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A COMPUTATIONAL PERSPECTIVE ON ENZYMATIC CATALYSIS. Enzymes are extremely efficient catalysts. Here, part of
the mechanisms proposed to explain this catalytic power will be compared to quantitative experimental results and computer

simulations. Influence of the enzymatic environment over species along the reaction coordinate will be analysed. Concepts of

transition state stabilisation and reactant destabilisation will be confronted. Divided site model and near-attack conformation

hypotheses will also be discussed. Molecular interactions such as covalent catalysis, general acid-base catalysis, electrostatics, entropic
effects, steric hindrance, quantum and dynamical effects will also be analysed as sources of catalysis. Reaction mechanisms, in
particular that catalysed by protein tyrosine phosphatases, illustrate the concepts.
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INTRODUCAO

Enzimas sdo catalisadores de extraordindria eficiéncia. Os au-
mentos de velocidade de reagdes alcancados por enzimas podem
chegar a vinte ordens de magnitude' ! Por outro lado, enzimas pos-
suem uma grande especificidade pelos substratos, sua atividade ¢
controldvel e totalmente seletiva.

Sob uma perspectiva tedrica, a sugestdo de Fischer?, conhecida
como a hipdtese da “chave e fechadura”, foi a primeira proposta
para explicar o poder catalitico das enzimas. Com o advento da
teoria do estado de transi¢do® nos anos 1930, Pauling* propds que
esta espécie seria preferencialmente ligada pelo sitio ativo enzi-
matico. J4 em 1969, Jencks® escreveu que “o estudo dos mecanis-
mos moleculares de catdlise enzimdtica ¢ necessariamente empirico
e qualitativo”. No entanto, nos ultimos 30 anos, simulacdes
computacionais que permitem determinagdes quantitativas de pro-
priedades termodinamicas tém alterado este panorama, apon-
tando e quantificando os mecanismos cataliticos empregados por
enzimas.

Cabem aqui duas defini¢des. O termo “mecanismo catalitico”
¢é usado para descrever as forgas ou interagdes microscopicas utili-
zadas pelas enzimas para amplificar a velocidade de reacgdes. J4
“mecanismo de reag¢@o” € a seqiiéncia de transformagdes (quebra e
formacao de ligacdes quimicas) e mudancas de estrutura do com-
plexo enzimdtico observadas ao longo do progresso da reagdo.

Diversos mecanismos cataliticos ja foram propostos para ex-
plicar as acelerag¢des enzimaticas em nivel microscdpico. Por exem-
plo, Menger contabilizou 21 teorias sobre catélise enzimatica®. Este
nimero € elevado em conseqiiéncia de diferentes interpretacdes
semanticas e imprecisas defini¢des de quantidades termodinamicas
nas teorias propostas, e também porque a maior parte destas teori-
as nao foi (ou ndo pode ser) testada quantitativamente. Portanto,
ha muita controvérsia sobre a importincia de cada um dos diferen-
tes mecanismos e teorias propostos para explicar o poder catalitico
das enzimas’™.

Sem divida, cada enzima possui sua propria “receita”® para
catdlise, em que uma combinacdo das interagdes propostas pode

estar atuando. O principal objetivo deste texto € analisar e
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quantificar a contribui¢do de cada uma destas interagdes para o
aumento da velocidade de reagdes no ambiente enzimatico. Inici-
almente apresentaremos o modelo bdsico e suas equacdes
macroscopicas para a atividade enzimdtica, e a defini¢do de reacdo
de referéncia em solug@o aquosa, que deve ser usada na compara-
¢do com a reagdo enzimdtica. Em seguida, discutiremos qual espé-
cie ao longo da coordenada de reagdo sofre influéncia determinante
do ambiente enzimético. A hipdtese de desestabilizacdo do estado
reagente (complexo enzima-substrato ou complexo de Michaelis)
serd confrontada com a hipdtese de estabilizagdo do estado de tran-
si¢do (TS)>. Propostas relacionadas como as conformagdes proxi-
mas ao ataque' e do sitio dividido® também serdo analisadas.

As interacdes moleculares usadas para explicar os mecanismos
cataliticos, incluindo catélise covalente, catélise dcido-base geral,
interagdo eletrostdtica, efeitos entropicos, impedimento estérico e,
efeitos quénticos e dinamicos serdo discutidas. Esta lista de
interagdes pode ser incompleta, dada a limitagdo de tamanho para
este texto, e parcial, pois reflete as propostas que foram testadas e
quantificadas por simulagdes computacionais. Mecanismos de re-
acdo de algumas enzimas, em particular as proteinas tirosina-
fosfatases, serdo usados para ilustrar os conceitos discutidos''.

DESCRICAO MACROSCOPICA

As Equagdes de Michaelis-Mentem'!* sdo 0 modelo bésico usado
para descrever cinética enzimdtica para um unico substrato, S:

k1

E+S=2E.Sfupip (1)
k_1
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onde E denota enzima, P € o produto, K, € a constante de equilibrio
para dissociagdo do complexo E.S, k€ a constante de velocidade
de reagdo observada e K, € a constante de Michaelis. Na maioria
dos casos, k, >> k_, portanto, K= K, Neste modelo, a velocida-
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de inicial de formagdo do produto, v = k_, [E.S], também pode ser
escrita como:

