enzimaticas com inibicao reversivel quanto
para reacdes enzimaticas sem inibicao.

Il 2 Proposta de novo modelo

Para a elaboracdo de um modelo visando
representar o efeito de inibicao reversivel para a cinética
de Michaelis-Menten faz-se necessario, inicialmente,
estabelecer algumas premissas:

a) O modelo deve seguir estritamente a Lei de
Conservagdo de Massas, no que se refere a
variagdo do somatorio da enzima e de seus
complexos, ao longo de todo o tempo de
processamento e de forma continua.

b) O modelo deve convergir o somatério do
substrato e produto ao valor nominal do substrato
adicionado, em um tempo suficientemente
elevado e com o menor erro possivel, para
garantir estabilidade ao processo.

c) O modelo deve ser robusto e permitir a
variagdo na relacdo enzima/substrato em um
tempo suficientemente elevado, garantindo
estabilidade ao processo.
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d) O modelo deve propiciar um desempenho do
complexo de reacéo, ES, com uma alta taxa de
formacao no infcio da reac&o e com a redugéo
de sua concentracdo ao longo do tempo,
tendendo a zero ao final do processamento.

e) O modelo deve propiciar um desempenho do
complexo de inibicao, ElI, com crescimento
desde zero e tendendo ao valor nominal da
enzima ao final do processamento.

O Esquema 3 mostra um modelo com trés
diferentes produtos de reacdo (P, P, e P;), com a
formacao de um Unico complexo intermediario de reacao
(EP,) e com o efeito de inibicdo associado apenas a P, e
P,, em um tipico exemplo de a¢&o de uma hidrolase que
possua capacidade tanto para hidrolisar um sacarideo
quanto para sintetizar oligossacarideos.

Presume-se, para efeito de resolucdo desse
modelo hipotético, que S é um dissacarideo e que,
portanto, P, e P, s&o monossacarideos que possuem a
mesma massa molecular.

O mecanismo geral mostrado no Esquema 3
(Equactes 19 a 26) resulta em um sistema né&o linear
com oito (8) equacdes diferenciais ordinarias e onze (11)
constantes cinéticas.
dE
E=k_1ES—k1(E~S)+k3(EP1~S)—k_3(E-P3)+
k,EP,—k_,(E-P,)+k_El-k4(E -P,-P,)

dEP
EKES k(B P -k, (EP, S)+ (20)

k_,(E-P,)-Kk,EP, +k El-k,(EP,-P,)

9ES _\ (E-S)-k_ESkES 21)

dt

=

ky k,
E+S<k—>ES—>EP1 + P,

-

-

ky
EP, +S<k—>E+P3

ks kg
ER +P, <k—>EI<k—>E+P1 +P,

- «

dEl

o = Ks(EPPo) K El kg (E-PyP,) K GE (22)
ds
ot = CESK(E-8)+K 4(EPy) ~k; (EP;S) (23)
dP

T KEP KL (EP)+05 K EI-05K(E-P P (24)

% =k,ES+k El-k,(EP,-P,)+0,5-k EI-0,5-k,(E-P,-P,) (25)

dP,
d7t32k3(EP1-S)—k73(E~P3) (26)

A Figura 4 apresenta o resultado numérico para o
processo genérico, com valores numéricos unitarios para
as constantes cinéticas.

I 3 Resultados e discussao

Na Figura 4a observa-se que o0 comportamento
do complexo de reacdo ES(Equacdo 27) ndo pode
ser compreendido como ‘estacionéario’ ou ‘quase
estacionario’, ou seja:

dES
0 27
prate (27)
Essa observacao corrobora com o argumento de
Fange et al. (2011) que afirmaram que a presuncao do
estado estacionario seria aplicavel apenas para enzimas
muito ineficientes.

