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INTRODUGAO E NORMAS GERAIS

A disciplina de Bioquimica (QBQ215-noturno) compreende o programa de médulos mostrado
no calendario das paginas 4 e 5. Cada médulo focaliza um tépico a ser desenvolvido em um
dia de aula, envolvendo 3 atividades:

a) Aula expositiva pelo professor;

b) Grupo de discussao: centrados em questbes objetivas, €;

c) Fechamento do tema pelo professor que analisara as questdes discutidas em

grupo.

Os grupos de discussao: serao formados por até 6 alunos (max.), organizados no

primeiro dia de aula permanecendo fixos por todo o curso.
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AVALIAGAO

A avaliacado de desempenho sera composta dos seguintes itens:
a) Provas em grupo (pg1 a pg8), que consistirdo num trabalho em grupo para
resolucdo de questbes objetivas por um periodo de 2 - 3 h (definido pelo
professor);

b) Provas escritas individuais de avaliacao (P1, P2 e P3).

O caélculo da media final sera feito através da seguinte férmula:

Média final = 0.25xP1 + 0.30xP2 + 0.35xP3 + 0.10x((Ypg)/8)

Havera uma unica prova substitutiva para substituir uma das provas individuais de
avaliacado. Reposicoes de PG estdo vedadas. A presenca em todas as atividades é
obrigatéria, e uma lista de presenca sera passada em todos os dias de aula. Alunos que
alcangcarem a média final > 5,0 e mostrarem freqiéncia > 70% estarao aprovados. Somente

aqueles cuja média for no minimo igual a 3,0 e apresentarem frequéncia > 70% poderéo fazer

a prova de recuperacao.

BIBLIOGRAFIA RECOMENDADA

A bibliografia recomendada envolve 2 livros textos em portugués:

TORRES, B. B. & MARZZOCCO, A. Bioquimica Basica.
VOET, D. ; VOET, J. & PRATT, C. W. Fundamentos de Bioquimica.

Mas existem outros excelentes textos de Bioquimica, em geral em inglés, como os exemplos

abaixo, que poderdo ser usados com igual proveito.

VOET, D. & VOET, J. Biochemistry.
STRYER, L.; BERG, J. M. AND TYMOCZKO, J. L. Biochemistry.
LEHNINGER, A. L. Principles of Biochemistry.
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AGUA, REAGAO ACIDO-BASE, pH E SISTEMA TAMPAO.

1.

A molécula de agua, H,O, apresenta um angulo de 104,5 graus entre as duas ligagoes
O-H, dando-lhe um carater altamente polar. Além disso, o atomo de O possui 2 pares
de elétrons livres, permitindo a formacgao de ligagdes (ou pontes) de H entre moléculas
vizinhas. Esta estrutura da a agua propriedades fisicas e quimicas de enorme
importancia biologica.
A agua se ioniza através de uma reagéo acido-base:
H,0 + H;O <— H;0"+ OH
A reagado acido-base se caracteriza pela troca de protons entre pares conjugados de
acidos e bases. A agua pode se comportar como acido e como base:
AH+H,O0O —— H;O + A
B+HO — BH + OH
Estas s&o reacbes de equilibrio, as quais correspondem constantes de equilibrio
definidas. Por exemplo: K =[H30" [A]
[AH] [H2Q]
K mede a afinidade relativa das bases, de cada par acido-base conjugados (AH/ A" e
H;0%/ H,0), por prétons. Fala-se comumente em constante de dissociagédo de um acido
(Ka), significando: Ka = K [H,0] = [H*] [A7], onde [H,0] é essencialmente constante (55
M). [AH]
[H'] é a concentrag&o hidrogenidnica e os valores de [H'] para a maioria das solugbes

sdo muito baixos e dificeis de serem comparados. Um valor mais pratico € conhecido

como pH: pH = - log [H"].
como 1/[H*] = 1/K x [A)/[AH]
pode-se obter pH = - logK + log [A]/[AH]
por analogia -log K =pK
e pH = pK + log [A']/[AH]

Conclui-se que pK é numericamente igual a pH da solugdo na qual as concentracoes
molares do acido e sua base conjugada sao iguais (ie log [A)/[AH] = 0).

A igualdade pH = pK + log [A)/[AH] é conhecida como Equacgao de
Henderson-Hasselbach.

Acidos s3o classificados de acordo com sua forca relativa, ou seja, de acordo com sua
capacidade de transferir um préton para a agua. Acidos com constantes de dissociagdo
menores do que aquela de H30" (que, por definigéo, é igual a 1 em solugbes aquosas

(vé se consegue confirmar porqué!)) sdo s6 parcialmente ionizados em solugdes



aquosas e sao conhecidos como acidos fracos (K < 1). J& os acidos fortes tém
constantes de dissociagdo maiores que a de Hs;O', sendo quase completamente
ionizados em solugdes aquosas (K> 1).

5. Tampodes sdo sistemas aquosos que tendem a resistir a variagdes no seu pH quando
pequenas quantidades de acido (H') ou base (OH’) s&o adicionadas. Um sistema
tampéao consiste de um acido fraco (o doador de prétons) e sua base conjugada (o

aceptor de prétons). E comum encontarr os seguintes simbolos para representar um
acido (AH ou BH") e sua base conjugada (A ou B:)

6. A adigdo de acido forte (H") ou base forte (OH’) a uma solugédo aquosa de um &cido
fraco, por exemplo, acido acético (pKa = 4,76), causa pequenas variagdes de pH, se a
solugao estiver a um pH préximo do pK do acido. Este comportamento define um

tampao acido-base.

Grupos de discussao

1.) Defina acidos e bases no conceito de Brgnsted, mostrando exemplos.

2.) a) Qual o pH de solugdes 0,1M dos acidos fortes HCl e HNO;_

b) Usar a equacdo Henderson-Hasselbach para calcular o grau de dissociagdo dos acidos
fracos a) H,S (Ka=1x10") e b) acido acético (Ka=2x10°) em solugdes 0,1M. Qual o

respectivo pH dessas solugdes.

3.) Esquematize a curva de titulacdo de 1 litro de uma solugdo de 0.1 M H;PO, com uma
solugdo de 10 M NaOH, colocando pH (eixo y) em fungdo de volume de base adicional
(exio x). Indicar os pontos na titulagao (volumes de NaOH) em que o pH equivale cada um

dos pKas do acido.

4.) Indique como se pode preparar 1L de um tampao a pH=7,0, capaz de manter o pH estavel
com adigcao de 10mL de HCL 0,1M, dispondo-se das solugoes:

a) 1M H;PO,

b) 1M acido acético

c) 1M NaOH

5.) Desenhar a estrutura de gelo, mostrando pontes de hidrogénio entre moléculas de agua.



O que acontece quando o gelo derrete? Porqué agua liquida em 4°C € mais denso do que

gelo em 0°C?

6.) Desenhar a estrutura de NaCl no estado sdélido e também no estado aquoso, neste ultimo,

destacando suas interagdes com agua.

AMINOACIDOS.

1.

Aminoacidos, bases purinicas e pirimidinicas, nucleosideos e nucleotideos, hexoses
(como glicose), sao componentes monoméricos dos principais polimeros bioldgicos, ou
seja, proteinas, acidos nucléicos (DNA e RNA) e polissacarideos (glicogénio, amido e
celulose). Aminoacidos, bases, nucleosideos e nucleotideos sdo muito sollveis em
agua e possuem grupos funcionais que participam em reagdes acido-base. Glicose
também é altamente soluvel em agua, mas nao participa em reagdes acido-base.

i. Ha 20 aminoacidos que compdem proteinas (Tabela 1), todos mostrando a férmula

geral:
R
*H;N — C, — COO (ion dipolar ou zwitterion encontrado em
Il-l agua pH 7)

Aminoacidos podem ser agrupados em classes com base nas propriedades dos seus
grupos radicais (R), em particular sua polaridade ou tendéncia de interagir com agua
em pH bioldgico (£ 7,0).

Todos os aminoacidos livres comportam como acidos polipréticos. Quando um
aminoacido cristalino é dissolvido em agua, ele pode agir como um acido ou como uma
base. O grupo carboxilico mostra um pK em torno de 2,0, enquanto o grupo amino tem
um pK entre 9,0 e 10,0. Portanto, no pH fisiolégico (pH 7,0), a maioria das moléculas
de todos os aminoacidos estdo na forma de ions dipolares (zwitterions). Chama-se pl
de um aminoacido o pH da solugao na qual suas moléculas possuem carga
liguida nula. Na cadeia lateral (-R) os aminoacidos apresentam grupos funcionais,

entre os quais existem grupos acido-base.



4. O carbono a dos aminoacidos, excetuando-se a glicina, € assimétrico, fazendo com
que estas substancias tenham atividade o&tica e, portanto, apresentem pares de

isbmeros o6ticos.

Grupo de discussao:

1.) Quais dos aminoacidos tém dois carbonos quirais e qual deles nao possui isomeria optica?

2.) Mostre por que a seguinte forma associada de um aminoacido nao pode ser encontrada

em solucdo aquosa.

R
I

H,N — C, — COOH
I
H

3.) O etanol ndo tem carater acido em agua, enquanto fenol e acido acético se dissociam em
solugado aquosa, sendo o acido acético (pK=4,8) mais forte que o fenol (pK=10). Como se
pode explicar o comportamento destes trés compostos em agua a partir de suas estruturas

moleculares?

4.) Esquematize a curva de titulagdo da glicina com NaOH a partir de pH=1 e do acido
aspartico com HCI a partir de pH=11. Coloque o pH na ordenada e, na abscissa, a

quantidade de equivalentes de acido ou base forte.

5.) a) Quais os pontos isoelétricos de glicina (pKs=2,5 e 9,5), acido aspartico (pKs=2,5; 4,0 e
9,5), lisina (pKs=2,5; 9,5 e 10) e histidina (pKs=2,5; 6,0 e 9,5)?

b) Calcular as cargas liquidas (aproximadas) de acido aspartico, lisina ou histidina nos
seguintes pHs: pH 1, pH 8, pH 11

6.) Tentar classificar os aminoacidos em termos da natureza quimica dos seus grupos
radicais: a) ionizaveis ou nao ionizaveis, b) acidicos ou basicos, ¢) polares ou nao polares, d)
hidrofilicos ou hidrofébicos, e) alifaticos ou aromaticos, f) lineares ou ramificados e Q)

pequenos e grandes.



7.) Na Tabela 1 indicar: a) O cédigo de letra Unica para cada aminoacido e b) os pKr dos

aminoacidos com grupos radicais ionizaveis.
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ESTRUTURA PRIMARIA DE PROTEINAS.

1.

A descricdo da estrutura das proteinas € dividida em quatro niveis de organizagao:
estrutura primaria, secundaria, terciaria e quartenaria.

A estrutura primaria se refere a sequiéncia de aminoacidos que compdem a proteina.
Trata-se, portanto, da estrutura de ligacdes covalentes. A principal ligagao covalente
entre aminoacios é a ligacao peptidica. Os aminoacidos podem formar polimeros
através da ligagdo do grupo carboxila de um aminoacido com o grupo amino de outro.
Esta ligagao carbono-nitrogénio chamada ligacdo peptidica, € obtida por exclusdo de
uma molécula de agua. Quimicamente, a formagdo da ligagdo peptidica pode ser

representada pela seguinte equacéo:

P9 RS H.O £ 19
| I 2
H,N*—C,—C—0" + H—N*—C,—C—0" H,N*—C,—C~N—C,—C—0"
A | — AR
R, H R, R, |H R,

Ligacdo peptidica

Esta reacdo, como esta escrita, jamais ocorre nos seres vivos. A unido dos
aminoacidos por ligacao peptidica nao é feita por reagao direta entre eles, mas através
de um complexo aparato de sintese protéica, que inclui ribossomos, acidos
ribonucléicos, varias proteinas e enzimas num processo chamado “tradugcao”. A

equacao mostra apenas o resultado liquido do processo.

. As propriedades da ligacdo peptidica impdem restricbes ao dobramento do polimero

formado. A ligacao peptidica apesar de ser representada por um unico traco de ligagao,
tem caracteristicas intermediarias entre uma ligacdo simples e uma dupla ligagéo,
devido as interagdes entre duas formas de ressonancia.
O 0
—C—N— = —C| —N*—
i H

A consequéncia desse carater parcial de dupla ligacao € que nao ha possibilidade de
rotacdo em torno da ligagdo peptidica. Assim sendo, os quatro atomos dos
grupamentos que participam da ligacao peptidica ficam dispostos em um plano rigido,

constituindo o que se costuma chamar de grupo peptidico ou unidade peptidica (vide



retdngulos) Notar também que os dois carbonos alpha (C,) vizinhos de cada ligagao

peptidica também se encontram o plano.

R e iy
= Ce—C=NI-C, -
H { H R,

C=N=Co=+
. HH

Ghicina Serina H Alanina

Valina Aspartalo Fenilalanina Lisina

{b)

Marzzocco & Torres, Bioquimica Basica.

O polimero formado pode, portanto, ser visualizado como uma cadeia constituida por
unidades planares (unidades peptidicas), unidas entre si com uma articulagao flexivel:
o carbono a. Esta cadeia chama-se cadeia polipeptidica. As proteinas podem ser
formadas por uma ou mais cadeias polipeptidicas.

Todavia, existem pontos de dobramento entre as unidades peptidicas rigidas, gragas a
possibilidade de rotagdo em torno das liga¢gdes com o carbono alfa (N-Ca e Ca-C), que
sdo ligagbes efetivamente simples (vide figura acima). Estas ligagdes sdao chamados
phi (¢) e psi (y) respectivamente.

A cadeia polipeptidica pode ser dividida entre a cadeia principal e as cadeias laterais

(grupos R) ligados aos carbonos alfa.



Grupo de discussao:

1.) Defina estrutura primaria, secundaria, terciaria e quaternaria de uma proteina, dando

exemplos.

2.) Esquematize a estrutura de uma ligagao peptidica.

3.) a) Desenhar o tripeptideo Ala-Asp-His. b) Calcular o seu pl. ¢) Calcular sua carga liquida
empH1,pHG6,0e pH12.

4.) Com os dados abaixo, defina a seqiiéncia do peptideo analisado: a) hidrélise acida total
resultou em: Arg, Tyr, Leu, Ala, Glu Lys, Ser e Pro; b) dansilagcao e hidrélise produziu: dansil-
Leu; c) dois ciclos consecutivos de degradagdo de Edman liberaram, respectivamente Leu e
Tyr; d) tripsina liberou 2 peptideos cujas composigdes, apos hidrélise acida total, foram,
respectivamente (Tyr, Leu, Arg,) e (Ser, Glu, Pro, Ala Lys); e) carboxipeptidase A nao liberou
nada, mas carboxipeptidase C liberou Ser; f) endopeptidase V8 liberou o tripeptideo Lys-Pro-

Ser e um pentapeptideo que, tratado com carboxipeptidase C, liberou Ala.