_ keat[Elr[S]
" Ku+ 1S S

onde definimos a concentragdo total de enzima, [E], = [E] + [E.S].
Equacdes semelhantes também sdo vdlidas para sistemas mais com-
plexos como, por exemplo, na presenca de dois ou mais substratos
diferentes. Nestes casos, a defini¢do da constante K € alterada.
Considerando este modelo, existem trés maneiras da evolucdo
maximizar a constante de velocidade de catalise aparente, definida
como k /K, . Alteragdo somente de K para um determinado substrato
pode amplificar a velocidade de catdlise aparente pelo aumento da
[E.S], além de modificar a seletividade por este substrato. Um dos
possiveis mecanismos empregados neste caso € o encaminhamento,
em que o volume livre para difusdo do substrato € reduzido ou por
mudancas estruturais na enzima (como em complexos enzimaticos
multi-unidades) ou por intera¢des eletrostaticas que guiam o substrato
para o sitio ativo'*. A velocidade de catdlise também pode ser
amplificada pelo aumento da k_, sem alteracdo da seletividade pelo
substrato, ou seja, apenas aumentando a velocidade da etapa de trans-
formag@o quimica na enzima. Finalmente, a velocidade de catalise
pode ser aumentada pela modificagdo simultinea de k , e K. Ndo
discutiremos aqui processos que alterem apenas a associagdo entre
enzima e substrato (K). Este texto focaliza os processos que aumen-
tam a velocidade de catdlise principalmente pelo aumento de k.

REACAO DE REFERENCIA

Para identificagdo das fontes de aceleracdio enzimaitica, a rea-
¢do catalisada deve ser comparada com uma reagdo de referéncia
em solucdo aquosa sem catdlise. Caso a reacdo enzimdtica e a rea-
¢do observada em solucdo ocorrem segundo 0 mesmo mecanismo,
ou seja, possuam um estado de transicdo semelhante, o seguinte
ciclo termodindmico pode ser usado para comparagio:

E+S Fnon, E+St — E+4P
K:11 lKTS (5)
I& keat, i
E+S & E-S = E-S — E+P

A velocidade de reagdo na enzima serd maior que a reacio nao
catalisada em solugdo se km / K> k. Neste caso, a afinidade da
enzima pelo TS ou complexo ativado, S, é K, =,/ K)k >0,
ou seja, o complexo ativado € mais estdvel quando ligado a enzima
que quando em solucio.

No entanto, o mecanismo de reagdo atuante no sitio enzimatico
pode ser diferente do mecanismo de rea¢do observado em solugdo
aquosa na auséncia do catalisador. Por exemplo, a hidrélise de
ésteres de fosfato em solucdio aquosa ocorre diretamente num ata-
que nucleofilico por uma molécula de dgua. Porém, a mesma rea-
¢do catalisada pelas proteinas tirosina-fosfatases (PTPs) ocorre em
duas etapas: uma tidlise do éster de fosfato, seguida de uma hidrdlise
do intermedidrio tiofosforilado (Figura 1)'316.

Nestes casos, o mecanismo de reacido na enzima ndo deve ser

CYS—S™ + PhOPO3 CYS—S—PO5 + PhO™ Etapa 1
PTP PTP

CYS—S—PO* 4+ H,0 —  ~ CYS—S™ + H,PO; Etapa 2
PTP PTP

Figura 1. Esquema da reagado de hidrdlise catalisada pelas proteinas tirosina-
fosfatases (PTP). Ph indica um grupo fenil e CYS, o residuo de cisteina
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diretamente comparado com o mecanismo observado em solucgio
via um ciclo termodindmico como o da Equacdo 5. A andlise do
efeito enzimdtico deve ser feita em comparagdo com uma reagdo
de referéncia em solugio aquosa (caracterizada por k), constitui-
da pelos mesmos grupos reativos (R e S na Figura 2) e o mesmo
mecanismo de reagdo na enzima, mas solvatados por agua. (Figura
2)*7. Simulagdes computacionais podem ser usadas para calcular
o perfil energético das reagdes de referéncia que sdo inacessiveis
experimentalmente!'s2.

E-R+S

E-R- S
Figura 2. Esquema do perfil energético de uma reagdo enzimdtica e sua
referéncia em solugao. AG,, AG

comp

N AG"'M e AG"'SO/ sdo, respectivamente, a
energia livre de formagdo do complexo entre a enzima E-R e o substrato S,
de complexagdo entre os reagentes R e S em solugdo, de ativagdo da reagdo
no ambiente enzimdtico e de ativagdo da reag¢do no complexo de encontro
R.S dos reagentes em solugdo. A regido com linhas diagonais indica o solvente
aquoso

ESPECIE CATALISADA
Estabilizacdo do TS ou desestabilizacdo do reagente?

A hipétese da “chave e fechadura” proposta inicialmente por
Fischer para racionalizar o poder catalitico das enzimas foi esten-
dida pela proposta de Haldane?, em que o substrato néo “encaixa”
exatamente na enzima, mas sofre uma distor¢do apds a formagao
do complexo E.S, e pela proposta de Pauling?, em que a enzima se
liga mais fortemente ao TS que ao substrato.

A hipétese de Pauling apdia-se no conceito de estado de transi-
¢éo® e diz que este € mais estabilizado no sitio ativo da enzima em
relagdo a mesma espécie numa reacdo de referéncia em solugdo
aquosa. Esta hipdtese € amplamente aceita como principal fonte
de catélise e parece vélida em todas enzimas jd analisadas quanti-
tativamente®'*18:1921.22,

Centenas de estruturas tridimensionais determinadas para
enzimas complexadas a andlogos de TS apdiam a nogdo de
complementaridade entre as estruturas do sitio ativo e do TS. Estes
complexos sdo de grande utilidade pratica no desenho de drogas
que funcionam como inibidores enziméticos competitivos'®. No
entanto, comprovar a hipétese de Pauling por experimentos nédo ¢
diretamente possivel, j4 que um TS € um objeto transiente. Simu-
lagdes computacionais de reagdes enzimdticas mostram repetida-
mente®?!>* que a interagdo eletrostdtica entre o ambiente enzimético
e 0 TS € a maior responsavel pela diminuicdo de AG*, em relagio
a AG* | (Figura 2), demonstrando que o TS € a principal espécie
que sofre catdlise ao longo da coordenada de reagdo na enzima.