Observa-se na Figura 4a, ainda, que o decréscimo
do complexo de reacao (ES) é equivalente ao crescimento
do complexo de inibicdo (El), conforme mostrado na
Equacéo 28:

dEl _ dES

Esquema 3. Proposta de inibic&o pelo produto para um modelo hipotético.
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ot (29)
(etapa inicial de reacao)
(etapa intermediaria de reacao)
(etapa final de reagao)
(etapa de inibi¢éo)
116



http://bjft.ital.sp.gov.br

Representacao do efeito de inibicao enzimatica reversivel para o modelo cinético de Michaelis-Menten no estado transiente

MARTINS, A. R.

A proposta de modelo do presente trabalho
pressupde o0 mecanismo de inibicao pelo produto para
expressar a etapa final da catélise, postulando que o
efeito de inibicdo ocorre sobre o complexo de reagcéo
(ES), formando um complexo de inibicéo (El). O efeito
de inibic&o sera tanto do tipo competitivo para P, e
P, quanto do tipo incompetitivo para P,, respeitada a
estequiometria da reac&o, conforme proposta de Martins
e Oliveira (2014).

Na Figura 4-b observa-se um erro no somatorio
dos produtos e substrato ao final do processo, indicando
que ndo ocorre conservacédo de massa do modelo para o
ajuste das constantes cinéticas apresentado na resposta
da Figura 4. O Apéndice mostra um arquivo para solugéo
do modelo desenvolvido no presente trabalho.

Na Figura 5 fez-se k, =1,34355, mantendo as
demais constantes cinéticas com os mesmos valores
numeéricos da resposta da Figura 4. O tempo de processo
foi ampliado em cinco (5) vezes e a concentragdo de
enzima foi reduzida em dez (10) vezes (E, =1), para
avaliar a robustez do modelo.

Na Figura 5 é possivel observar que a linha que
representa a Conservacao de Massa do Modelo (CMM)
tende para o mesmo valor da concentragéo inicial do
substrato, ao final do processamento.

A conservagdo de massa do modelo (CMM) e o
erro ao final do processo (E;(%)) (mostrados na Equagéo
29 e 30) foram calculados a partir das expressées a
seguir, onde S, é a concentragdo inicial do substrato,
Yi representa os valores de concentracdo de cada
variavel ao longo do tempo e y,(n+1) representa o valor
da concentracao de cada variavel ao final do processo.
A solucao foi obtida pelo método de Runge-Kutta de
ordem 4 e passo (h) de 1.103.

CMM=§Xm) (29)

(yi(n+1))
Ey(%) = 1-=———|*100 (30)

0

Na Figura 6 retomam-se os parametros anteriores
de processo, com o valor numérico da concentracéo
inicial do substrato igual a 100, o valor numérico da
concentracao de enzima igual a 10 e o valor numérico
do tempo de processo igual a 20.

Os valores numéricos das constantes cinéticas
para a resposta da Figura 6 foram os seguintes:
k,=k,=k_;=10; k, =5; k, =4,98658, com as demais
constantes unitarias.
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Figura 4. Resposta ao mecanismo genérico do modelo do
presente trabalho.
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Figura 5. Resposta ao mecanismo do presente trabalho
(S, =100;E, =1:t=100).
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Figura 6. Resposta ao mecanismo do presente trabalho
(S, =100;E,=10;t=20)
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Os resultados mostrados nas Figuras 5 e 6 indicam
que pode ser obtido um ajuste, a partir de um conjunto de
valores numéricos de constantes cinéticas, que minimize
o erro ao final do processo para reacdes enzimaticas do
modelo do presente trabalho.

O ajuste do modelo a valores experimentais pode
ser obtido a partir da identificacdo de um conjunto
de constantes cinéticas que minimize o erro ao final
do processo e aproxime 0s valores experimentais da
resposta do modelo, conforme demonstrado por Martins
e Lisbda (2015), em um trabalho que avaliou a hidroélise
da lactose e a sintese de galacto-oligossacarideos.

H 4 Conclusdo

Os mecanismos de inibicao reversivel nos
processos de catalise enzimatica que seguem o
modelo classico de Michaelis-Menten ainda ndo estao
suficientemente esclarecidos.

No presente trabalho a etapa de inibicdo do
processo enzimatico, representado pelo modelo cinético
de Michaelis-Menten, teve seu comportamento descrito
ao aplicar-se proposta de inibicao reversivel por efeito do
incremento da concentragéo do(s) produto(s), em solucéo
numérica de um modelo genérico.