5.) Mostre a reagdo de éxido-redugao da cisteina que é importante na estrutura de peptideos.

ESTRUTURA SECUNDARIA E TERCIARIA DE PROTEINAS.

1. A estrutura secundaria é definida pela conformacgao local do esqueleto de ligacoes
peptidicas que compbde o eixo da proteina. Esta conformacdo local pode ser
explicitamente expressa atraves dos angulos phi (¢) e psi (y) (vide acima). Em geral,
certas combinagdes de angulos phi (¢) e psi (v) sdo permitidas enquanto outras nao
sdo permitidas devido a impedimentos estéricos entre atomos de grupos vizinhos. Este

pincipio pode ser resumido numa diagrama de Ramachandran (Figura 1).
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FIGURA 1: Diagramas de Ramachandran. Esquerda: Estruturas secundarias
correpondentes as combinagdes estericamente permitidas para angulos phi e psi. Direta:
angulos observados para todos as liga¢cdes em 12 proteinas com estruturas de alta resolugao

determinadas por cristalografia.
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Figura 2: alfa hélice Figura 3: folha beta



3.

2. Ha duas estruturas secundarias principais: a-hélice (Figura 2) e folha B pregueada
(Figura 3), que sao estruturas organizacionais regulares e repetitivas. Estas duas
estruturas podem ser caracterizadas por combinagdes de angulos phi e psi (Figura 1)
adotadas pela cadeia principal. Além de a-hélice e folha B, as proteinas globulares

mostram também algas de formas definidas, mas irregulares e nao repetitivas.

A estrutura terciaria descreve o arranjo tridimensional da cadeia principal da proteina,
incluindo a disposicdo espacial das cadeias laterais dos aminoacidos. Ha muitas
possibilidades de arranjos tridimensionais para a estrutura terciaria das proteinas.

a. As propriedades bioquimicas e bioldgicas de uma proteina sdo determinadas pelo
arranjo tridimensional de sua cadeia, isto &, pela sua estrutura terciaria. Logo, nas
condicbes fisiolégicas a proteina adquire uma estrutura terciaria bem definida e
necessaria a sua fungdo, que é conhecida como estrutura nativa. O desarranjo da
estrutura terciaria leva a perda de funcao da proteina, processo que é genericamente
chamado de desnaturacéo.

b. Em proteinas pequenas da estrutura primaria define a estrutura terciaria nativa da
proteina. Nestes casos os processos de desnaturagao e renaturagao da estrutura da
proteina sdo reversiveis. A estrutura nativa € a conformacédo da proteina de menor
nivel de energia livre (G) e é alcancada espontaneamente (processo exergbnico). O
exemplo classico desse comportamento é dado pela proteina Rnase A, uma enzima
que no seu estado nativo catalisa a hidrdlise de RNA. Para proteinas grandes o
processo de desnaturagcao € irreversivel e o fenbmeno de alcance da conformagao
nativa é complexo e ainda mal entendido.

c. A estrutura tridimensional das proteinas € mantida por ligagdes fracas como pontes de
H, ligacdes idnicas e interacdes hidrofébicas. A excegao € a ponte de dissulfeto (-S-S-)
que, apesar de covalente, é importante na manutengcdo da conformacgdo nativa de
proteinas.

d. Proteinas possuem muitos grupos ionizaveis através de reagao acido-base, cujos pKs
variam enormemente. O pl de uma proteina é definido como pH da solucdo na qual a

carga liquida da molécula de proteina € nula.



4. Existem muitas maneiras diferentes para apresentar estruturas tridimensionais de proteinas.

™

Cyvtochrome ¢ Lysozyme Ribonuclease

Estrutura de mioglobina de baleia, uma proteina globular tipica

(e}

Topografia
de superficie

Fita (azul = Ho) modelo “space-filling”



Grupo de discussao:

1.) Distinga estrutura secundaria e terciaria de uma proteina. Dé exemplos.

2.) Descreva a-hélice e folha 3 pregueada. Aponte as diferencas essenciais entre estas formas

de estrutura secundaria, encontradas em peptideos.

3.) Discutir as duas diagramas de Ramachandran apresentadas na Figura 1 e relaciona ela

com as estruturas apresentadas nas Figuras 2 e 3.

4.) Descreva a experiéncia classica de Anfinsen com a enzima ribonuclease A, indicando sua
conclusao principal. Qual o papel das pontes de dissulfeto na manutengao da estrutura nativa
(terciaria) da ribonuclease. Conceitue estrutura nativa e desnaturagéo de proteinas, mostrando
0 que. Isso tem a ver com a atividade enzimatica da ribonuclase A. Que fungao termodinamica

promove espontaneamente a transicdo da ribonuclease de desnaturada para nativa?

5.) Duas proteinas, apesar de terem diferengcas quanto a alguns de seus aminoacidos, sdo

capazes de desempenhar a mesma fungao. Explique como isto é possivel.

6.) Pesquisar informacgdes sobre a estrutura de hemoglobina. Descrever a sua estrutura
terciaria e quartenaria. Descrever as mudancgas na estrutura quartenaria que acontecem

devido a ligagcéo de oxigénio.
7.) O que é efeito hidrofébico e qual o seu papel na manutencado da estrutura terciaria das
proteinas? Qual o fator preponderante no efeito hidrofébico: o entélpico ou o entrdpico?

Explique qualitativamente sua resposta.

8.) Mostre porque uréia desorganiza a a-hélice.



CINETICA ENZIMATICA.

Enzimas s&o catalisadores biolégicos cuja natureza quimica é proteica. A natureza

proteica das enzimas |Ihes proporciona alto grau de especificidade.

2. A grande maioria das reagbes biolégicas ndo ocorre, ou ocorrem a velocidades
baixissimas nas condi¢des fisiolégicas de pH e temperatura. Logo, as reagdes bioldgicas,
em geral, necessitam de catalise para ocorrer, isto €, necessitam de enzimas. Para cada
reacdo ha uma enzima especifica.

3. Na reacdo genérica A — B a diregcdo espontdnea da reagao € dada pela variacdo de
energia livre, .AG?, conforme esquematizado no grafico da Figura 1.

Eneraia * Estado de

Livreg( G) transicao da reacéao

AG%* AGY nao catalizada
-1
Estado |de Transicao L x
Reacao JCatalisada
B
Estado Inicial o#
AG 1cat

(S) AG¥ 4cat

AG°

Estado Final
(P)

Coordenada de Reagao

FIGURA 1

AG® é uma constante que se relaciona com a constante de equilibrio da reagdo pela
expressdo -AG’=2.3 RTlogK. Por outro lado, as velocidades das reacdes A—B e B—A ou,
respectivamente, as constantes de velocidade k4 e k.4 hdo dependem do AG° da reacao,
mas dos, respectivos, AG;** e AG_.s"* que por sua vez s6 dependem da energia livre (G) do
estado de transicdo (energias de ativacdo). A enzima (catalisador) ndo muda o AG® da

reacao, pois catalisadores nao interferem com os estados inicial e final das reagoes,



mas mudam o “caminho” da reagao e, por conseqiiéncia diminuem a energia do

Estado de Transicao.

Uréia é uma substancia muito estavel em agua, mas que pode ser rapidamente
decompostas por hidrélise se a reacao for catalisada pela enzima urease:

H2N N UREASE
C=0+H,0 —> CO;+H,0

H.N

Trata-se de reacdo de primeira ordem, onde v=ki[uréia], apesar da equacgao
estequiométrica indicar a existéncia de 2 reagentes. Esta reagdo pode ser acompanhada

em tubo de ensaio no laboratério. As Tabelas 1 e 2 mostram resultados obtidos na pratica.

TABELA 1
Tubo n? Tempo (minuto) NH;(umoles)

1 0 0

2 2 0.084
3 4 0.168
4 6 0.252
5 8 0.336
6 10 0.420

Concentracdo da uréia: 5mM, Concentragao da urease: 0.1ug/ml

Volume de reagao: 1ml, Temperatura: 30°C

Os dados da Tabela 1 mostram que a velocidade da reacdo é constante ao longo do
tempo estudado. Ja os dados da Tabela 2 mostram variagdes relativamente complexas da
velocidade de reagdo em funcao da concentragao da uréia para um periodo de 10
minutos de reacdo. Os dados da Tabela 2 permitem medir experimentalmente duas
constantes importantes das reagbes enzimaticas Vmax (v maximo) e K, (constante de

Michaelis) através da equagao Vv =V 5[S]/ (Km + [S])



TABELA 2

Tubo n° Uréia (mM) Urease (ug) NH; (umoles)
1 2,5 0,1 0,21
2 5,0 0,1 0,42
3 10 0,1 0,59
4 15 0,1 0,67
5 25 0,1 0,73
6 50 0,1 0,78
7 100 0,1 0,79
8 200 0,1 0,78
9 200 - 0,00

O significado de V. € K, sdo definidos no modelo de cinética enzimatica proposto por
Michaelis e Menten no inicio do século passado onde ES é um

complexo enzima — substrato formado antes de conversao do substrato em produtos.

k1
E+S « " ES —%% E+p

K4

A derivacido da equacgao Michaelis — Menten
V = Vinax[S]/ (Km + [S]) = Kea[E][S] / (Km + [S])

€ apresentada na figura da préoxima pagina.



Velocidade maxima Concentragio
Velocidade do substrato

naguela [S] J

v~ VauslS]
" K, + 8]

/
Kiiss aparente do
Complexo enzima-substrato Frago de E,, na forma de ES =
[S1/(Kyiss * [S])
K, Koo Ks = [E][S)/[ES]= k_/k;
E+S ék > ES > E+P
1

Velocidade de reacdo = d[P]/dt = kcat[ES]
Podemos assumir que d[ES]/dt =0 (assuncao de estado
estacionario)
Logo: taxa de formacéo de ES = taxa de sua destruicao
Ki[EI[S] = (k4 + Kea) [ES]
Ki{[EoT]-[ESI}S] = (K4 + K ) [ES]
K [Etor] [S] - Ky [ES][S] = (K + ko) [ES]
Ki[Etor] [S] = Ky [ES][S] + (k1 + K, [ES]
K [Etor] [S] = [ESK{K,[S] + (k4 + K)}
[ES]= Kyi[Eror] [SI{K.[S] + (K + K}
[ES]= [Etor] [SIHIS] + (K; + K/ Ki}
[ES]= [Eqor] [SIALS] + Ky} onde Ky = (K ; + K Ky

Logo: velocidade = kcat[E|[S]/(K,,+ [S])
Vo = Vmax[s]/(KM + [S]) Onde Vmax = kcat[ETOT]

Notar que Ky, = (k.; + K,/ K;

Logo, se k,; >k, = Ky=k,/k =Ks=[E][S)/[ES]=
ool Constante de dissociagéo
ondicao de

equilibrio rapido do complexo ES (ezima-substrato)
Entre E, Se ES.



Substancias que reduzem a atividade de uma enzima sdo chamadas inibidores. Em
termos gerais, inibidores podem atuar em varias maneiras. Aqui vamos focalizar em
inibidores que ligam reversivelmente com a enzima com constantes de dissociagao
K. Estes tipos de inibidores podem atuar em duas maneiras diferentes: a) Eles podem
competir com o substrato para o mesmo sitio de ligagdo na superficie da enzima livre.
Neste caso sdo chamados inibidores competitivos ou b) Eles podem ligar em em outro
sitio na enzima livre (E) e/ou no complexo enzima-substrato (ES). Estes inibidores s&o
chamados inibidores mistos/nao-competitivos se podem ligar a E e ES e sao
chamados acompetitivos se ligam somete ao complexo ES.

A presenga de um inibidor competitivo se manifesta em uma mudanga no valor do Km
Kmeps = Km(1+[I[/K)) = aKm onde (1+[lJ/K))

A presenga de um inibidor mista/ndo-competitivo se manifesta em uma mudanga nos
valores do Km e no valor do Vmax

Kmops = Km(1+[IV/K)/(1+[11/K;) = oaKm/o’.

Vmaxeps = Vmax / o’

A presenca de um inibidor acompetitivo se manifesta em uma mudanca nos valores do Km
e no valor do Vmax

Kmops = Km / (1+[I)/K;) = Km/a’.

VmaXeges = Vmax / o’



Grupo de discussao:

1) As velocidades de uma reacdo enzimatica foram determinadas para diversas

concentragdes de substrato, conforme a tabela abaixo:

[S] (uM) V (umol/L.min)
5 22
10 39
20 65
50 102
100 120
200 135

Os graficos de, respectivamente, V em funcdo de [S] e 1/V em fungcdo de 1/[S] podem

servir para determinar Ky, e Vmax? Como?

2.) Numa reagdo enzimatica, o valor de Vmax, mas nao o de Ky é diretamente proporcional a

concentracao da enzima? Justifique.

3.) A velocidade inicial de uma reacao enzimatica em fungédo da concentragédo do substrato S,

na auséncia e na presenca dos inibidores A e B segue os dados da tabela abaixo:

Velocidade (umol/L x min)
[S] (uM) — —
Sem | Com Inibidor A Com Inibidor B
1,25 1,72 0,98 1,01
1,67 2,04 1,17 1,26
2,5 2,63 1,47 1,72
5,0 3,33 1,96 2,56
10,0 417 2,38 3,49

a. Qual é a classe dos inibidores A e B?

b. Determine Vmax e Ky na auséncia e presenca dos inibidores.

4.) Utilizando-se dos valores de Ky e Vi,ox determinados nas questdes 1 e 3, esquematize num

mesmo grafico, para as duas reagbes, V em fungcdo da concentragdo de substrato,



5.

expressa em multiplos de Ky. No eixo dos Y ajuste arbitrariamente as escalas para cada
reacao fazendo coincidir os pontos de V = V.. Como sdo as curvas para duas reacgdes?

Justifique o resultado.
O que sado enzimas alostéricas? Defina utilizando-se de graficos esquematicos de V em

funcdo de [S], compare uma enzima michaeliana (da questdo 4) com uma enzima

alostérica positiva e com uma enzima alostérica negativa.

MECANISMOS DE CATALISE ENZIMATICA.