A afirma¢@o de “maior ligacdo ou afinidade da enzima pelo
TS” € por vezes interpretada literalmente, como se o TS fosse atin-
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gido em solucdo e, depois, ligado e estabilizado pela enzima. Esta
interpretacdo € equivocada porque o TS tem um tempo de vida
muito pequeno em solucdo, da ordem de 10°'° s e, portanto, ndo
existe por um tempo suficiente para que difusio e ligagdo a enzima
ocorram. Na interpretacdo correta, a enzima complexa o substrato
no estado fundamental e a ativacdo ocorre a partir deste complexo.
O TS formado possui melhores contatos com a enzima que o
substrato, maximizando a estabiliza¢do apenas quando o comple-
xo € ativado. Assim, o TS tem maior estabilidade no sitio ativo que
em solugdo.

A proposta de Haldane equivale a desestabilizacido do estado
reagente em relacdo a mesma espécie livre em solugio. A
desestabilizagdo contribui para amplificar a velocidade da reacdo
enzimdtica ao reduzir a barreira de ativacdo (AG*, ). No perfil de
energia livre de ligag@o e reagdo representado pela curva A na Fi-
gura 3, AG, indica a energia livre de ligag@o do substrato intrinse-
ca, ou seja, sem nenhuma desestabilizacdo do estado reagente. Uma
alteragdo estrutural da proteina anterior a ligagdo do substrato, por
exemplo, em conseqiiéncia da ligacdo de um regulador alostérico
ou de uma mutagdo no sitio ativo, pode resultar em aumento da K,
(perfil B, Figura 3). Uma alteracdo estrutural expressiva resultaria
em grande desestabilizagdo do complexo E.S e K|, > 1 (perfil C,
Figura 3). A desestabilizagdo também pode ser conseqiiéncia de
uma mudanca estrutural na enzima® apds a formagdo de E.S, ge-
rando o complexo E.S’ (perfil D, Figura 3).

E+S ES ES  ES

Figura 3. Esquema do perfil de energia livre de reagdes enzimdticas para
complexos E.S com diferentes estabilidades. AG,, AG, , AG' e AG
respectivamente, a energia livre de formagdo do complexo E.S, de desestabiliza¢do
de E.S, de ativagdo na enzima (AG* = -RTin[k  /A], onde A ¢é o fator pré-
exponencial) e de ativagdo aparente (AG, = - RTin[(k /A) I K,,])

cat Sao’

Jencks propOs que a energia de ligagdo do substrato observada
nos processos representados pelos perfis B e D € AG,-AG__, ou
seja, a diferenca entre a energia de ligagdo intrinseca e a energia
usada para desestabilizar o substrato. A desestabilizacdo ndo (ou
pouco) altera a energia do TS’ e AG__ seria usado como fonte de
catélise, reduzindo a barreira para rea¢do na enzima. Assim, a ener-
gia de ativagdo na enzima € modificada para cada perfil e AG*, (A)
> AG! (D) > AG*, (B) > AG* (C) (Figura 3). Esta proposta im-
plica que enzimas t€m alta afinidade intrinseca (AG,) pelo substrato.

No entanto, a importancia da desestabilizacdo do substrato para
catélise deve ser limitada, j4 que o aumento da energia do comple-
xo E.S acima da energia de E+S (perfil C, Figura 3) néo € catalitico.
A velocidade maxima de uma reacdo reflete a diferenca entre as
energias livres do ponto mais alto (ES*) e do mais baixo (E+S, no
caso do perfil C) ao longo da coordenada de reacdo. A quantidade
de energia livre disponivel para catdlise pela desestabilizagcdo do
reagente (AG,, ) também € pequena em comparagio com a diferen-
ca entre as barreiras da reagdo catalisada e em solugido (AG* | -
AG*, , Figura 2)".

Nenhum experimento quantificou diretamente o efeito de
desestabiliza¢do para reagdes no sitio enzimdtico, mas Jencks e
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Menger defendem esta proposta baseados principalmente na inter-
pretacdo da reatividade de compostos orgénicos em solugdo™>.

A andlise do efeito da evolugdo separadamente sobre ke K|, de
diversas enzimas dentro do modelo de Michaelis-Mentem (Equacio
1) com a relagdo k, /K, fixada indica que enzimas evolufram para
ligar o TS fortemente (baixo AG*, ou alto k, )" e os substratos fraca-
mente (alto K, ). Esta conclusdo estd em desacordo com a proposta de
Jencks (vide supra). A desestabilizacdo do complexo E.S (perfis B e
D, Figura 3) ndo muda AG_, = -RT In[(k_,/ A) /K ], portanto ndo €
claro como esta proposta pode ser usada pela evoluc@o para variar ou
maximizar a velocidade de catdlise aparente (k, /K, )".

Enzimas mutantes cujo AG_, € significativamente diferente da
enzima selvagem podem ser divididas em trés classes: mutantes
que sofrem alteracio da energia do TS, resultando em diminui¢io
apenas de ke manutengio de K, (ou seja, AG* € aumentado,
pois o TS € desestabilizado); mutantes que sofrem modificacdo de
um sitio de ligacdo distante dos grupos reativos do substrato, re-
sultando em aumento do K, , mas mantendo o valor de k(_m (ou seja,
0o TS e o complexo E.S t€m suas energias aumentadas pela mesma
quantidade, logo, AG*  nido muda)". Ndo foram encontrados”’
mutantes em que ambos K, e k_ seriam modificados (ou seja, AG*W
e AG, apresentariam aumentos da mesma magnitude). Este seria o
resultado esperado para uma mutacido que anule ou diminua a ca-
pacidade de desestabilizagdo do substrato.