Em processos que gerem mais de um produto
da catélise, o erro percentual pode ser minimizado
com um adequado ajuste das taxas de velocidade de
reac&o. A abordagem e a constru¢cé&o de novos modelos
devem ser diferenciadas e aplicadas para cada situagéo
especifica, nos casos de catélises enzimaticas que gerem
diferentes produtos de reacéo.
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Representacao do efeito de inibicao enzimatica reversivel para o modelo cinético de Michaelis-Menten no estado transiente
MARTINS, A. R.

Apéndice. Rotina de solucao.

O apéndice do presente trabalho mostra um arquivo para solucdo do modelo desenvolvido, aplicada a rotina
ODE45 do Matlab®.

%
% Rotina no Matlab® para gerar a funcao vetorial F(y) para a resposta apresentada na Figura 4
%
function Figura 4

options=odeset(‘Abstol’,1e-6,'Reltol’, 1e-6);

t0 =0;

tf =20;

S0 =100;

EO0 =10;

[t y]=0ded5(@fdo,[t0 tf],[E0O 0 0 0 SO 0 0 0 EQ S0],options);

subplot(2,1,1)
plot(t,y(:,1),’blue’,t,y(:,2),’black’,t,y(:,3),’green’,t,y(:,4),’red’ t,y(:,9),-.cyan’);
ylabel(‘concentracao (X)');

xlabel(‘tempo(t)’);

Ignd1 = ‘E’;
Ignd2 = ‘EP_1";
Ignd3 = ‘ES’;
Ignd4 = ‘El’;

legend(lgnd1,lgnd2,Ignd3,Ignd4);

axis([0 tf 0 E0+1.9]);

subplot(2,1,2)
plot(t,y(:,5),’blue’,t,y(:,6),’black’,t,y(:,7),'green’ ,t,y(:,8), red’,t,y(:,10),’-.cyan’);
ylabel(‘concentracao(X));

xlabel(‘tempo (1)');

Ignd1 =S’

Ignd2 = ‘P_1%
Ilgnd3 = 'P_2’;
Ilgnd4 = 'P_3’;

legend(lgnd1,lgnd2,Ignd3,ignd4);
axis([0 tf 0 S0+19]);
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%
% Constantes cinéticas e sistema de EDOs
%
function dy = fdo(t,y)
dy =zeros(8,1);

k1=1,;

k11 =1

k2 =1,

k3 =1

k31 =1

k4 =1.;

k41 =1

kb =1

k51 =1

k6 =1

k61 =1

dy(1)=k117y(3)-k1"y(1)*y(5)+k3*y(2)"y(5)-k31"y(1)"y(8) +k4"y(2)-k41*y(1)*y(6)+k61*y(4)-k6*y(1)"y(6)"y(7); %Ok
dy(2)=k27y(3)+k317y(1)"y(8)-k3"y(2)"y(5)+k41*y(1)"y(6)-k4"y(2)+k51"y(4)-k5"y(2)"y(7); %Ok
dy(3)=k17y(1)*y(5)-k11*y(3)-k2"y(3); %Ok
dy(4)=k57y(2)"y(7)-k51*y(4)+k6*y(1)"y(6)"y(7)-k61"y(4); %Ok
dy(5)=k117y(3)-k17y(1)*y(5)+k31"y(1)"y(8)-k3"y(2)"y(5); %Ok
dy(6)=k4*y(2)-k41*y(1)*y(6)+0.5"k61*y(4)-0.5"k6*y(1)*y(6)*y(7); %Ok
dy(7)=k2*y(3)+k51*y(4)-k5*y(2)*y(7)+0.5*k61*y(4)-0.5*k6*y(1)*y(6)*y(7); %Ok
dy(8)=k3"y(2)*y(5)-k31*y(1)"y(8); %Ok

dy(9)=dy(1)+dy(2)+dy(3)+dy(4); %Ok

dy(10)=dy(5)+dy(6)+dy(7)+dy(8); %Ok
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