Catalise acido/base — catalise por transferéncia de protons. A catalise acida € um
processo no qual a transferéncia parcial de protons de um acido para o estado de
transicdo diminui a energia livre do estado de transicdo de uma reacdo. A reacao pode ser
também estimulada por uma catalise basica se a taxa de reagcdo aumentar com a
abstragdo de um proton por uma base. Algumas reacdes podem ser sujeitas
simultaneamente a ambos o0s processos, caracterizando uma catalise acido-base. Em
reacdes catalizadas por enzimas os acidos e bases catalizadores s&o grupos especificos
ionizaveis da enzima localizados no seu sitio ativo/sitio catalitico. A mutarrotacdo da
glicose (Figura 1) e a catélise da ribonuclease pancreatica bovina A (RNase A) (Figura 2)

sao exemplos de catalise acido-base.

ulX H—A
\(‘/” ()i /(J H B
> C
X
—/ 61-1(\;3- —/u
u-D-Glucose B-pD-Glucose
A /
/H AT
—0 )
ST A
CH=0 Il—/}}S

Linear form

Figura 1



Figura 2:

|
N-‘D .
Ribonuclease A

+
\> His 119
N

Voet & Voet,
Biochemistry

Figura 2



2. Catalise covalente envolve a aceleracao da taxa de reacao através da formacao transiente
de uma ligagao covalente substrato-catalisador. A descarboxilagdo do acetoacetato € um

exemplo deste processo:

CH;—C— (“I-I;—( —L>[ c L,H2 —Lu —C CH,4

Acetoacetate Enolate Acetone
RNH., —
OH ™ e "
OH
R H R H + R H
o . i CO, C‘\ H %
| e Vi ] || I
CH3;—C—CH,—C CH;— C=CH, CH;— C—CHj4
¥y U
Schiff base

No primeiro estagio desta reagdo, a amina faz um ataque nucleofilico ao grupo carbonila

do acetoacetato formando uma base de Schiff (ligagéo imina).

H H H
7 JOELET 5 T
)\ + C=0=—N—-—C—0H = —N=
S\ — "
Schitf
H base

O atomo de nitrogénio protonado do intermediario covalente atua como um receptor de
elétrons reduzindo assim o carater de alta energia do enolato. A catalise covalente possui
estagios nucleofilicos e eletrofilicos. A catalise covalente pode ser dividida conceitualmente

em trés estagios:

1) A reacgao nucleofilica entre o catalisador e o substrato formando uma ligagao
covalente.

2) A perda de elétrons do centro da reagao pelo catalisador agora eletrofilico.

3) A eliminagdo do catalisador que é uma reagdo essencial para retornar ao

estagio 1.



Grupo de discussao:

1.) Examine a reagao de hidrélise de RNA catalisada pela RNase A para verificar que se trata

de um mecanismo de catalise acido-base.

2.) Faga o grafico da velocidade de uma reagao enzimatica em fungéo do pH para uma enzima
estavel entre pHs 3 e 12, considerando que o substrato ndo possui grupos ionizaveis e a
atividade enzimatica exige no centro ativo uma carboxila (pKa = 5) desprotonada e um

grupo amino (pKa = 9) protonado.

3.) Definir catalise eletrostatica. Procure um exemplo de uma enzima que utiliza esta

estratégia.
1.) Descrever o mecanismo empregado pelas serina proteases (tripsina, quimiotripsina,

elastase, etc) para hidrolizar ligagbes peptidicas. Descrever todas as etapas da reacgao.

Quais tipos de catalise sdo empregados em cada uma das etapas?

LIPIDEOS, MEMBRANAS & TRANSPORTE.

1. Lipides ou lipideos sao substancias bioldgicas soluveis em solventes organicos, como
cloroférmio e metanol e, praticamente, insoliveis em agua. Os lipides compreendem: a)
acidos graxos, em geral na forma de triacilglicerois; b) glicerofosfolipides; c) esfingolipides; d)

colesterol e derivados. Este médulo se restringe a acidos graxos e triacilglicerois.

2. Acidos graxos sdo acidos carboxilicos com longas cadeias hidrocarbonadas,
encontrados na forma de tri-esteres de glicerol. A maioria possui um namero par de C,
predominando os de 16 (acido palmitico) e os de 18C (acido oléico). Grande parte apresenta

dupla ligagao (insaturado) e muitos sao poli-insaturados.

3 As propriedades fisicas dos acidos graxos dependem do grau de insaturagdo da cadeia
hidrocarbonada. As moléculas dos acidos graxos saturados sdao muito flexiveis, facilitando a
atracdo e coesao entre si. Duplas ligagdes entre C impde rigidez a cadeia, tornando-a menos

flexivel e limitando a coesividade entre as moléculas do acido graxo. Em consequéncia disso,



a temperatura de fusao (transicdo de fase sélido/liquido)diminui com o grau de insaturagao

dos acidos graxos.

4, Os triacilglicerideos desempenham um papel de reserva de energia metabdlica.
Algumas de suas propriedades fisico-quimicas séo ideais para essa fung¢ao: a) elevado grau
de reducado de seus C, maximizando a quantidade de energia livre liberada na oxidagéo e b)
alta hidrofobicidade, permitindo estocagem livre de agua (estoques anidros). Nao € por acaso
que os triglicerideos compde cerca de 90% da reserva de energia metabdlica e também da

dieta lipidica dos humanos.

5. Moléculas anfifilicas, como lipideos com uma unica cauda hidrofébica, acidos graxos
livres e detergentes, quando em solugdo aquosa e acima de um limiar de concentracao
(concentrag¢ao micelar critica ou cmc) formam agregados globulares chamados micelas.
6. Por outro lado, lipideos com duas caudas hidrofébicas, como glicerofosfolipideos e

esfingolipideos, tendem a formar bicamadas lipidicas, que sdo a base estrutural das

Micela Bicamada

membranas bioldgicas.

7. As membranas bioldgicas sdo compostas por proteinas associadas a uma matriz de
bicamada lipidica. As proteinas que compde as membranas pertencem a duas categorias:
a) integrais ou intrinsecas e b) periféricas ou extrinsecas. Este arranjo estrutural foi
originalmente proposto em 1972 por Singer e Nicholson como o modelo de mosaico fluido
para as membranas bioldgicas, que plenamente confirmado por resultados experimentais

estruturais e funcionais.



) - Olignsaceharide
a0 _u,fj\:{ - chains of
O a = glyeoprotein

Glyeolipid

Nonpolar Lipid
fatty acyl hilayer
chains | i
ey
Phespholipid
polar heads

II'.I:tF!gIHl protein Feripheral protein
(single Lrans- covalently linked
membrane helix) Lo lipid

Integral protein
{multiple trans-
membrane helives)

Modelo de mosaico fluido para membranas biologicas

8. As membranas séo barreiras hidrofobicas que oferecem grande resisténcia a passagem
de solutos hidrofilicos, cuja permeagédo exige proteinas transportadoras especificas,
conforme esquematizado na figura abaixo. Desta maneira a membrana, através de

transportadores especificos, regula o transporte de metabolitos entre compartimentos

celulares.
Hydrated
solute
e 5%
e
@ ;Qi—
“at’ e
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Simple diffusion
without transporter
<
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(b)
Transporter
9. Um exemplo classico de transporte € a tomada de glicose pela hemacia mediada por

um transportador especifico, cuja velocidade depende da concentragdo externa de glicose e



obedece a uma curva hiperbdlica de saturacdo ja bem conhecida da cinética enzimatica,

sendo K; analogo a Ky:

Initial velocity of glucose
entry, V (uM/min)

Extracellular glucose
concentration, [S],; (mm)
(a)
Esta forma de transporte é conhecida como transporte passivamente mediado ou difusao
facilitada. Trata-se de um processo exergbnico, pelo qual o soluto, no caso a glicose,
atravessa espontaneamente a membrana indo do compartimento de maior para o de

menor concentragao.

10. Existem 5 transportadores conhecidos que mediam a difusao facilitada de glicose em
humanos: GLUT1 a 5, cujos Kis sao diferentes para atender as necessidades funcionais
dos tecidos nos quais sao expressos. GLUT1 é o transportador em hemacias, ja GLUT2 &
expresso no figado e células beta do pancreas, enquanto GLUT4 aparece no musculo

esquelético e tecido adiposo, etc.

11.Mas, no epitélio do intestino a glicose obtida da dieta é transportada para dentro da
célula contra o gradiente de concentragio, portanto através de um processo endergdnico
que exige consumo de energia metabdlica para ocorrer e é referido como transporte ativo.
Neste caso o transportador € chamado simport, pelo qual a glicose é transportada junto
com Na* e é termodinamicamente possivel porque existe um gradiente eletroquimico de
Na® de fora para dentro da célula. Ha mdltiplas formas de transporte ativo, das quais este
exemplo da glicose é apenas uma delas. Grande parte da energia metabdlica consumida
pelas células se deve a manutencdo da enorme diversidade de transportadores que

promovem a transferéncia de metabolitos e ions contra gradientes de concentragao.



Grupo de discussao:

1.) O que é concentracao micelar critica. Como varia tamanho e forma de micelas formadas

por anfifilicos de uma Unica cauda hidrocarbonada? Explique.

2.) Uma hipétese central na pesquisa de membranas é que os lipideos da membrana devem
ser fluidos (em oposicao a "congelados") a fim de que a membrana possa desempenhar
suas funcdes. O apoio para esta hipotese é fornecido pela observacdo de que a
composigdo de acido graxo das membranas pode ser alterada pelas condigdes nas quais a
bactéria cresce. Por exemplo, se a bactéria esta crescendo em temperatura menor que a
normal, as quantidades observadas de acidos graxos insaturados (relativas ao conteudo de
acido graxo saturado) estao acima do normal.

Contrariamente, se a bactéria esta crescendo em temperatura acima da normal, as
quantidades observadas de acidos graxos insaturados nos lipideos da membrana
(relativas aos acidos graxos saturados) estao abaixo do normal.

(a) Sugira razdes para o fato de que o conteudo lipidico na membrana bacteriana deve ser
fluido para que a membrana intacta opere apropriadamente.

(b) Explique como a alteracdo observada nos niveis dos acidos graxos insaturados relativa
aos niveis dos acidos graxos saturados, em diferentes temperaturas de crescimento, apoia

a hipétese da fluidez da membrana.

3.) Fornega uma explicagdo termodindmica para o fato de que moléculas de fosfolipideo
difundem rapidamente no plano da bicamada, mas muito lentamente mudam de uma face

a oposta.

4.) Descreva os mecanismos pelos quais detergentes extraem proteinas integrais de

membrana, mantendo-as em solugao.

5.) Explique porque soda funciona bem para desentupir pias entupidas com gordura animal.

6.) Para saber se uma bactéria tomava leucina e etileno glicol por transporte mediado ou nao
mediado, foram feitas medidas de velocidade inicial de tomada em fungio da concentracao
de ambas substancias, resultando na tabela fornecida abaixo. O que vocé conclui do
exame dessa tabela? Explique e calcule K; e V.« S€ encontrar evidéncias de transporte

mediado.



Componente Concentracao [M] | Velocidade Inicial (unidades arbitrarias)
Leucina 1x10° 110
2x10° 220
5x10° 480
1x10° 830
3x10° 1700
1x10™ 2600
5x10™ 3100
1x10° 3200
Etileno glicol 1x10° 1
5x10° 5
0,01 10
0,05 50
0,1 100
0,5 500
1,0 1000

7.) Células epiteliais de intestino de camundongo isoladas em cultura transportam L-leucina e

D-leucina mostrando K; (mM) e V.« respectivamente iguais a: 0,24 e 420 para L-leucina e
4,7 e 310 para D-leucina, ambos em presenca de Na* no meio de cultura. Mas na auséncia
de Na* , L-leucina mostra 0,24 e 23 enquanto D-leucina mostra 4,7 e 5 para K; (mM) e
Vimax, respectivamente. Classifique esse transportador de leucina quanto ao tipo e
mecanismos de acdo. Que efeitos vocé esperaria se nesse meio de cultura fosse colocada
valinomicina (ionéforo de Na+)? E se fosse dissolvida ouabaina (inibidor da ATPase

Na+/K+) no meio de cultura? Explique.

8.) O pH e a absorgéo de drogas. A droga aspirina, intensamente receitada, € um acido fraco

com um pKa de 3,5. A aspirina é absorvida para o sangue através das células de
revestimento do estdbmago e do intestino delgado. Para uma substéncia ser absorvida ela
deve atravessar facilmente a membrana celular. A passagem através da membrana celular
€ determinada pela polaridade da molécula: moléculas ibnicas (carregadas) e moléculas
altamente polares passam lentamente, enquanto aquelas neutras e hidrofébicas passam
rapidamente. Como o pH do suco gastrico é cerca de 1 e o pH no intestino delgado, cerca

de 6, pergunta-se:

a) Escreva por férmulas estruturais a ionizagao reversivel da aspirina.
b) Onde a aspirina € mais absorvida para a corrente sanguinea, no estbmago ou no intestino

delgado? Justifique claramente a sua escolha.



AGUCARES: ESTRUTURA E FUNGAO.

1. Os carboidratos sdo compostos que apresentam a férmula empirica (CH,O), (n> ou =
3), sendo funcionalmente poliidroxialdeidos ou poliidroxicetonas. Os carboidratos mais
simples sdo os monossacarideos, que se apresentam na formas de aldoses ou
cetoses, conforme o grupo funcional carbonilico que possuem, isto &, respectivamente,
aldeido ou cetona. Ha duas trioses: o gliceraldeido, uma aldotriose, e a diidroxiacetona,
uma cetotriose (Figura 1). O gliceraldeido apresenta um carbono (C2) assimétrico,
dando origem a dois isdmeros opticos, as formas D e L (Figura 2). Ja a diidroxiacetona
nao possui C assimétrico e, por isso, ndo mostra esse tipo de isomeria. Os outros
monossacarideos podem ser derivados pelo crescimento da cadeia destas duas
trioses. A Figura 3 mostra a familia D derivada do D-gliceraldeido, cujas férmulas

estruturais planares obedecem as regras de Fisher.

COOH HODC

H 4 i

(]3 H—(|3—OH
H—(|]—OH (|3=0 | o i
II—(|3—OII 11—(|:—011 Ehis CHs

H H :

Glyceraldehyde, Dihydroxyacetone,

an aldotriose a ketotriose

Figura 1 Figura 2: Carbono quiral ou carbono assimétrico.



Relacdes esteroquimicas das aldoses

Aldose mais
simples (aldotriose)  aldotetrose aldopentose
Three carbons Four carbons Five carbons
H H H H
N Cy“ N i A
H\ # H\ & | EI] ‘I: 'T"
H o (l, f]‘. H——0H HO—-:r:—H H—-;l‘.—DH HO—C—H
\Iﬁ H—;l'—m-l HO—C—H I-I—lll.'—DH H—{—0H Ho—Ll*._H HO-—{—=H
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O aumento da cadeia do monossacarideo leva ao aparecimento de novos Cs assimétricos e,
portanto mais isébmeros estruturais, também chamados estereocisbmerios. O numero de
isdbmeros € dado pela expressdo 2" onde n é o nuimero de carbonos assimétricos. Por
exemplo, em aldoexoses ha 4 Cs assimétricos, logo o nimero de isémeros é 2* =16, sendo 8
da forma D e 8 da forma L. Mas, as estruturas lineares como representadas na Figura 3 tanto
para pentoses como para hexoses sdo poucos estaveis em solugdo, formando estruturas
ciclicas segundo a reagdo mostrada na Figura 4. Esta é uma reagcdo bem conhecida da
quimica organica, pela qual um alcool (OH) faz uma adicdo nucleofilica a carbonila de um
aldeido, formando um composto de condensacao da conhecido como semiacetal. No caso do
exemplo da Figura 4 a hexose é a D-glicose e, como a figura mostra, a ciclizagao leva ao
aparecimento de uma outra isomeria estrutural devido as duas posicboes possiveis do OH do
C1 em relagdo ao plano do anel, gerando os isdmeros a e f. E importante enfatizar que o OH
do C1 nao é quimicamente equivalente aos demais OHs que sdo alcodlicos, sendo por isso
chamado de OH glicosidico. A existéncia do OH glicosidico permite que todos os
monossarideos sejam oxidados em condi¢cbes brandas pelo reagente de Fehling, uma reacao

de oxido-reacio na qual os OHs alcodlicos ndo participam.