A desestabilizagdo dos reagentes € freqiientemente associada a
selecdo pelo sitio ativo de uma conformac@o do substrato instdvel
em relacdo a conformacgdo mais populada em solu¢do aquosa. A
corismato mutase? e a lisozima sdo dois exemplos em que o substrato
ligado a enzima € forcado a adotar uma conformagdo diferente da-
quela mais estdvel em solucdo aquosa. A diferenca de energia livre
entre os conformeros pode chegar a 5 kcal/mol, mas esta energia ndo
€ necessariamente usada na diminui¢do de AG*, . A selegdo de
conformagdes pela enzima estd relacionada ao conceito de confor-
magdes proximas ao ataque, discutido na préxima secao.

Conformacio préxima ao ataque

Bruice” introduziu o conceito de conformagio préxima ao ata-
que (NAC), definido como a configuragio estrutural que os reagentes
precisam assumir para chegar ao TS. A andlise conformacional de
uma série de reagdes intramoleculares de ciclizacdo de dcidos
dicarboxilicos indicou que a fracdo molar dos reagentes em NACs
(definidas de acordo com critérios geométricos como distancia e
angulo da ligacdo em formacdo) era diretamente proporcional a
velocidade da ciclizag@o intramolecular e formagdo de anidrido
(Figura 4)*. A distribuicdo de conformacdes dos substratos
complexados aos sitios ativos em algumas reagdes enzimadticas que
ndo envolvem a formagdo de intermedidrios covalentes (por exem-
plo, o rearranjo de corismato para perfenato, catalisado pela enzima
corismato mutase) indicou que a propor¢ido de NACs no sitio ativo
enzimdtico era maior que na reagdo de referéncia em solugdo'.

No entanto, uma NAC ndo € uma espécie termodinamicamente
estavel e, portanto, sua defini¢ao nio € tnica e depende dos critéri-
os geométricos escolhidos. Assim, a presenca de NACs ndo pode

o
COOR — /
o — /—\ s O + RO
Ccoo‘
- N\
Coo 28-32 & o)

Reagente NAC Produtos

Figura 4. Esquema da reagdo de ciclizagdo intramolecular passando por
uma conformagdo proxima ao ataque (NAC), definida pela distincia de 2,8
a 3,2 A entre o oxigénio nucleofilico e o carbono esterificado
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ser medida experimentalmente e sua contribui¢do energética para
catdlise € dificil de ser avaliada com precisdo. Estimativas compu-
tacionais sugerem que contribui¢des entre 1 a 3 kcal/mol estdo
disponiveis para catdlise através da estabilizacdo ou sele¢cdo de
NACs por enzimas, em relagdo a populagdo normal de NACs ob-
servada em solugdo aquosa’®.

Também inspirado pela idéia de controle estéreo-populacional
em reacdes intramoleculares, Menger propds sua hipdtese espago-
temporal, postulando que a “velocidade da reagdo entre os grupos
X eY € proporcional ao tempo que X e Y residem a uma distancia
critica”®. Esta hipdtese € equivalente ao aumento da fracdo molar
de NACs.

Modelo do sitio dividido

Menger também propds uma fung¢do catalitica para o complexo
E.S. No seu modelo de sitio dividido, a interacdo entre o substrato e a
enzima pode ser dividida em sitios ou regides de ligagdo (lig) e sitios
ou regides de reacdo (reac). A energia livre de cada espécie € descrita
pela soma das energias de cada regido, AG=AG(lig)+AG(reac). As
seguintes hipdteses estdo no cerne do modelo:

1. aenergia de formacdo do complexo E.S proveniente da re-
gido ligante, AG (lig), € conservada quando o TS € alcangado, jd o
AG(reac) ndo € conservado no TS, porque a estrutura molecular
nesta regido ¢ modificada;

2. as forgas atuantes sdo sempre estabilizantes (atrativas) na
regido de ligagdo, e desestabilizantes na regido reativa.

Nesta proposta, a desestabilizacdo da parte reativa € compensa-
da pela estabilizacao na regido ligante. Assim, a energia de ligacio
total (AG,) € maior que num complexo E.S com apenas uma regido
(reativa) desestabilizada (como os exemplos da Figura 3), e a barrei-
ra de ativacdo para reacdo ¢ reduzida. Este modelo ¢ semelhante a
proposta de ligacdo uniforme feita por Alberty e Knowles™.

No entanto, o ganho em energia livre neste modelo € limitado
pela diferenca entre a estabilizacdo da regido ligante e a desesta-
bilizacdo da regido reativa. Estimativas computacionais'’ e medi-
das cinéticas para catdlise de substratos com diferentes regides
ligantes mas com a mesma regido reativa'> sugerem que aumentos
de velocidade de apenas trés ordens de magnitude podem ser obti-
dos pelo modelo de sitio dividido.

Por exemplo, este modelo pode explicar porque enzimas CDC25
da familia das PTPs desfosforilam o substrato natural (a proteina
CDK2) 10° vezes mais rdpido que substratos artificiais que possu-
em apenas uma regido reativa e nenhuma regido de ligagdo™.

Interacdes e mecanismos cataliticos microscépicos

Nesta secdo, revisaremos possiveis forgas e interagdes micros-
cépicas que podem explicar como enzimas estabilizam o TS e au-
mentam a velocidade das reacdes catalisadas. Existe uma dificul-
dade intrinseca em particionar estas contribui¢cdes energéticas, por-
que muitas delas ndo sdo aditivas e independentes®. Por exemplo,
experimentos de mutagdo sitio-dirigida podem avaliar a contribui-
¢do de um determinado residuo para abaixamento da energia de
ativagdo. No entanto, estes experimentos s30 sempre cooperativos,
pois alteram uma série de interagdes, como eletrostitica, impedi-
mento estérico, dindmica, liberdade configuracional, entre outras.
Simulac¢des computacionais s@o bastante poderosas para lidar com
esta limitacdo, pois permitem que as contribui¢des sejam separa-
das e avaliadas independentemente.