Estereoisoméros / Enantiomeros / Diastereomeros / Epimeros / Anémeros

Fossivels esterecisomeros 2% n= numero dos centros chirais

(‘3}[0 (‘IHD THD (‘IHO
H/C-OH HO- (‘:—H H-C-OH HO _(‘j_H
Hlc-oH HO-C-H HO/.C-H
lHcon| [Ho.CH] H.C-OH

CH,OH CH,OH CH,OH CH,O0H
D-ribose L-ribose D-xilose D-lixose
Enantiomeros: todos os centros chirak diferentes
Epimeros: apenas um ceniro chiral diferente
Diastereomer {gualquer par de esierecisomeros que hio séo enantiomeros)

1 (|3H0— R

H-C-OH

2 |

HO-C-H

q_ _OH i Andmeros

HCOH--'

5

& CH,0H

Figura 4



2. Conforme exemplificado na Figura 4 ha uma nomenclatura especificamente designada
para distinguir pares de estereoisOmeros. Enantibmeros possuem estruturas
isoméricas que sdo uma imagem especular da outra, por exemplo, cada membro da
familia D de hexoses mostrada na Figura 3 tem um, e, somente um, enantibmero na
familia L. Sao epimeros pares de esterecisbmeros que diferem apenas pela
configuracdo de um C assimétrico. Sdo andmeros os dois isébmeros resultantes da
posicao do OH glicosidico do C1 na estrutura ciclica da hexose. E, finalmente, sdo
denominados diastereoisbmeros pares de isdbmeros que nao caem em nenhuma das

categorias anteriores.

3. Ligacao glicosidica: os monossacarideos podem se apresentar na forma de oligo ou
polissacarideos, onde os monémeros sado ligados através de ligagcdes glicosidicas.
Oligossacarideos sao formados por um pequeno numero de monossacarideos,
resultantes da condensagdo de um OH glicosidico com um OH alcodlico, como
exemplificado abaixo pela dimerizacdo de duas moléculas de a-glicose por ligagao 1-4,

originando o dissacarideo maltose:

8 8
CH,OH CH,OH

Ligagao glicosidica
(w-1,4)

Caso a ligacéao glicosidica envolva a condensagao dos dois OHs glicosidicos como é o
caso da trealose, uma a1-1-diglicose, o dissacarideo ndo pode ser oxidado pelo
reagente de Fehling (dissacarideo nao redutor). Ja a maltose, que possue um OH

glicosidico livre é um dissacarideo redutor, sendo oxidado pelo reagente de Fehling.

4. Polissacarideos sédo polimeros constituidos de centenas ou milhares de residuos de
monossacarideos, geralmente glicose, formando cadeias lineares, como a celulose
(B1-4-poliglicose), ou cadeias ramificadas, como o glicogénio e o amido.

O (glicogénio é altamente ramificado, as suas cadeias lineares sao formadas por
ligacdes a1-4-glicosidicas e suas ramificacbes decorrem de ligagbes a1-6-glicosidicas
(Figura 6). O glicogénio apresenta uma unica extremidade redutora livre (C1 no residuo

final na ultima molécula de glicose da cadeia) e inUmeras extremidades nao redutoras.



A partir das extremidades nao redutoras ha acréscimo ou retirada de residuos do

polimero. Portanto, as moléculas de glicogénio ndao tém tamanho definido.

Glicogénio
Poli (a1-4) (a1-6) glicose

Branch

Main g
chain

APpp—Y

Figura 6

Grupo de discussao:

1.) Desenhe o conjunto dos isémeros de D-aldoses de 6 C, através das férmulas de projegao
de Fisher. Quantos epimeros possue uma hexoaldose. Identifique todos os epimeros de D-

glicose. Existem pares enantioméricos na familia D de monossacarideos. Explique.

2.) Descreva o fenbmeno da mutarrotagcdo de D-glicose, incluindo as reag¢des quimicas
pertinentes com as respectivas formulas estruturais dos reagentes. O que este fendbmeno

tem a ver com os conceitos de C anomérico e andbmeros.

3.) Compare os dissacarideos maltose e sacarose, identificando a ligagao glicosidica em cada

caso. Por que maltose é redutora e sacarose nao é.

4.) Analise a estrutura do glicogénio. Procure destacar as vantagens e desvantagens da

funcao deste polimero como composto de reserva energética.

5.) Verifique as principais caracteristicas dos polissacarideos estruturais, comparando
celulose, quitina e glicosaminoglicanos (estes também chamados mucopolissacarideos).
6.) A porgdo de natureza sacaridica de algumas glicoproteinas pode servir como sitio de

reconhecimento celular. Para desempenhar esta funcdo, os oligossacarideos ou



glicoproteinas devem ter a capacidade de formar um grande numero de diferentes
estruturas. Qual dos dois pode produzir uma maior variedade de estruturas: oligopeptideos
compostos de cinco residuos de diferentes aminoacidos ou oligossacarideos compostos de

cinco residuos de diferentes monossacarideos? Explique.

7.) Frutose, o principal agucar do mel, é comumente usada como adogante de alimento. Este

agucar na forma B-D-piranose € provavelmente a substancia mais doce conhecida. A

forma B-D-furanose é muito menos doce.

a) Quais séao as estruturas da pB-D-frutopiranose e p-D-frutofuranose?

b)

A dogura do mel diminui ao deixa-lo em repouso e ao mesmo tempo aumentando a

temperatura. Explique.

8.) Interconversdo das formas de D-galactose. Uma solu¢ao recém-preparada da forma o de

b)

D-galactose (1g/ml em um tubo polarimétrico de 1 dm) mostra uma rotagcéo optica de +
150,7°. Quando deixada em repouso por um longo periodo de tempo a rotagdo decresce
gradualmente até atingir um valor de equilibrio igual a + 80,2°. Em contraste, uma solugéo
recém-preparada (1g/ml) da forma B mostra rotagao ética de apenas +52,8° . Quando esta
solugao é deixada em repouso por varias horas a rotagcdo aumenta até o valor de equilibrio
igual a +80,2° , valor idéntico aquele observado para a a-D-galactose.

Escreva as férmulas de projecdo de Haworth das formas o ¢ da D-galactose. Qual
caracteristica distingue as duas formas?

Por que a rotagdo de uma solugao recém-preparada da forma o decresce gradualmente
com o tempo? Explique por que solugdes das formas a ¢ B (de concentragdes iguais)

atingem o mesmo valor de rotagao éptica no equilibrio?

c¢) Calcule a composigao percentual das duas formas de galactose no equilibrio.

TERMODINAMICA.

1.

2.

A variagao de energia livre padrao é diretamente relacionada a constante de equilibrio:
AG°=-2.3RT log K¢q
A composicdo de um sistema de reagcdo (uma mistura de reagentes e produtos) tende a
uma variagao continua até que o equilibrio é alcangado. No equilibrio, as taxas de reagao
para um lado e para outro sao exatamente iguais. As concentragbes de reagentes e
produtos no equilibrio definem a constante de equilibrio. Na reacao:

A+B €2 C+D,aconstante de equilibrio é dada por:

Keq = [C][D]/ [A][B]



Quando um sistema nao esta em equilibrio, ele tende ao equilibrio, e a magnitude desta

tendéncia pode ser medida como a variagcao de energia livre da reagéo, AG. A energia livre

de Gibbs (G), uma propriedade termodinémica, é definida pela equagéo: G=H-TS,

onde H, T e S sado respectivamente entalpia, temperatura absoluta e entropia, todas

também propriedades termodinamicas.

Numa transicdo de estado a temperatura (T) e pressdo constantes (condi¢des comuns as

reacgoes bioquimicas) a variagcado de G (AG) é: AG = AH - TAS.

Se se trata de uma reagao bioquimica, AH é o calor de reagcao. Quando AH é positivo a

reacado € endotérmica, se AH for negativo a reacdo é exotérmica. Nestas condi¢des, a

espontaneidade da reacao € definida pelo valor de AG: se AG € negativo, a reagao é

espontanea, sendo denominada exergbnica. Se, ao contrario, AG for positivo, a reagdo nao

ocorre espontaneamente e é denominada endergbnica. Portanto, a reagdo ocorre no

sentido em que a energia livre total diminui.

No equilibrio, AG = 0. Logo, é possivel demonstrar a validade das seguintes igualdades:
AG=AG°+23RTlogB/ A —» B/A=K —> AG°=-2_3RTlogK

Em condi¢des padréo, a 25°C (298K), com concentragcdes de reagentes e produtos iguais

a 1M, pH = 0, a variacdo de energia livre é considerada padrao, ou AG°. Entretanto, a

maioria das reagdes bioquimicas ocorrem em pH 7,0, para as quais utiliza-se AG°".

O diagrama abaixo mostra esquematicamente como varia G com o desenvolvimento da

reacao, indicado no eixo das abcissas como coordenada de reagao

Estado de Transicao

Energia
Livre
(G)
AG*
Estado Inicial
AG®'
Estado Final

Coordenada de Reacgao



Para que a reagéo ocorra, necessariamente tem-se Ggna < Giniciai, iSt0 €, AG é negativo. Um
ponto importante a ser destacado é que o valor de AG permite prever se a reagao pode
ocorrer, mas nao a velocidade com que a reagao atinge o equilibrio. A velocidade de reacao
depende da energia livre do Estado de Transi¢do que é maior que do que o dos reagentes no
Estado Inicial, isto €, AG* é positivo. Quanto maior o valor de AG*, menor sera a velocidade de

reacao.

7.) Na reacao genérica A — B a velocidade (v) € proporcional a [A], isto &, vi=k4[A]. A
velocidade da reacédo inversa sera, consequentemente, v.1=k4[B]. ki e k; sdo constantes de
velocidade e reagdes como A—B e B—A sao ditas de primeira ordem, porque as suas

respectivas velocidades dependem de concentracdo molar de um Unico reagente elevado a

poténcia 1. As constantes de velocidade k; e k4 sdo diferentes da constante de equilibrio da

reacdo, K=[B]/[A]. No estado de equilibrio, por definicdo, v4=v4 e, portanto, formalmente,

K=k4/k4. As reagdes representadas pelas equagdes seguintes: 2A—B e A+B—C sao de

segunda ordem, cujas velocidades sdo, respectivamente, v=ka[A]* e v=kas[A][B]. Notar que a

ordem da reagdo nao coincide necessariamente com a estequiometria da equacgéo quimica.

6. As quinases formam uma classe muito importante e abundante de enzimas, que se
caracterizam por catalisar a transferéncia de um grupo fosfato de alta energia para uma
outra substancia receptora.

7. Sao chamados compostos de alta energia substancias organicas com o grupo fosfato em
ligagdes anidrido ou fosfoenol, cuja hidrolise libera fostato inorganico (Pi) com um AG®
negativo e em valor absoluto superior a 8kcal/mol. Outros compostos fosforilados com o
fosfato em ligagbes ester ou tioester também mostram um AG® de hidrélise negativo, mas
de valor absoluto da ordem de 3kcal/mol. Estas classes de compostos estao ilustradas na
Tabela 3. O principal composto fosforilado da célula é o ATP; cuja formula estrutural esta
na Figura 2. O ATP possui fosfato em ligagbes anidrido e ester, aos quais correspondem
AGY de hidrdlise de, respectivamente, -8kcal/mol e -3,5kcal/mol. Todas estas reagoes
sao, portanto, muito voltadas para os produtos de hidrélise, sendo praticamente
irreversiveis. No entanto, nenhuma destas reagdes ocorre na célula a velocidade
significante se nao houver catalise por uma enzima especifica, da classe das

fosfatases.
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TABELA 3 Compostos fosforilados

R R
' |
c-0-® # HQO —» C=0 + P AG=-13000 calimol
I
CH2 CH3
Fosfoenol cetona acido
R R
| |
c—0-(P) + H,0 —» %—OH + P AG? =- 8.000 cal/mol
Il
@] (0]
Anidrido fosforico acido 4cido
R—0 P + H0 —> R-OH + P AG® =- 3,000 cal/mol
Ester fosforico alcool acido

R-C—S—CoA + H,0 —— R-C—OH + HS-CoA AG® =- 3.000 cal/mol
I I

0] (0]
Tioéster acido tioalcool

ATP + H,O —» ADP + P; AG? =- 8.000 cal/mol
Adenosina trifosfato 4cido 4cido

ADP + HO — AMP + P AG® =- 8.000 cal/mol
Adenosina difosfato acido acido

AMP + HO —> A-OH + P AG? =- 3.500 cal/mol
Adenosina monofosfato alcool acido

(Adenosina)

P; = fosfato inorganico = HPO42' (pH=7,4) Na célula:

® = p032' [ATP] + [ADP] + [AMP] = constante




9. No metabolismo é muito importante a transferéncia de fosfatos de um composto
fosforilado de alta energia para outro. Uma das reacdes chave deste tipo é:
fosfoenolpiruvato + ADP — ATP + piruvato

AG"=-5kcal/mol

Como esta reacdo nao ocorre sem catalise, seu controle pela célula é feito através de
uma enzima quinase especifica.

10. Além das quinases que catalisam a transferéncia de grupo fosfato do ATP para
metabdlitos, existem as quinases que tem como substratos proteinas, genericamente
referidas como quinases de proteina ou, simplesmente, proteina-quinases.

Ha alguns milhares de proteina-quinases diferentes em um organismo, que catalisam a

transferéncia de fosfato de ATP para o grupo OH da cadeia lateral de residuos

especificos de serina e treonina formando um éster de fosfato. As reacdes deste tipo sao
genericamente chamadas de fosforilagdes e sdo modificagbes covalentes que causam
mudanca de conformagéo das proteinas, alterando sua atividade biolégica. Por exemplo,
um grande numero de enzimas s&o fosforiladas para sofrer uma transicdo do estado
inativo ao ativo ou vice-versa. Mais raramente as proteinas sado fosforiladas no grupo

endlico de residuos de tirosina.

Grupo de discussao:

1.) Defina reagdes exotérmicas e endotérmicas. Qual a relagao entre estes conceitos e a

fungéo termodinamica entalpia?

2.) Defina reacdes exergbnicas e endergbnicas. Qual a relagdo destes conceitos com
AGY.

3.) AG” é caracteristico de cada reacdo (desde que a temperatura seja constante) e
nao varia com as concentracdes de reagentes e produtos no equilibrio. AG, por outro
lado, nao é caracteristico da reacdo, podendo assumir qualquer valor em funcio das

concentragdes iniciais de reagentes e produtos (quociente Q na expressao de AG).
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Mostre por que estas afirmagdes sdo verdadeiras discutindo a expressdo que

relaciona AG? e AG.

4.) Na reagao genérica A>B Keq=103. Qual o valor de AG”? No ponto de equilibrio as
concentragdes molares de A e B podem variar? Como varia AG com as concentragoes

molares iniciais de A e B?

5.) Ainda para a reacdo A->B (questdo 4) proponha uma condi¢gdo na qual a reacao
inversa seja espontdnea. Mostre que a sua proposta €& possivel calculando o
respectivo AG. Esta questdo possui multiplas respostas ou apenas uma resposta

Unica?

6.) Para a reacdao A->B (questado 4), se a constante de velocidade de primeira ordem, k
for igual a 10, qual deve ser o valor da constante k4 para a reagao inversa? Para um
mesmo K, constante de equilibrio, pode haver multiplos valores de ki e k4 ? Qual a

interpretagao termodinamica para a sua resposta?

7.) Considerando a equagdo AG” = -2,3 RT log K, sendo: R = 1,98 x 10 kcal/mol°K; T =
298K e 2.3 RT = 1,36 kcal/mol. Calcule os valores de AG” quando

K varia de 10° a 10°. Faca uma tabela.

8.) Porque a hidrdlise de ATP necessita catalise enzimatica, sendo este um composto rico
em energia? Utilize-se do grafico esquematico de variagao de G (energia livre) em fungéo
de coordenada de reacao para responder a esta questao, definindo estado de transicéo e

energia de ativagao.

GLICOLISE.

1. A glicolise é a principal via catabdlica da glicose compreendendo as 10 reacgdes
enzimaticamente catalisadas que sdo mostradas na figura abaixo e cuja estequiometria
total pode ser observada na equagao quimica seguinte:

Glicose + 2 NAD* + 2 ADP + 2 P; — 2 Piruvato + 2 NADH + 2 ATP + 2 H,0 + 4 H*
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A (glicdlise, como todas as vias catabodlicas, é exergbnica e a equacdo acima
corresponde um AG® = -43,4 kj/mol". Mas, o dado da variacdo de energia livie mais
interessante € em termos de AG, cujo valor exato depende de cada célula especifica,
por exemplo, em musculo cardiaco estima-se que seja igual a —74,0 kj/mol™.

2. A finalidade da glicdlise é obtengdo de energia, como a equagdo estequiométrica
indica, cada molécula de glicose é degradada a duas de piruvato e parte da energia
livre liberada nesta degradacéo é retida nos produtos na forma de 2 NADH e 2 ATP.

3. A reagdo que permite a obtengdo de NADH é a Unica de oxido-redugdo da glicdlise,
pela qual gliceraldeido-3-P é oxidado a glicerato-1,3-bisP, através da acao oxidante de
NAD" catalisada pela enzima gliceraldeido desidrogenase. A manutencdo da
capacidade oxidante da glicdlise exige que NADH seja re-oxidada a NAD* , uma
alternativa para isso é apresentada na figura, através da reacao pela qual NADH reduz
piruvato a lactato, recuperando NAD". Esta alternativa ocorre no musculo esquelético
com baixos niveis de O,

4. Ja ATP é produzido em duas reacgbes distintas pelas quais um radical fosforil é
transferido de, respectivamente, glicerato-1,3-P e P-enolpiruvato para ADP, em
transferéncias catalisadas por glicerato-1,3-P-quinase e P-enolpiruvato-quinase. Esta
maneira de fosforilagdo de ADP é conhecida como fosforilagdo a nivel do substrato,
para distingui-la da fosforilagéo oxidativa da mitocdndria que sera vista mais adiante.

5. Na glicdlise, ha 3 reacbes de fosforilagdo irreversiveis catalisadas, respectivamente,
pela hexoquinase, fosfofrutoquinase e piruvato-quinase, que funcionam como marca-
passos da via, cuja regulagdo se da por um elaborado sistema de controle alostérico
das enzimas.

6. Diversas outras hexoses, como frutose, galactose e manose, também sdo
metabolisadas pela via glicolitica.

7. A glicdlise em condigdes anaerdbicas tem energética e fungdes variadas, conforme o
organismo. Cabe fazer dois destaques importantes.

8. Em vertebrados, encontram-se musculos esqueléticos muito pobres em mitocdndria,
que sao especializados para produzir ATP a partir de glicélise anaerébica, cuja
energética obedece a seguinte reagédo geral: Glicose — 2lactato + 2H" ; AG” = -
196kJ/mol. Mas, parte dessa energia livre liberada que seria dissipada (61kJ/mol) é
retida na forma de 2ATP produzidos por mol de glicose degradada. Deve-se ainda
enfatizar que o lactato ndo é descartado, pois vai ser aproveitado no figado, aonde é

reoxidado a piruvato, alternativa metabdlica importante a ser examinada mais a frente.
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9. Leveduras mostram um exemplo de glicdlise anaerdbica na forma da fermentacgao
alcodlica, segundo a reagado geral: Glicose — 2Etanol + CO %, AG® = -235kJ/mol. Aqui
também parte da energia livre, +61kJ/mol, € mantida com a produgéo de 2ATP. A parte
final da fermentacdo alcodlica compreende duas reagdes: a primeira envolve a
descarboxilacdo de piruvato e liberacdo de acetaldeido, catalisada pela enzima
piruvato-carboxilase, que nao existe em animais. Na segunda reagédo a desidrogenase

alcodlica catalisa a redugao do acetaldeido por NADH.
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Grupo de discussao:

1.) Classifique as reagdes da glicdlise, destacando as que sao de 6xido-reducao.

2.) Equacione a reacgao de oxidacao de gliceraldeido-3-fosfato, destacando o oxidante e o

redutor.

3.) Na reacao do item 2.) parte da energia é utilizada para produzir ATP. Mostre como
isso é possivel, equacionando as etapas relevantes da reacao. Defina fosforilagdo ao

nivel do substrato.

4.) Equacione a reagao liquida da transformagdo de glicose em piruvato. Como é
regenerada a capacidade oxidante do sistema NAD'/NADH necessaria a atividade
glicolitica nos glébulos vermelhos humanos (que nao tém mitocéndria) e na cultura de

levedo sem O, (fermentagéo).

5.) Examine uma tabela com as 10 reagbes da via glicolitica que contenha,
respectivamente, o AG” e o AG das reagdes. Quais sdo as reagdes irreversiveis da

glicélise?

6.) Porque os valores de AG” e de AG da mesma reacdo podem ser diferentes? Para
decidir se a via glicolitica numa determinada célula & reversivel ou irreversivel, que
valor é mais relevante, AG” ou AG?

7.) Uma pessoa incapaz de executar exercicios fisicos intensos e prolongados teve suas
enzimas analisadas. Todas as enzimas da via glicolitica estavam em concentracéo
normal, com excessao da fosfoglicerato mutase muscular.

a) Como sera afetada a produgédo de energia metabdlica em uma célula que apresenta
baixos niveis desta enzima?

b) Como sera afetada a producéo de Lactato na auséncia desta enzima? [Referéncia: Di
Mauro, S.; Miranda, A.F.; Kahn, S.e Gitlin, K. - Human muscle phosphoglycerate
mutase deficiency Science 1981, vol. 212, 1277-1279.

8.) Calcular a porcentagem de energia armazenada pela célula ao degradar glicose pela

via glicolitica. Sabe-se que:
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Glicose - 2 lactato AGO‘ =-47.000 cal/mol

CICLO DE KREBS

1. Em condigdes aerdbicas, o destino do piruvato produzido na glicélise é sofrer uma
descarboxilacado oxidativa catalisada pela piruvato desidrogenase, que € um complexo
multienzimatico existente no interior da mitocéndria de eucariotos. Portanto, o piruvato
precisa entrar na mitocéndria para ser degradado por essa via. A reagcao geral é a
seguinte: Piruvato + CoA + NAD* — Acetil-CoA + NADH + CO,

2. O acetilCoA resultante da metabolizagdo do piruvato é totalmente oxidado no ciclo do
acido citrico, também chamado ciclo de Krebs, conforme a seguinte reacao geral:
Acetil-CoA + 3NAD" + FAD + GDP + P; — 2CO, + 3NADH + FADH, + GTP + CoA
O ciclo de Krebs, esquematizado na figura, compreende 8 reacbes, envolvendo 8
enzimas e 8 acidos carboxilicos, di e tri-acidos, todos dispersos na matriz da
mitocondria. Portanto, comegando no piruvato e passando pelo acetilCoA, ocorre
oxidagcdo completa desses metabolitos liberando 3CO, sem participagdo de O,
molecular. Os agentes oxidantes em todas as reagbes sdo NAD"* ou FAD e as formas
reduzidas destas co-enzimas (NADH + FADH, ), resultantes do processo, s6 séo
reoxidadas na cadeia respiratéria, uma via especializada que se localiza na membrana
mitocondrial interna e sera considerada mais adiante.

3. O ciclo de Krebs, conforme sua reacgao geral indica, é essencialmente catabdlico, pois
promove a oxidagdo do radical acetil a 2CO, e retém parte da energia livre desta
reacao na forma de coenzimas reduzidos que, posteriormente, servirao a produgao de
ATP através da fosforilagcdo oxidativa. Para cumprir esta fungdo basta que os 8
intermediarios do ciclo ocorram em concentragbes cataliticas. Mas, o ciclo possui
outra funcao, além da catabdlica, diversos de seus intermediarios alimentam as vias
de sintese de aminoacidos, lipideos e glicose, isto é, o ciclo tem também funcgao
anabdlica e, portanto, deve ser classificado como anfibolico. Para que o ciclo
desempenhe concomitantemente ambas as funcbes, catabdlica e anabdlica, as
concentragbes dos intermediarios sdo mantidas e controladas através de um
complexo sistema de reagdes auxiliares, conhecidas como reag¢des anapleréticas. Um
exemplo de reagao anapleroética é a carboxilagdo de piruvato para obter oxalacetato,

catalisada pela enzima piruvato carboxilase.
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4 A transformagéo de piruvato em acetil-CoA, € uma reagéo para a qual convergem
diversas vias catabdlicas e anabdlicas, além da glicdlise. Por esse motivo a piruvato
desidrogenase esta sujeita a um controle altamente elaborado, compreendendo dois
niveis de regulagao: a) controle alostérico através da inibigdo pelo produto, exercido
por NADH e acetil-CoA; b) modificagdo covalente reversivel da subunidade E; da

enzima, por fosforilagao/desfosforilagao.

5.As enzimas citrato sintase, isocitrato desidrogenase e a-cetoglutarato
desidrogenase sao as reguladoras do fluxo metabdlico através do ciclo de Krebs e

estdo sujeitas a controle alostérico, envolvendo NADH como inibidor e Ca® e ADP
como ativadores.

Piruvato
CoASH + NAD-
K: CO2 + NADH

Acetil-CoA

H20
CoASH

Oxaloacetatg Citrato

NADH + H-
NAD- H-0
L-Malato cis-Aconitato

H20
H20
Fumarato . .

Ciclo de Krebs Isocitrato

FADH:
NAD:-

FAD

NADH + H+

Succinato

GTP Oxalosuccinato

GDP + Pi CO:

Succinil-CoA a-Cetoglutarato

NADH NAD:-
+He
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Grupo de discussao:

1.) Escrever a reacao de formacao de acetil-CoA a partir de piruvato e indicar:
a) as 5 coenzimas necessarias
b) as vitaminas envolvidas
) a sua localizagao celular

2)) Como é a equacdo quimica, estequiometricamente equilibrada, que representa a
oxidacao de acetil-CoA no ciclo de Krebs? Como se pode medir o rendimento do ciclo
de Krebs em termos de coenzimas reduzidos (poder redutor) e ATP (“ligacdes de

fosfato de alta energia”).

3.) Identifique os tipos de reagdes que ocorrem no ciclo de Krebs, mostrando as

respectivas equagdes quimicas.

4.) Equacione a descarboxilagdo oxidativa de a-cetoglutarato a succinato, respeitando a
estequiometria da reacdo. Mostre as etapas que compdem esta reacdo com as

respectivas enzimas e coenzimas.

5.) Quais sdo as enzimas do ciclo de Krebs sujeitas a regulagdo? Explique como cada

uma delas é regulada.

6.) Explique porque piruvato é estequiometricamente convertido a CO, na respiragdo de
fatias de musculo mantidas em solucgéo fisioldgica, enquanto oxalacetato e citrato tem
efeito catalitico neste mesmo processo. Mostre porque a respiragdo pode ser
sustentada pelo consumo estequiométrico de citrato, mas ndo de acetato, quando o

ciclo de Krebs € inibido por malonato.
7.) Dispondo das enzimas necessarias, a adicdo de que compostos fara aumentar a

concentracdo de oxaloacetato em um sistema “in vitro” que contém mitocéndrias:

acetil-CoA, piruvato, glutamato, citrato ou acidos graxos?
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8.) Uma suspensdo de mitocondrias, suplementada com acetil-CoA marcada com C',

produz CO, marcado apenas quando suprida de oxigénio. Em condi¢bes anaerdbias,
a adigéo de azul de metileno restaura a produgdo de CO, marcado, observando-se

também a descoloragdo do corante (azul de metileno reduzido € incolor). Explique

estes dados.

CADEIA RESPIRATORIA E FOSFORILAGAO OXIDATIVA.

1. Fosforilagdo oxidativa é o processo bioquimico pelo qual a oxidagdo de NADH e
FADH, , produzidos na glicélise e ciclo de Krebs, ocorre acoplada a produgédo de ATP,
a partir de ADP + Pi. Este processo se da na cadeia respiratéria ou cadeia de
transporte de elétrons, que compreende um conjunto ordenado de enzimas e
transportadores de elétrons inseridos na membrana interna da mitocondria.