Cabe aqui uma explicacio sobre as contribuicdes discutidas a
seguir e sua relacdo com os resultados obtidos em uma simulacéo.
A maioria das simulacdes computacionais de reag¢des enzimdticas
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discutidas aqui sdo obtidas por potenciais hibridos de mecanica
quéntica e mecanica molecular®?.

Nestas simula¢des, a parte de mecdnica quantica descreve a
quebra e a formagdo de ligacdes quimicas dos grupos reativos (4to-
mos do substrato e do sitio ativo que participam da reagdo quimi-
ca) e, portanto, descreve as contribui¢cdes discutidas nas segdes
“Catalise covalente” e “Catdlise dcido-base geral”.

A parte de mecanica molecular € responsdvel pela descricio
das forgas intermoleculares, como as forcas eletrostdticas e de van
der Waals, e das interagdes ligantes, como estiramento de ligacdes
e tor¢des de angulos diedrais. As contribui¢des da “Interagdo
eletrostdtica” estdo diretamente ligadas a forca eletrostatica pre-
sente nesta parte do potencial. Da mesma forma, “Tensdo e impe-
dimento estérico” sdo descritos pelas interacdes ligantes e de van
der Waals (ver abaixo). Contribui¢des termodindmicas para catdlise,
como descrito na secdo “Efeitos entropicos”, sdo obtidas através
da amostragem do espago configuracional disponivel ao sistema
enzimético durante a simula¢@o'®??. Finalmente, “Efeitos quinticos
e dindmicos” sdo observados numa simulag@o ou através de corre-
¢des a dinamica cldssica, ou explicitamente se a dindmica da parte
reativa for tratada quanto-mecanicamente®.

Catalise covalente

Catdlise covalente pode ser descrita como uma modificacio
quimica transiente na enzima que ativa o substrato ou transfere um
grupo reativo do substrato para outro aceptor. Para a catdlise
covalente ser efetiva, as seguintes condigdes devem ser atingidas®:
o catalisador deve ter uma maior reatividade frente ao substrato
que o aceptor final; o intermediario formado entre o catalisador e o
substrato deve ser mais reativo que o substrato; o intermedidrio
deve ser termodinamicamente instdvel (maior energia livre) em
relacdo ao produto final, de maneira que o intermedidrio nido acu-
mule.

Catalisadores como proteases, estearases, descarboxilases,
fosfatases (incluindo as PTPs), entre outras enzimas, formam in-
termedidrios covalentes e parecem seguir as condi¢des acima. Por
exemplo, fosfatases que utilizam um residuo de cisteina para ata-
que nucleofilico sobre fésforo formam um intermedidrio tiofos-
forilado"™ (Figura 1). A energia de ativacdo para alcodlise® ou
hidrélise® de tioésteres de fosfato (quebra da ligacdo P-S) € 6 ¢ 10
kcal/mol mais baixa que a respectiva reacdo de oxiésteres de fosfato
(quebra da ligacdo P-O). Assim, a vantagem energética obtida pela
catdlise covalente ¢ desta magnitude (5-10 kcal/mol).

Houk propds recentemente® que a catdlise covalente € um
mecanismo fundamental para todas enzimas de alta capacidade
catalitica [com (k_ /K, )/k > 10"]. Contudo, este argumento pode
ser refutado ja que algumas das enzimas de maior capacidade
catalitica ndo apresentam intermedidrios covalentes’.

A formacido de intermedidrios resulta na divisdo do processo
total em diversas etapas ou reag¢des®’, portanto, 0 mecanismo de
reagdo na enzima pode ser diferente do mecanismo de reagido ob-
servado em solucdo. A andlise do mecanismo catalitico deve ser
feita entre cada etapa e a respectiva reagdo de referéncia nao
catalisada em solucdo (ver se¢do Reagdo de referéncia).

Catalise acido-base geral

A catélise acido-base geral, ou seja, doagdo (ou acepgdo) de H*
por um grupo enzimdtico que funciona como um &dcido (ou uma
base), ¢ uma das etapas envolvidas em diversas rea¢des bioquimi-
cas. A transferéncia pode ocorrer de trés formas: um pré-equilibrio
rdpido e anterior a etapa limitante da velocidade de reacdo; simul-
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taneamente a reacdo ou, constituir a etapa limitante (por exemplo,
na transferéncia de H* de carbonos alifdticos)’. No primeiro caso,
as barreiras intrinsecas de transferéncia de H* sdo pequenas. Po-
rém, a transferéncia pode formar intermedidrios de maior energia
livre e, conseqiientemente, elevar a barreira total da reacdo. Estes
intermedidrios sdo evitados nas reacdes enzimadticas’.

A transferéncia também pode neutralizar ou alterar a carga dos
grupos reagentes, facilitando outras etapas do mecanismo de rea-
¢do. Por exemplo, o ataque nucleofilico das PTPs sobre o substrato
¢ facilitado pela doacdo de H* ao grupo de saida. Caso esta transfe-
réncia de H* ndo aconteca (ap6és uma mutacao do residuo que fun-
ciona como 4cido geral), outras etapas do mecanismo de reacio
sdo energeticamente desestabilizadas ou até impedidas'>*®.

Avaliar a contribui¢do da catdlise 4dcido-base geral para a dimi-
nui¢do da barreira de reagio ndo € trivial, porque a transferéncia de
H* pode influenciar diferentes etapas ou ocorrer em etapas nao
limitantes. Em solug@o aquosa, a catdlise dcido-base geral propi-
cia aumentos na constante de velocidade de cerca de 10%-10° ve-
zes®. Para as PTPs, cerca de 5 kcal/mol de estabilizacdo do TS sdo
atribuidos a catdlise dcido-base geral, tanto por simulagdes com-
putacionais'> como por mutagdes do residuo envolvido na transfe-
réncia de H**.