2. A cadeia respiratoria contem 4 complexos, LI, lll e IV, ordenados por ordem crescente
de potencial redox, indo do potencial padrdo de NAD*/NADH (E®= -0,315V) ao do
0,/H,0 (E”= +0,815V). Os elétrons sdo transferidos do complexo | ou Il para o
complexo lll pela coenzima Q (ou ubiquinona), e do complexo lll para o complexo
IV pelo citocromo C para chegar ao O,. NADH e FADH, @ cedem elétrons,
respectivamente, aos complexo | e Il. A transferéncia exergbnica de elétrons do nivel
redox de NADH para o de O, (AE”= 1,130V) envolve uma diferenca de energia livre
liberada (AG®= -218kJ/mol) que é em parte retida pelo transporte de H" do lado interno
para o externo da membrana, criando o gradiente eletroquimico de prétons que
permitira “empurrar” o processo endergdnico de fosforilagdo de ADP por Pi para gerar
ATP, através da bomba de prétons que constitui a ATP sintase (também conhecida
com F Fo- ATPase).
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Espaco
Intermembranar

Matrix
Mitocondrial

NADH + H- 1/2 Oz + 2H+
H-0

(Complexo I

3. A ATP sintase é distinta e fisicamente separada da cadeia de transporte de elétrons. A

transferéncia de 2e de NADH até O, envolve um AG”= -218kJ/mol, que gera um
incremento no gradiente de prétons suficiente para mover a ATP sintase, permitindo a
producdo de 3 moles de ATP (AG”= +30,5kJ/mol). Nestas condicdes, a ATP sintase
trabalha com uma eficiéncia termodinamica igual a 42%. E, no entanto, necessario
destacar que quando os 2e saem do nivel redox de FADH, , formam-se apenas 2ATP.
Naturalmente, para uma melhor medida da real eficiéncia termodindmica da
fosforilagdo oxidativa seria preciso estimar o AG da transferéncia de elétrons em vez
do AG”.

4. A grande quantidade de energia livre que seria dissipada na oxidacdo completa da
glicose a CO; e H,0O [C¢H120¢ + 6 O, - 6 CO, + 6 H,0; AG”= -2823 kJ/mol] é
aproveitada para produgdo de ATP, gragas quase exclusivamente ao processo de
fosforilagdo oxidativa, rendendo 38ATP por mol de glicose (incluindo neste total 2ATP
da glicdlise e 2 do ciclo de Krebs).

5. Varios mecanismos da cadeia de transporte de elétrons e de seu acoplamento a sintese
de ATP foram elucidados através da utilizacdo de inibidores e desacopladores, entre 0s
quais estdo: rotenona, amital, antimicina A, cianeto e DNP.

— Rotenona e amital inibem a redugéo dos complexo | e 1l por NADH.
— Antimicina A inibe o transporte de elétrons no complexo Il

— Cianeto inibe o transporte no complexo IV.
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— DNP ¢é desacoplador, pois promove o “vazamento de H* levando a dissipacdo do
gradiente de protons e continuo transporte de elétrons, desacoplado da sintese de
ATP.

5. A sintese de ATP a partir de ADP e P; na mitocéndria, que é catalisada pela ATP
sintase, é dirigida pelo processo de transporte de elétrons. Mas como a ATP sintase é
fisicamente separada das proteinas do transporte de elétrons, a energia livre liberada no
transporte de elétrons deve ser conservada em uma forma que possa ser utilizada pela
ATP sintase.

A energia livre do transporte de elétrons & conservada pelo bombeamento de H* da matriz

mitocondrial para o espago intermembranar, criando um gradiente de H* através

Grupo de discussao:

1.) Definir potencial de oxido-redugdo (E), potencial de o6xido-redugdo padrdao (E°) e

potencial de éxido-redugéo padrao bioquimico (E).

2.) Entre os transportadores universais de elétrons da cadeia respiratoria estdo NAD" e os
nucleotideos de flavina (FAD e FMN), quais s&o as diferengas entre estes
transportadores de elétrons quanto a potencial redox e forma de interagdo com as

enzimas com as quais atuam?

3.) Classifique os seguintes inibidores quanto a seus mecanismos de acao na cadeia

respiratoria: a) rotenona; b) antimicina A; ¢) oligomicina e d) DNP (2,4-dinitrofenol).

4.) Descreva o mecanismo de agcdo do DNP (2,4-dinitrofenol), mostrando porque o
mecanismo de ag¢do deste inibidor € uma demonstragcdo experimental importante da
hipétese quimiosmotica da fosforilagao oxidativa.

5.) Porque F; e F, sdo ambos necessarios para a sintese de ATP?

6.) Em mitocéndrias isoladas, o transporte de elétrons ndo ocorre na auséncia de ADP e

Pi, mesmo que haja abundancia de succinato para fornecer elétrons. Como se explica
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que mitocdndrias nessas condicbes passam a transportar elétrons e consumir

oxigénio se forem tratadas com DNP?

7.) A relagéo entre energia livre padrao de uma reacgéao e o potencial redox é:
AG® = -nFAEyonde n é o nimero de elétrons transferidos
F é a constante de Faraday (F = 23.60 cal V)

AE,' é o, diferenca de potencial padrao da dupla redox.

A uma solugdo 1 M de NAD®, NADH, Piruvato e Lactato, adicionou-se lactato
desidrogenase:
Lactato + NAD*«<>Piruvato + NADH + H*
E.' (NAD*/NADH) = -0,32 V
E.' (Piruvato/Lactato) =-0,19 V

Em que sentido a reagao ocorrera?
A medida que a reagdo ocorre, como variam esses potenciais redox?

8.) Na hipotese do acoplamento quimiosmoético, a energia que comega na forma de
potencial quimico de redugao/oxidacao, &€ convertida na forma de potencial préton-
motriz e finalmente é convertida na forma de potencial quimico de ATP. Qual é a
diferenca entre o potencial quimico (G) e o potencial elétrico ([1) de um soluto

distribuido dos dois lados de uma membrana? Defina “forca préton-motriz”.

GLICONEOGENESE.

1. O figado humano precisa manter niveis minimos da glicose circulante, porque cérebro e
hemécias dependem quase exclusivamente de glicose para producéo de energia. No
entanto, a reserva de glicogénio hepatico ndo é suficiente para essa finalidade. Por isso, 0
figado sintetiza glicose de novo a partir de lactato, piruvato, glicerol, intermediarios do

ciclo de Krebs e aminoacidos, através de uma via anabélica chamada de gliconeogénese.
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No jejum, mesmo o jejum de poucas horas, a gliconeogénese € a principal fonte da glicose

liberada pelo figado na circulagéo.

2. A glicolise, como j& foi visto, € um a via catabolica com a finalidade de produzir energia
na forma de 2NADH + 2ATP a partir da degradacgéo de glicose a piruvato de acordo com a

equacdo quimica seguinte:

Glicose + 2NAD" + 2ADP + 2Pi = 2Piruvato + 2NADH + 2ATP + 2H,0 + 4H"

A gliconeogénese tem a finalidade de sintetizar glicose a partir de piruvato, isto é, faz o
caminho metabdlico inverso ao da glicélise. Mas, a gliconeogénese , contrariamente a
glicolise, € muito endergdnica. Para produzir glicose a partir de piruvato necessitam-se

2NADH+4ATP+2GTP, conforme a estequiometria indicada na equagao abaixo:

2Piruvato+2NADH+4H"+4ATP+2GTP+6H,0 = Glicose+2NAD*+4ADP+2GDP+6P;

3. A gliconeogénese utiliza enzimas glicoliticas reversivelmente, mas trés dessas
enzimas, a hexoquinase, a fosfofrutoquinase e a piruvato quinase, catalizam reacbes com
AG™ muito negativo, sendo essencialmente irreversiveis. Estas reacbes sdo substituidas
na gliconeogénese por reacdes exergonicas, tornando termodinamicamente favoravel a
sintese de glicose a partir de piruvato. Destas reagdes, as duas primeiras
correspondentes as enzimas hexoquinase e fosfofrutoquinase, sdo substituidas por
reacoes simples de hidrélise de ligacao fosfo-ester, catalisadas, respectivamente, pelas
enzimas glicose-6-P-fosfatase e frutose-1,6-bis-fosfatase. Ja a terceira reacdo, que
permite a volta de piruvato para P-enolpiruvato € mais complexa e se da em duas etapas

catalisadas, respectivamente, por piruvato-carboxilase e P-enolpiruvato-carboxiquinase.

4. O balanceamento entre glicolise e gliconeogénese é coordenadamente controlado por
um complexo sistema de regulagdo enzimatica, envolvendo interacbes alostéricas e
modificacbes covalentes. Todo esse controle esta concentrado nas 3 reagcbes nas quais
glicdlise e gliconeogénese seguem reagoes independentes, irreversiveis e opostas, que

sdo: 1) glicose / glicose-6-P; 2) frutose-6-P / frutose-1,6-bisP; 3) P-enolpiruvato / piruvato.
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Grupo de discussao:

1.) Explique como a hemacia mantém glicose a 5 mM e G6P a 0,0083 mM, se a
conversao de glicose em G6P & muito exergbnica. Como seriam afetadas as
concentragoes relativas dos intermediarios da glicdlise se a glucoquinase (K, = 5mM)

fosse colocada artificialmente na hemacia em lugar da hexoquinase (K., = 0,1mM)?

2.) Na gliconeogénese, como sao revertidas as reagdes de glicose —» G6P e F6P — F-

1,6-BP, que séo altamente exergdnicas. Conceitue ciclo futil.

3.) A reversdo da reacado de PEP + ADP — piruvato + ATP n&o pode ocorrer por um
processo relativamente facil como a reversao de glicose + ATP — G6P + ADP. Qual é

a solugao bioquimica que os sistemas bioldgicos utilizam para ir de piruvato a PEP?

5.) Qual é o consumo de energia na sintese de glicose a partir de piruvato, medido em
equivalentes de ATP. Indique as reagdes onde ha consumo. Compare o rendimento

da via glicolitica com o consumo da gliconeogénese, sao iguais ou diferentes?

6.) Um procedimento comum para determinagédo da efetividade de compostos como
precursores da glicose é colocar um animal em jejum até que os estoques de
glicogénio do figado sejam depletados e entdo administrar o substrato em questdo. Um
substrato que leva a um aumento liquido no glicogénio hepatico € chamado de
glicogénico pois ele deve primeiro ser convertido em glicose-6-fosfato. Mostre por meio
de reagbes enzimaticas conhecidas quais das seguintes substéncias s&o glicogénicas:

a)succinato,
b) glicerol,
c) acetil CoA,
d) piruvato e
e) butirato.

Escreva as formulas estruturais das substancias relacionadas de (a) a (e).
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7.) Citar os efetuadores alostéricos positivos e negativos de fosfofrutoquinase e frutose
1,6 bisfosfatase no figado. Quais sdo as consequéncias destes efetuadores no fluxo

relativo dos metabolitos através da neoglicogénese e da glicélise?

8.) O nivel de frutose 2,6 bisfosfato nos hepatocitos varia com a disponibilidade da glicose:
é baixo no jejum e alto apos as refeicdes. Como isso se explica em termos das reacdes

catalisadas por fosfofrutoquinase-2 e frutose 2,6 bisfosfatase.

METABOLISMO DO GLICOGENIO.

1. O glicogénio é um polissacarideo que funciona como forma de reserva de energia em
animais e microrganismos. Em animais, o glicogénio esta depositado no figado, um
orgao central de reserva de energia, e, também, nos musculos, onde é degradado
localmente. O glicogénio hepatico é exportado para manter a glicemia.

2. A natureza polimérica e semi-soluvel do glicogénio constitui-se numa maneira perfeita
de armazenar energia na forma de glicose. O estoque de glicogénio do figado na
forma de glicose causaria tamanha pressao osmoética, que a viabilidade do hepatécito
seria impossivel.

3. O glicogénio € um polimero de a-D-glico-piranose altamente ramificado. Na cadeia os
mondmeros sao interligados por ligagbes glicosidicas o (1—4); nos pontos de
ramificacao a ligagdo também é glicosidica, mas o (1—6).

4. A glicose, na forma de glicose-1-P, é liberada da reserva de glicogénio pela fosforélise
da ligagdo o (1—>4) da extremidade nado redutora do polimero. Esta reacéo é
catalisada pela glicogénio fosforilase.

5. A glicogénio fosforilase degrada até restarem 4 residuos antes de uma ramificagcéo até
que a enzima desramificadora transfere 3 dos 4 residuos para outra extremidade da
cadeia de glicogénio formando uma nova ligagédo a (1—4). O residuo restante esta
ligado a cadeia pela ligagdo o (1—6) que € hidrolisada pela enzima desramificadora

através de sua atividade a (1—6) glicosidase.
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6. Glicose-1-fosfato € convertida a glicose-6-fosfato pela fosfoglicomutase, esta pode ser
liberada pela circulagéo no figado pela agao da glicose-6-fosfatase ou degradada pelo
musculo.

7. A sintese do glicogénio se da através de via uma diferente da de degradagdo. A
glicose-1-P é primeiro ativada a uridinadifosfato-glicose, ou simplesmente UDP-G.
UDP-G ¢é o substrato da glicogénio sintase que catalisa a adicdo de um residuo de
glicose ao carbono 4 da glicose de uma extremidade n&o redutora do glicogénio,
liberando ainda como produto UDP. Esta reacdo necessita de cadeias glicogénicas
pré-existentes que funcionam como PRIMER da reacao, oferecendo extremidades
nao redutoras para reagir com UDP-G.

Gli 6-P ﬁ Gli 1-P
Gli 1-P + UTP — UDP-GIi + PP, (1-fosfato uridil transferase)

UDP-Gli + glicogénio (,) » UDP + glicogénio ( + 1

O UDP é convertido a a UTP as custas da utilizagéo de ATP:

PP, + H,O — 2 P, (pirofosfatase)
UDP + ATP — UTP + ATP (nucleosideo difosfato quinase)

8. A glicogénio fosforilase e glicogénio sintase formam um ciclo que, respectivamente,

libera e deposita glicose-1-P no estoque da glicogénio:

UTP + HZCE/, 2 P,
Glicose-1P > UDPG
Glicogénio,
Fosforilase Sintasel
P, Glicogénion UDP

E facil notar que se estas enzimas funcionarem concomitantemente o ciclo sera
FUTIL, cujo Unico resultado liquido sera dissipacdo de energia através da reacéo:
UTP + H,O — UDP + P,
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10.

11.

12.

Conclui-se que, necessariamente, no hepatdcito estas enzimas séao
coordenadamente reguladas, isto €, quando a fosforilase & ativada para mobilizar
glicose-1-P, a sintase € desativada, e vice-versa, conforme a necessidade celular.
Ambas fosforilase e sintase sao reguladas por fosforilagao (modificagdo covalente) em
residuos especificos de serina, reacbes catalisadas pela mesma proteina-quinase que
possui dupla especificidade, sendo por isso chamada de sintase-fosforilase quinase. A
fosforilase e a sintase sdo espécies fosforiladas, portanto a fosforilagdo, catalisada
pela sintase-fosforilase quinase, causa ativagao da fosforilase e inativagdo da sintase.
A fosforilase a e a sintase | (formas ativas), por um lado, e a fosforilase b e a sintase D
(formas néo ativas), por outro, sao, respectivamente interconversiveis. Para tanto é
necessario que fosforilase a e a sintase | sejam desfosforiladas, através de uma
reacdo que requer catalise. A principal enzima, catalisadora comum destas
desfosforilagdes, é a fosfoproteina fosfatase 1.

A integracao metabdlica requerida pelo bom funcionamento do organismo faz com
que as interconversdes coordenadas da fosforilase e sintase do glicogénio no figado,
por fosforilagdo, sejam controladas extracelularmente por horménios especificos,
principalmente: adrenalina, glucagon e insulina.