Interacao eletrostatica

A importancia das interacdes eletrostdticas foi rapidamente
identificada para a ligacdo de substratos e para estabilidade e
enovelamento de proteinas, através da formacdo de pares iOnicos
ou pontes salinas®. Porém, sua importincia como mecanismo
catalitico ndo foi comprovada até o advento de experimentos de
mutagdo sitio-dirigida e de simulagdes computacionais?**.

Mutacoes em residuos que estabilizam cargas formais ou parciais
do TS resultam em diminui¢@o de km‘“. Alteragdes no microambiente
dielétrico de uma reagiio podem diminuir a altura da barreira em mais
de 20 kcal/mol*. Assim, enzimas fornecem um microambiente alta-
mente polar cujo potencial eletrostitico complementa as mudancas de
cargas observadas ao longo de uma reacdo'® (Figura 5).

A coordenacdo (ndo covalente) com fons metdlicos e ligagdes de
hidrogénio sdo normalmente consideradas interacdes eletrostaticas,
pois sdo modeladas com razodvel sucesso por esta forga'®?,

Simulagdes computacionais mostram repetidamente®*'*2 que a
interacdo eletrostatica entre o ambiente enzimatico e o TS das reacdes
catalisadas € a maior responsdvel pela diminui¢do de AG*, = em rela-
¢do a AG* | (Figura 2). Mesmo nos casos onde o TS é menos polar que
o estado reagente, a estabilizacdo eletrostdtica do TS na enzima € maior
que em soluc@o®. O aumento médio de velocidade atribuido a interagéo
eletrostdtica € calculado em 10" vezes (equivalente a um abaixamen-
to de 17 kcal/mol na energia de ativagao)®.

Solventes polares, como a dgua, podem reorientar seus dipolos
para estabilizar a distribuicdo de carga atingida no TS. Em uma
enzima, no entanto, os dipolos que estabilizam o TS jd estdo pré-
orientados no complexo E.S para estabilizar as cargas do TS. Em
solucdo, a energia para reorientar os dipolos do solvente
complementariamente as cargas do TS € elevada. Na enzima, a
energia de orientagdo dos dipolos no sitio ativo ja foi gasta durante
o enovelamento e a formagdo da estrutura nativa. Portanto, enzimas
sdo “supersolventes”, que funcionam por substitui¢do de solvatacio
do TS, com pequena energia de reorganizagao'.

Uma proposta relacionada, em que enzimas propiciariam
microambientes apolares que desestabilizam os reagentes por
dessolvatagdo®* (vide supra), € baseada na observacdo que algumas
reacdes em fase gasosa ou em solventes apolares ocorrem mais rapi-
damente que as mesmas reagdes em solugdes polares®?. Energias de
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Figura 5. Exemplo de estabilizagdo eletrostdtica do TS: estrutura do sitio ativo
coordenado ao TS da primeira etapa de reagdo catalisada pelas PTPs (Figura
1). Interagées eletrostdticas entre o grupo fosfato (PO, ) e a carga positiva da
arginina (ARG) e as ligagoes de hidrogénio estdo indicadas por linhas
tracejadas. A estrutura foi obtida a partir de uma simulagdo de dindmica
molecular” e parte dos dtomos foram apagados para facilitar a visualizagdo.
Legenda para os tipos atomicos: H(branco), C(cinza), C (linhas diagonais
cruzadas), N(preto), O(linhas diagonais), P(ondulado) e S(linhas cruzadas)

solvatacdo do reagente por dgua e pelo sitio enzimadtico (solvatacio
assume um sentido generalizado aqui) podem ser calculadas em com-
paracdo com a reacdio em fase gasosa, ou seja, na auséncia de qual-
quer solvente. Por exemplo, a energia de solvatacio calculada para o
estado reagente na enzima haloalcano desalogenase é cerca de 30
kcal/mol menor que em solug¢@o aquosa e, portanto, supds-se que a
enzima desestabilizaria o substrato ao diminuir sua solvata¢do®.
Entretanto, a energia de pré-organizagdo do sitio ativo € incorreta-
mente descartada neste cdlculo (ao contrdrio da reorganiza¢do do
solvente aquoso)’. A hipédtese de dessolvatagdo também € refutada
se um ciclo termodindmico (como a Equagdo 5) inclui a transferén-
cia dos fragmentos reativos polares do solvente aquoso (referéncia)
para o possivel microambiente apolar. Esta transferéncia envolve uma
alta energia, que ndo estd disponivel no processo de catélise'®. Sitios
ativos sd@o ambientes altamente polares e heterogéneos, bastante di-
ferentes de solventes apolares ou da fase gasosa.

Efeitos entrépicos

O aumento da velocidade de reagdes por efeitos entrépicos €
freqlientemente considerado um importante mecanismo cata-
litico>***, Esta proposta jé foi enunciada de diversas maneiras, mas
em esséncia implica que o espago configuracional disponivel para
os reagentes em solucdo € restringido no sitio ativo enzimdtico, re-
sultando em significativas diferengas entrépicas entre as energias
livres de ativagdo na enzima e na reacdo de referéncia em solugo.

A definicio do estado de referéncia em solucdo € crucial para
correta estimativa dos efeitos entrépicos. O efeito de concentracdo
em solugdo aquosa, referente a aproximagdo dos reagentes, ¢ dado
por =-RTIn55 para cada par de reagentes. Assim para uma reagdo
bimolecular R+S em solucdo (Figura 2), esta contribuigao (AGmmp)
¢ 2.4 kcal/mol a 300 K. Descontado o efeito de concentragdo, a
diferenca entre as barreiras entropicas (AS) para ativa¢do da reacdo
em solucd@o e na enzima pode ser escrita por:

(AASY) =[ AS?, - ASF ]
=[(S™,, - S%5,,) - (ST - S%°)]
=[(S™S,, - S5, - AS,] (©)

sol — enz

sol

onde AS, = S"S_ - SRS € a entropia de ligagdo do substrato, con-
siderando os estados E.S e R.S (Figura 2).
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As propostas que sustentam o efeito entrépico como mecanismo
catalitico assumem implicitamente que os graus de liberdade do TS
em solugdo e na enzima estdo congelados, ou seja S™ =S™ =0e,
portanto, superestimam (AAS¥) = -AS, >, Esta suposi¢do €
baseada num raciocinio para reacdes bimoleculares utilizando
reagentes esféricos® em que até -35 unidades entrépicas (cerca de 10
kcal/mol a 300 K) seriam obtidas pela restricdo translacional no si-
tio ativo. Porém, este raciocinio ndo € vdlido para estruturas mole-
culares, porque parte da movimentacdo livre nos complexos R.S e
E.S também estd livre no TS (parte dos graus de liberdade
translacionais e rotacionais tidos como “congelados” sao, na verda-
de, transformados em vibragdes de baixa freqiiéncia dos TS, cuja
contribui¢do entrépica € bastante aprecidvel)'®4#,

Simulacdes computacionais das contribui¢des entrdpicas ain-
da sofrem de problemas de convergéncia e, portanto, as estimati-
vas ndo sdo totalmente seguras®, mas simula¢bes semiquantita-
tivas'®* indicam que (AAS) < 1 kcal/mol.

Nenhum experimento demonstrou diretamente que a catdlise
enzimitica estivesse associada a (AAS?) | o - A andlise das contri-
buigdes para energia livre de reagdes enzimdticas e de sua referéncia
em solugdo determinadas por gréficos de Arrhenius'** indica que a
contribui¢do entrépica € equivalente nos dois ambientes. Dados ex-
perimentais obtidos em solugdo*® sugerem que a dgua ja impde res-
tricdes 2 movimentacao translacional e rotacional de solutos polares
e, portanto, o ganho em termos destas contribui¢des pela transferén-
cia dos reagentes para o sitio ativo enzimadtico seria pequeno.

Os aumentos de velocidade observados em reagdes intra-
moleculares (ver secdo Espécie catalisada), em que os reagentes
estdo covalentemente ligados e parcialmente imobilizados, sdo ci-
tados como evidéncia de catdlise por efeitos entrépicos. Porém, a
informag@o obtida destes modelos ndo € diretamente transferivel
para reacdes enzimadticas, porque a restri¢do das configuracdes dis-
poniveis na reacdo intramolecular ndo estd necessariamente ligada
as possiveis restricdes observadas no sitio ativo, em comparagdo
com a reagdo intermolecular de referéncia em solugdo's. Simula-
¢des computacionais também indicam que o aumento da velocida-
de de reagdes intramoleculares ndo estd necessariamente associa-
do a contribui¢des entrGpicas®.

Portanto, embora efeitos entrépicos para catdlise ndo possam
ser totalmente ignorados, a magnitude destas contribui¢cdes € me-
nor que o tradicionalmente proposto’.

Tenséo e impedimento estérico

A tens@o ou impedimento estérico resultante da aproximacdo
espacial entre moléculas ou partes da mesma molécula foram su-
geridos como um possivel mecanismo catalitico ligado a
desestabiliza¢do do substrato (ver se¢cdo Espécie catalisada)’.

Existem dois casos limites nessa hipétese. Se o sitio ativo for
relativamente rigido e sua estrutura complementar ao TS, o reagente
sofreria uma distorcdo geométrica para se acomodar no sitio ati-
vo®, diminuindo a energia de ativacdo como mostrado no perfil B,
Figura 3. Caso o sitio ativo seja flexivel e o substrato rigido, a
formacdo do complexo E.S seria acompanhada por uma mudanga
conformacional na enzima que tensionaria e desestabilizaria a geo-
metria do substrato, aumentando a energia livre do sistema (perfil
D, Figura 3)°.

Nenhuma observagdo experimental suporta diretamente ambas
as propostas® e as evidéncias existentes sdo consideradas ambiguas'?.
A catdlise na lisozima ¢ tradicionalmente citada como evidéncia da
tensdo que pode ser exercida sobre o substrato, pois a estrutura do
sitio ativo parece complementar a conformacéo “barco” do substrato
(um sacarideo, cuja conformagdo “cadeira” € cerca de 5 kcal/mol
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mais estdvel em solucéo aquosa). No entanto, a diferenca de energia
livre associada a mudanca da conformacdo cadeira para conforma-
¢do sofd entre a solugdo aquosa e o ambiente enzimdtico ¢ menor
que 1 kcal/mol'®. Portanto, esta diferenca ndo € suficiente para ex-
plicar o abaixamento da energia de ativagdo no ambiente enzimatico.

Medidas de RMN e simula¢des computacionais mostram que
enzimas sio moléculas bastante flexiveis, que podem acomodar
mudangas na estrutura do substrato sem aumento significativo da
energia livre®. Mudangas geométricas do reagente associadas a
formacdo do TS sdo menores que 1 A, e deformacdes desta magni-
tude sao facilmente acomodadas pelos modos vibracionais de bai-
xa energia da proteina (que, pictoricamente, pode ser comparada a
um conjunto de molas com baixa constante de forca)'®.

Numa simulagdo computacional, o impedimento estérico pode
ser definido como o potencial repulsivo das interagdes de van der
Waals e as contribui¢des da distor¢ao de ligagdes, angulos e diedrais.
A contribuigdo total destas interacdes para diminui¢do de AG*  foi
calculada em menos que 2 kcal/mol para diferentes enzimas's*.