As formas inativas fosforilase b e sintase D sdo intracelularmente estimuladas por
fatores alostéricos positivos, por razées de economia interna do metabolismo celular,
independentemente de controle hormonal. Sdo estimuladores alostéricos da

fosforilase b e sintase D, respectivamente, 5-AMP e glicose-6P.

Grupo de discussao:

1))

A ativacado de glicose-1-fosfato (G1-P), requer a clivagem de uma ligacdo de alta
energia, liberando PP;. Considere os passos de ativacdo de G1-P e a reacdo de
regeneracdo de UTP e analise o gasto de energia necessario para a sintese de
glicogénio. Compare o gasto de energia para a adicdo de um residuo de glicose ao
glicogénio, com a obtencdo de energia a partir da liberagdo de glicose na degradagao

do glicogénio.

2.) Qual a finalidade das reservas de glicogénio do figado e musculo? Qual a principal

diferenca bioquimica entre esses tecidos?
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3.) Equacione as etapas de mobilizagao da glicose a partir do glicogénio no figado e no

musculo. Mostre:

a.) no figado (desde a fosfordlise até a liberagéo de glicose no plasma);

b.) no musculo (desde a fosforolise até o aproveitamento na glicélise).

4.) Qual a funcao da hidrdlise de PP; no controle da sintese de glicogénio?

5.) Esquematize as etapas de degradacgdo total do glicogénio, indicando as enzimas

envolvidas, reagentes e produtos da reacéo.
6.) Mostre como sao coordenadas sintese e degradagédo do glicogénio. Restrinja-se a

ativacao e inativagao da fosforilase e da sintase, explicando a natureza do processo e

as enzimas envolvidas. (Ndo considere o controle hormonal)

METABOLISMO DE ACIDOS GRAXOS

1. Os triacilglicerideos desempenham um papel de reserva de energia metabdlica.
Algumas de suas propriedades fisico-quimicas sao ideais para essa fungéo: a) elevado
grau de redugdo de seus C, maximizando a quantidade de energia livre liberada na
oxidagdo e b) alta hidrofobicidade, permitindo estocagem livre de agua (estoques
anidros). Nao é por acaso que os triglicerideos compde cerca de 90% da reserva de

energia metabdlica e também da dieta lipidica dos humanos.

2. A reserva de triacilglicerideos do tecido adiposo € mobilizada através da hidrélise a
glicerol e acidos graxos livres, catalisada por lipase especifica. Os acidos graxos livres
sdo carregados pela corrente sanguinea na forma de complexos com albumina, que
representa 50% da proteina do plasma. Acidos graxos livres sdo muito insollveis, a

~1microM formam micelas, que s&o altamente toéxicas.
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3. A via catabdlica de degradacao de acidos graxos para producédo de ATP ocorre na
matriz mitocondrial e se chama beta-oxidacdo. Esta via leva a clivagem sequencial da
cadeia do acido graxo em pares de C, liberando a cada ciclo: 1acetilCoA, 1INADH e
1FADH, (ver reagbes abaixo), que alimentarao, respectivamente, o ciclo de Krebs e a
cadeia respiratéria. Mas, a beta-oxidagdo exige previamente uma ativagao inicial que
consome 1 ATP e libera o acido graxo na forma de acilCoA. Esta etapa preliminar de
ativagdo se da associada a membrana externa da mitocéndria e, a transferéncia da

acilCoa para dentro da mitocdndria, € mediada pela carnitina.
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Reacgoes de um ciclo de beta-oxidagao.

O
R—-CH;—-CH,;-CH, - ICIJ — S-CoA (acil-CoA)
B a
oxidacao l AD
FADH,
" e
R-CH,-C=C-C-S-CoA (enoil-CoA)
H
hidratacao l}f—HzO
P8
R—-CH; - (Ii - (I) — C -S-CoA (L-hidroxiacil-CoA)
H H
oxidagao l( NAD"
NADH
O O
R-CH, - g: — CH, —ICIJ —-S-CoA (ceto acil-CoA)
[
tidlise CoA
O O

I Il
R-CHy;—-C —S-CoA+ Hs;C — C —=S-CoA (acetil-CoA)

4. A oxidagao completa de uma molécula de palmitato (16C) a CO, e H,0, através da
beta-oxidacdo, ciclo de Krebs e cadeia respiratéria, rende 129ATP. E importante
destacar que este rendimento, medido em ATP/mol-oxidado, € muito superior ao da
oxidacdo completa de agucares e proteinas, pois a oxidacdo de um acido graxo leva a
liberagcao de 37,6kJ/g de energia livre, enquanto oxidagao de agucares ou proteinas
libera apenas 16,7kJ/g.

5. Os acidos graxos sédo sintetizados no citosol por via anabdlica prépria que adiciona

sequencialmente unidades de 2C a cadeia em crescimento. Esta via é alimentada por

acetilCoA, mas so6 a primeira unidade de 2C entra como acetilCoA, as subseqiientes sao

na forma de malonilCoA. Portanto, o acetilCoA precisa ser previamente ativado a
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malonilCoA, por carboxilagdo e consumo de 1ATP, para permitir a reagdo de
condensagéo, levando ao crescimento da cadeia do acido graxo de uma unidade de 2C,
por ciclo de sintese. A ativacao de acetilCoA é catalisada pela acetilCoA-carboxilase, uma
enzima sujeita a controle complexo, envolvendo regulagdo alostérica e ativagao /
desativagao por modificacao covalente (fosforilagao / desfosforilagao).

6. A sintese de palmitato (16C) € altamente endergbnica, obedecendo a sequinte
estequiometria:

AcetilCoA+7malonilCoA+14NADPH+7H* — palmitato+7CO,+14NADP*+8CoA+6H,0
A elongacao da cadeia além de 16C e a inser¢cao de duplas ligacdes é feita por outros
sistemas enzimaticos especializados, que se localizam na membrana do reticulo
endoplasmatico. Mas, mamiferos ndo possuem enzimas para introduzir duplas ligacdes
em cadeias de acidos graxos acima do C9. Por isso, linoleato (18:2) e linolenato (18:3),
sao acidos graxos essenciais que precisam ser adquiridos pela dieta.

7. E importante destacar que animais degradam eficientemente glicose até acetilCoA
pela glicdlise e assim podem converter C de agucar em cadeias de lipideo de reserva.
Mas, estes organismos ndo podem fazer o caminho de volta de cadeias de acido graxo
para glicose, pois ndo possuem reag¢des que convertam acetiiCoA em piruvato ou

oxalacetato.

Grupo de discussao:

1.) Ponto de fusdo dos acidos graxos. Os pontos de fusdo de uma série de acidos
graxos de 18 atomos de carbono sio: acido estedrico (69,9°C), acido oléico
(13,4°C), acido linoléico(-5°C) e acido linolénico (-11°C). Que aspecto estrutural
destes acidos graxos de 18 carbonos pode ser correlacionado com o ponto de
fusdo? Fornegca uma explicagdo molecular para esta tendéncia do ponto de

fusao.

2.) Mostre como os acidos graxos séo ativados antes de serem degradados. Em que

compartimento celular isso ocorre?
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3.) Aonde e sob que forma s&o estocados os acidos graxos? Como os acidos graxos da

reserva metabdlica sdo mobilizados para serem oxidados na matriz mitocondrial?

3.) Explique os passos da B-oxidacao dos acidos graxos, partindo de uma molécula de
palmitato. Calcule o rendimento energético da oxidagdo completa de palmitato a CO,
e Hzo

5.) Na p-oxidagdo, a cadeia de acidos graxos é degradada aos pares de carbono. Na
sintese de acidos graxos, a cadeia cresce também aos pares de carbono. No entanto, o
precursor na elongacdo da cadeia, durante a sintese, € malonil-CoA e nao acetil-CoA.
Explique porqué.

6.) Equacione as etapas que compdem o conjunto de reagbes que permitem adicionar
acetil-CoA a cadeia de acido graxo crescente durante a sintese de palmitato. Mostre

que etapa torna o processo favorecido termodinamicamente.

7.) Compare a [-oxidacdo e a biossintese de palmitato, mostrando diferencas e
semelhangas em:
a. carregadores de grupos acila;
b. reacbes de 6xido-reducao;
¢. coenzimas de 6xido-reducgao;
d. gasto ou produgado de energia em termos de equivalentes de ATP e de coenzimas
redutoras.

8.) Mostre como se da a oxidagao do acido oléico.
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CICLO DAS PENTOSES.

1. Muitas fungdes celulares que envolvem reagdes endergdnicas sido efetuadas gragas a
hidrolise exergbnica de ATP. Outras reacbdes endergdnicas, como a sintese de acidos
graxos e colesterol e a fotossintese, requerem NADPH, que tem um grande poder
redutor.

2. O grupo fosforila no carbono 2 de uma das unidades de ribose do NADPH o diferencia
de NADH. NADH é oxidado pela cadeia respiratoria para gerar ATP, enquanto que
NADPH serve como um doador de elétrons em reagdes biossintéticas redutoras.

3. Na via das pentoses, NADPH ¢é gerado quando a glicose-6-fosfato é oxidada a ribose-
5-fosfato, que é um acgucar de 5 carbonos, componente de varios compostos
importantes, como ATP, CoA, NAD", FAD, RNA e DNA.

4. A via das pentoses também catalisa a interconversao de aglcares de 3, 4, 5,6 e 7
carbonos, em uma série de reagdes nao oxidativas que ocorrem no citosol.

5. As reagbes da via das pentoses sdo as seguintes:

— glicose-6-fosfato é desidrogenado e convertido a ribulose-5-fosfato, em trés
reagdes, produzindo 2 NADPH + H".

— ribulose-5-fosfato é isomerizada a ribose-5-fosfato.

Nestas reagbes, 2 NADPH + H" e uma ribose-5-fosfato s&o gerados para cada glicose-6-

fosfato oxidada.

— ribose-5-fosfato é convertida a gliceraldeido-3-fosfato e frutose-6-fosfato pela
transcetolase e transaldolase. A transcetolase catalisa a transferéncia de unidades
de C2 de uma cetose para uma aldose. A transaldolase transfere unidades de C3
de uma aldose para uma cetose.

As reacOes de transcetolase e transaldolase criam uma ligagao reversivel entre a via

das pentoses e a via glicolitica. O resultado dessas reagcbes € a formacdo de 2

hexoses e 1 triose a partir de 3 pentoses:

Cs+Cs «<——> C3+0Cy Transcetolase
C,+C; €<—=> C,+Cq Transaldolase
Cs+Cy <—> C3+Cq Transcetolase

6. O excesso de ribose-5-fosfato formado pela vias das pentoses pode ser

completamente convertido em intermediarios da via glicolitica.
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7. A primeira reagdo da via das pentoses, a desidrogenacdo da glicose-6-fosfato, é
praticamente irreversivel. E é essa a reagdo em que a via das pentoses € controlada.
O fator regulatério mais importante ¢ o nivel de NADP”, o receptor de elétrons na
oxidagdo da glicose-6-fosfato a 6-fosfogluconolactona. Além disso, NADPH compete
com NADP" pela ligagdo a enzima. A parte ndo oxidativa da via das pentoses é
controlada principalmente pela disponibilidade de substratos.

8. A via percorrida pela glicose-6-fosfato depende da necessidade celular de NADPH +
H*, ribose-5-fosfato e ATP:

— Quando muito mais ribose-5-fosfato é requerida que NADPH + H*, a maior
parte de glicose-6-fosfato é convertida a frutose-6-fostato e gliceraldeido-3-
fosfato pela via glicolitica, a transaldolase e a transcetolase convertem esses
em ribose-3-fosfato.

— Quando a necessidade de NADPH + H" e ribose-5-fosfato estdo balanceadas, a
reacao predominante é a formacado de 2 NADPH e uma ribose-5-fosfato de
glicose-6-fosfato pela fase oxidativa da via das pentoses.

— Quando muito mais NADPH + H" é requerido que ribose-5-fosfato, a glicose-6-

fosfato € completamente oxidada a CO,, ou convertida a piruvato.

Grupo de discussao:

1.) Mostre a parte oxidativa do ciclo das pentoses com as equacgdes das reagdes
envolvidas, indicando os agentes oxidantes e a origem do carbono presente no CO,

liberado.

2.) Compare NADH e NADPH, indicando suas fungbes no metabolismo de carboidratos.
Explique porque a via da pentose-fosfato € muito mais ativa no tecido adiposo que no

musculo.
3.) Quando ha necessidade de NADPH, o ciclo das pentoses pode funcionar dando um

resultado liquido que equivale a oxidagdo total de glicose a CO,. Explique este

processo através das respectivas reacdes estequiometricamente equilibradas.
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4.) Ribose 5-fosfato pode ser obtida para a sintese de nucleotideos através da via das
pentoses, com ou sem oxidagdo da glicose. Mostre como isso € possivel com as

respectivas equagdes quimicas.

4.) Explique como a via da pentose—fosfato é controlada, tendo em vista que grande parte

das reacbes dessa via é reversivel.

6.) Compare as reagbes catalisadas por transaldolases e transcetolases, indicando

reagentes, produtos e a natureza das reagoes.

METABOLISMO DE AMINOACIDOS.

1. Em animais, o N do grupo amino dos aminoacidos sdo eficientemente obtidos a
partir de NH," pelas reagdes catalisadas pelas enzimas desidrogenase glutdmica e
glutamina sintetase, fornecendo, respectivamente, glutamato e glutamina.

2. Ainda em animais de forma geral, os aminoacidos alanina e aspartato podem ser
obtidos a partir de, respectivamente, piruvato e oxalacetato, através da reacéo de
transaminagao tendo glutamato como doador de grupo amino. Outros aminoacidos
exigem reagdes adicionais, além da transaminagido para sua sintese final. Mas,
como regra, os esqueletos de C dos aminoacidos sdo obtidos a partir dos
intermediarios da glicélise, do ciclo de Krebs e do ciclo das pentoses.

3. Ha, no entanto, aminoacidos que ndo podem ser sintetizados por animais devido a
falta do precursor que fornece o esqueleto de C. Estes sdo ditos aminoacidos
essenciais e tem que ser obtidos na dieta. Por exemplo, humanos tem que
conseguir da dieta 9 aminoacidos essenciais.