A proposta de “ajuste induzido™ € semelhante mas ndo estd
relacionada a catdlise, porque a energia de ligacdo ¢ utilizada na
modificacdio da estrutura enzimadtica para regular a especificidade
pelo substrato, ao invés de diminuir AG* .

Efeitos quanticos e dindmicos

A dinamica enzimdtica também foi proposta recentemente como
um possivel mecanismo catalitico®®.

Movimentagdes de larga escala na estrutura enzimdtica como
tor¢cdo de sub-unidades, modos vibracionais de baixa freqiiéncia e
reposicionamento de grupos protéicos causados, por exemplo, pela
ligagdo do substrato ou de um regulador alostérico, sdo alteragdes
conformacionais na enzima responsdveis pelo correto posicio-
namento dos grupos cataliticos. Se a amostragem conformacional
é feita corretamente durante as simulacdes computacionais, estes
efeitos, chamados de reorganizacéo da estrutura enzimdtica®, sdo
incorporados normalmente'®?'?* ¢ ndo representam um mecanis-
mo catalitico em particular®*'.

A liberdade conformacional ndo deve ser confundida com as
flutuagdes dinamicas da estrutura protéica, principalmente as vi-
bragdes que amplificam efeitos quinticos como tunelamento*’%.
A teoria generalizada do estado de transi¢ao®* pode ser usada para
racionalizar estes efeitos. Segundo a Equagao:

KT) = «(T) (k,T/h) exp [-AG*/RT] (7)

onde R, h e k; s80 constantes, e T € a temperatura, a constante de
velocidade da reacao, k(T), pode ser elevada pelo aumento do coe-
ficiente de transmissdo, T(7), ou pela diminui¢do da barreira de
reacdo, AG* .

As mudancas conformacionais descritas acima alteram apenas
AG*. J4 o fator de transmissdo pode ser alterado pela dindmica do
sistema reativo, onde T(7)<1, ou seja, uma trajetéria de reagdo pode
ultrapassar o TS, mas ser improdutiva e retornar aos reagentes.

Além de um recruzamento ndo-reativo classico, ©(7) pode ser
alterado por efeitos de solvatacdo de ndo-equilibrio (por exemplo,
proveniente de uma distribui¢do configuracional dos reagentes fora
do equilibrio) e por efeitos quinticos como tunelamento®841:43:50,
Os efeitos de recruzamento e de ndo-equilibrio podem apenas tor-
nar 7(7) menor que um e, usualmente, ja s3o pequenos em solucdo
aquosa. Neste meio, ©(7) é quase unitdrio®. Assim, pouca ou ne-
nhuma vantagem catalitica pode ser explorada por enzimas bus-
cando minimizar estes efeitos, de acordo com resultados observa-
dos em simulagdes computacionais®.
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Ja o tunelamento pode fenomenologicamente resultar em
©(T)>1, ou seja, pode amplificar a constante de velocidade sem
alterar o termo exponencial na Equag@o 7. Contribui¢des de até 3
ordens de magnitude para o aumento da velocidade de reagdes
enzimaticas foram atribuidas a dindmica da proteina, ou seja, as
vibracdes que amplificam o tunelamento em comparagdo com a
reagdo em solugdo, nos sistemas em que uma transferéncia de hi-
drogénio (tanto nas formas H*, H neutro e H’) é determinante da
velocidade de reagdo®*°. As desidrogenases de dlcool? e de
lactato® sdo exemplos de sistemas em que este mecanismo catalitico
& observado.

CONCLUSAO

Diversas teorias e hipéteses ja foram propostas para explicar
porque enzimas sdo catalisadores de extrema eficiéncia. Neste tex-
to apresentamos uma perspectiva computacional destas propostas,
principalmente daquelas que foram testadas quantitativamente e
comparadas com experimentos.

A utilizac@o de ciclos termodinamicos e de corretas reacdes de
referéncia € essencial para racionalizacdo das interagdes e dos
mecanismos cataliticos. Sem duivida, cada enzima utiliza uma com-
binagdo das forgas e interagdes revisadas aqui, dependendo da rea-
¢do quimica catalisada. Contudo, a espécie que sofre influéncia
determinante do ambiente enzimdtico € o estado de transicdo. Este
¢é estabilizado principalmente por interacdes eletrostdticas geradas
pelo sitio ativo e pela estrutura enzimdtica pré-organizados. Em
média, redugdes de cerca de 17 kcal/mol na energia de ativagdo
podem ser obtidas por este mecanismo catalitico.

O aumento da fragdo molar de conformacdes proxima ao ata-
que (NACs) e a desestabilizagdo do substrato contribuem em esca-
la bem menor (no mdximo 5 kcal/mol) para reducdes na energia de
ativacdo enzimdtica. A desestabiliza¢do € vidvel principalmente
pelo modelo do sitio dividido. A catdlise covalente, a catdlise 4ci-
do-base geral e efeitos quanticos e dindmicos também podem con-
tribuir na mesma magnitude (5 kcal/mol cada) para o aumento da
velocidade das reacdes enzimadticas em que intermedidrios sdo for-
mados ou hidrogénio seja transferido, respectivamente.

Ja efeitos entrépicos e impedimento estérico, antes postulados
como importantes mecanismos cataliticos, contribuem, na verda-
de, com menos que 3 kcal/mol para redu¢des na energia de ativa-
¢do enzimdtica e t€m pouca influéncia sobre os aumentos de velo-
cidade observados.

Simulagdes computacionais sdo, portanto, ferramentas bastan-
te poderosas na investigagao da atividade enzimdtica e na elucidagio
do poder catalitico destas macromoléculas bioldgicas.
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