4, Triglicerideos e glicogénio sdo compostos de reserva, mobilizados quando ha
necessidade de energia. Em animais, ndo existem espécies de proteina com
fungcdes de reserva energética, mas no jejum prolongado proteinas sao
hidrolisadas para liberar aminoacidos que serdo catabolisados para produgao de

energia. O figado é o centro de catabolisagédo de aminoacidos.
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5. O catabolismo de aminoacidos envolve a eliminacdo de N na forma de NH," e a
transformacao dos esqueletos de C em intermediarios da glicélise e do ciclo de
Krebs.
6. Duas reagOes principais permitem a eliminagdo do amino grupo. Diversos
aminoacidos podem transferir o grupo amino para o alfa-cetoglutarato numa reagao
catalisada por transaminases:
aspartato + alfa-cetoglutarato — oxalacetato + glutamato
Por outro lado, glutamina e glutamato podem ser desaminados em reagdes
catalisadas pela glutaminase e desidrogenase glutamica, respectivamente:

glutamina + H,O — glutamato + NH,"

glutamato + NAD" (ou NADP*) + H,O — NH," + alfa-cetoglutarato +

NADH (ou NADPH) + H*

O cation ambnio é toxico, sendo utilizado para a sintese de glutamina ou convertido
em uréia no ciclo correspondente, para fins de excrecao.
8. Aminoacidos como alanina, aspartato e glutamato sao ditos glicogénicos porque
podem ser convertidos em, respectivamente, piruvato, oxalacetato e alfa-
cetoglutarato, que, por sua vez, podem ser transformados em fosfoenolpiruvato para
sintese de glicose. Ja os aminoacidos leucina e lisina sdo chamados cetogénicos por
produzirem exclusivamente acetiiCoA como produto de degradagdo, portanto

servindo a sintese de corpos cetbnicos, mas nao de glicose.

Grupo de discussao:

1.) Como ¢é a reagao de transaminagéo e qual a sua importéncia para o metabolismo de

aminoacidos?

2)) A ambnia pode ser toxica para a mitocOndria hepatica? Como se explica
bioquimicamente esta toxidez? Que reacbes e respectivas enzimas protegem a

mitocéndria da toxidez de aménia?
3.) Uma das duas principais reagdes de entrada de NH; no metabolismo é a reacgao

catalisada pela glutamina sintetase. Mostre a equacido dessa reacdao. Qual a

importancia da glutamina para o metabolismo? Dé exemplos.
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4.) O que sao aminoacidos glicogénicos e cetogénicos? Dé exemplos e explique

mostrando as reagdes relevantes do metabolismo.

5.) Humanos sintetizam parte dos aminoacidos que precisam, o restante é obtido da dieta
e por isso, chamados essenciais. Mostre, com as reagdes pertinentes, porque e como
alguns aminoacidos sao sintetizados por humanos e qual a limitagdo que impede a

sintese dos essenciais.

6.) Animais em geral nao possuem reservas na forma de proteinas ou qualquer outra
macromolécula nitrogenada. Quais as consequéncias desse fato para o balanco de
nitrogénio nesses organismos em condi¢gdes de alimentagdo abundante e de jejum

acentuado?

CICLO DO NITROGENIO.

1. Os gases mais abundantes no ar atmosférico, O, e N,, sdo essenciais para a
existéncia da vida biolégica no planeta Terra, mas divergem quanto a reatividade
quimica. O O, tem propriedades de radical livre reagindo com relativa facilidade,
dai servir muito bem como oxidante final na respiragcao de todos os organismos. Ja
o N, possui uma fripla ligacdo altamente estavel que lhe confere baixissima
reatividade quimica. Apesar disso, o N, gasoso da atmosfera é a fonte do elemento
N que garante a vida na Terra. Por essas razbes fisico-quimicas a redugdo do N,
atmosférico pelos sistemas bioldgicos tem caracteristicas muito peculiares.

2. A reducao quimica do N, a NHj exige condi¢des drasticas, 500 graus Celsius de
temperatura e 300 atm de presséao, certamente incompativeis com a vida bioldgica.
Mas bactérias especializadas do género Rhyzobium, que sdo simbiontes de plantas
leguminosas, reduzem eficientemente N, a NH,", uma espécie quimica totalmente
compativel com o metabolismo de todos os organismos. Portanto, o N, fixado por
essa simbiose entre planta e bactéria garante a disponibilidade do elemento N para
todas as formas de vida terrestre. As bactérias fixadoras de N, possuem um

complexo enzimatico singular, a nitrogenase. A reagéo de redugdo do N, a NH,"
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(fixagéo de nitrogénio), qual envolve um redutor poderoso a grande investimento de
energia na forma de ATP, é catalisado pela nitrogenase, qual usa NADPH + H*
como doador de elétrons:

N, +8H" +8e-+16 ATP + 16 H,O — 2 NH; + H, + 16 ADP +16 P;

3. A volatilidade do NH," (NHs; + H*) n&o favorece sua permanéncia no solo, mas
existem bactérias autotréficas de vida livre, muito abundantes e largamente
disseminadas, que sao especializadas na oxidacao do cation aménio a nitrito e
nitrato para fins de obtencao de energia metabdlica. Desta maneira o elemento N é
estavelmente depositado no solo na forma de espécies quimicas, sais de nitrito e
nitrato, que sao eficientemente absorvidas pelas raizes das plantas e prontamente
reduzidas a NH," no interior da célula vegetal.

As etapas sumariamente mencionadas compreendem o ciclo do nitrogénio na
natureza: a) redugdo do N, a NH,"; b) oxidagdo de NH," a nitrito e nitrato; c) reducgéo
de nitrito e nitrato a NH;" e d) transformacdo do elemento N de inorganico para
organico com a sintese de aminoacidos a partir de NH,", reagdo possivel em todas a

formas de organismos bioldgicos.

Grupo de discussao:

1.) CO; e N, existem na atmosfera e sao fontes dos elementos C e N para os seres vivos.
CO, ¢ eficientemente fixado pelas plantas em geral através da fotossintese. N, por
outro lado, apesar de extremamente abundante, 70 a 80% do ar, nao ¢é fixado pela
grande maioria das plantas, que necessitam espécies reduzidas ou oxidadas de N,
para a sintese de compostos nitrogenados. Somente algumas poucas formas de
bactérias tém a capacidade de fixagcao de N,. Compare o processo de fixacdo de CO,
com o de fixacao de N,, e procure mostrar porque as plantas fixam muito bem CO,,

mas nao N..

2.) Equacione a reagao da nitrogenase e mostre aonde ocorre.

3.) Qual é a fungdo de compostos nitrogenados na respiragao anaerobica? Descreva a

respiracao anaerdébica identificando doadores e aceptores de elétrons ?
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4.) Certas bactérias oxidam NH; a nitritos e nitratos, enquanto plantas e bactérias em
geral reduzem nitritos e nitratos a NH;. Qual a fungéo da redugao de nitritos e nitratos

na vida desses organismos?

5.) Cianobactérias conseguem fazer fotossintese e fixacdo de nitrogénio no mesmo

tempo. Explique como isso ocorre.

6.) Compare as vias de assimilagdo de amébnia em organismos ricos e deficientes em

nitrogénio.

CONTROLE HORMONAL DO METABOLISMO e INTEGRAGAO METABOLICA.

1. A regulacdo metabdlica é feita de interferéncia direta de determinadas reacbes
quimicas que compdem o metabolismo, aumentando ou reduzindo sua velocidade. O
resultado direto deste processo € a maior oferta de substratos ou acumulo de
metabdlitos que acabara por influenciar outras vidas dependentes destes compostos
e a forma mais eficiente de regulagdo desta rede é aumentar a concentragdo ou
alterar a eficiéncia da enzima.

2. Pode se controlar a sintese ou degradagédo enzimatica; também se pode modular a
atividade enzimatica através de mudancas conformacionais da prépria enzima
provocada através da ligacdo de compostos ou grupos na cadeia peptidica: regulagao
alostérica e regulacado por modificagao covalente. A concentracdo enzimatica também
pode variar conforme a oferta do substrato; alteracdo mediada através de hormonios.

3. Horménios sao sinais quimicos que permitem a comunicacdo entre células. Sao
sintetizados em células glandulares para atingir células alvo através da circulagc&o
sanguinea. As células alvo respondem a horménios especificos por possuirem os
respectivos receptores hormonais. A ligacdo do horménio ao receptor segue uma
reacdo de equilibrio semelhante a interacdo enzima-substrato: H + R — [RH]: a
constante de dissociagédo de RH (KD), correspondente a reagao inversa € muito baixa
- (10" a 10 M) - devido 4 alta afinidade entre horménio e receptor.

4. Uma parte importante dos receptores hormonais sdo proteinas integrais de

membrana, muitas da quais tem, atualmente, sua estrutura primaria conhecida e sua
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estrutura tridimensional modelada, em consequUéncia da clonagem e sequienciamento
dos seus respectivos genes. Por exemplo, o receptor B-adrenérgico do hormdnio
adrenalina, encontrado em hepatécito e outros tipos celulares, possui um peso
molecular de 64 kD, compreendendo uma Unica cadeia peptidica que, de maneira
serpentiforme, atravessa a membrana 7 vezes, deixando do lado extracelular, a
extremidade N-terminal e 3 algas, e do lado intracelular, outras 3 algcas mais a
extremidade C-terminal. A porgcao extracelular do receptor contém o sitio de ligagao
da adrenalina, enquanto a porcéo intracelular se associa a um trimero de proteinas
conhecidas como proteina-G, por ter um sitio especifico para ligagao do nucleotideo
GTP. Sao hoje conhecidos mais de 1000 receptores, de multiplos horménios, com
esta estrutura basica formando a superfamilia chamada dos receptores associados a
proteina-G. A funcio deste receptor é transduzir o sinal “adrenalina” de fora para
dentro da célula, processo que é mediado pelas proteinas-G. Ha também receptores
presentes no citoplasma nuclear e citoplasmatico e neste caso, o hormbnio precisa
ter alta solubilidade a lipideos, atravessando a membrana plasmatica como os
hormdnios esterdides para encontrar o seu receptor dentro da célula.

4. Os hormoénios estdo envolvidos no metabolismo em dois niveis: indugdo ou repressao
génica de determinadas enzimas ou através da modificacdo covalente: A fosforilagdo
€ mediada pelas proteinas quinases que transferem o grupo fosfato do ATP para
residuos especificos de serina, treonina e tirosina, formando uma ligacdo éster
fosférico ou a retirada do grupo fosfato é catalisada pela acdo de fosfoproteinas
fosfatases através da hidrdlise.

5. A ligacdo de adrenalina ao receptor B-adrenérgico acoplado a proteina G ativa a
enzima adenilato ciclase através da ativagdo da subunidade o (por ligagao de GTP),
presente na face interna da membrana citoplasmatica, qual ativa a adenilato ciclase,
catalisando a formacao de cAMP a partir de ATP e desencadeando a transducédo de
sinal. A descoberta de cAMP, por Sutherland e colaboradores ha cerca de 40 anos,
levou a criagdo do conceito do segundo mensageiro da agdo hormonal, sendo cAMP
o0 primeiro a ser descrito, e permitiu dar inicio a progressiva compreensdo dos
mecanismos de agao do receptor de adrenalina. Devemos lembrar que os primeiros
mensageiros quimicos extracelulares sdo os horménios. cAMP tem efeito transiente e
é hidrolisada pela acado da fosfodiesterase. Na célula, o balanco entre as reagdes de
sintese (a) e degradacao (b) regula a concentragao intracelular do cAMP.

a) ATP + H,O — cAMP + 2 P;; catalisada pela adenilato ciclase
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b) cAMP + H,O — AMP; catalisada pela fosfodiesterase.
7. A base da agdo metabdlica do cAMP ¢ a ativagao alostérica de uma quinase cujos
substratos sao proteinas, sendo conhecida como proteina quinase dependente de cAMP,
ou simplesmente PKA (Protein Kinase dependent on cAMP). A PKA, uma vez ativada,
catalisa a fosforilagdo ativadora (modificagdo covalente) de uma cascata de proteinas
quinases que terminam na fosforilacdo da fosforilase a e da sintase do glicogénio,
causando, respectivamente, a ativagado e a inativacdo dessas enzimas. O resultado final
dessa sequéncia de ativacbes enzimaticas, com alternancia de regulagdo alostérica e
modificagdo covalente, é a fosfordlise do glicogénio liberando glicose-1P, comandada por
sinais hormonais extracelulares.
8. Os efeitos de ativagdo ou ndo da via dependem do receptor ativado, no caso dos
receptores a adrenérgicos, os efeitos de a1 sdo mediados através dos ions calcio e e a
ativacao de a2 leva a inibicao da via de adenilato ciclase. Ha casos aonde a proteina G é
do tipo G5 sendo ativadora de adenilato ciclase e do tipo Gg inibindo a adenilato ciclase.
Algumas toxinas podem ativar ou bloquear a via de transdugéo de sinal: toxina da cdlera e
a toxina da coqueluche.
9. Dois hormbnios sdo os principais responsaveis pelo equilibrio da concentragcao da
glicose circulante: Glucagon e insulina.
10. O glucagon é um hormdnio que tem efeitos equivalentes ao da adrenalina no controle
do metabolismo do glicogénio: possui um receptor da familia dos receptores acoplados a
proteina-G e ativa a cascata que se inicia com cAMP/PKA. Este ¢é liberado em condigbes
de hipoglicemia ativando processos degradativos para manutencdo da glicemia
sanguinea. A PKA (proteina quinase ativada por cAMP) fosforila a fosforilase quinase
tornando-a ativa. A fosforilase quinase fosforila agora glicogénio fosforilase. A glicogénio
fosforilase ativada (quando fosforilada, glicogénio fosforilase b — a) catalisa a hidrélise de
residuos de glicose do glicogénio liberando grupos de glicose-1-fosfato. No mesmo
tempo, a fosforilase quinase, ativada pela cascata do receptor de glucagon-proteina-G,
cAMP/PKA, fosforila a glicogénio sintase , a qual se torna inativa quando fosforilada
(sintase | — sintase D).
b) A insulina tem efeito oposto, promove a absor¢céo de glicose pelo figado e musculos e
usa deposicao nas reservas de glicogénio. Mas é importante notar que a insulina tem
mecanismos de acao totalmente diferentes da adrenalina e do glucagon. Os receptores
de insulina nao pertencem a familia dos receptores acoplados a proteina-G e ndo tém

acao sobre a adenilato ciclase. Seus receptores sao do grupo de receptores cujo dominio
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intracelular apresenta atividade intrinseca de proteina-quinase de tirosina. A insulina
estimula fosfoproteinas fosfatases. Para reverter a agao do glucagon, a insulina promove
a ativagao da fosfoproteina fosfatase que catalisa a desfosforilagdo da glicogénio
fosforilase e da glicogénio sintase, levando a inativagao da primeira (fosforilase a — b) e
ativacdo da segunda (sintase D — sintase I). Desta forma o fluxo glicose—glicogénio é
favorecido. O transporte da glicose no interior das células com a atuacao da insulina € um
processo passivo mediado por uma familia de permeases denominadas GLUT (glicose
transporter).

11. Respostas celulares rapidas desencadeadas por horménios s6 podem ser obtidas
através da ativacdo, ou da inibicdo, de enzimas pré-existentes. Hormonios esterodides (por
exemplo cortisol) quando secretados difundem-se pela membrana citoplasmatica e ligam-
se ao seus receptores intracelulares os quais, quando ativados, promovem no nucleo a
regulagdo do metabolismo pela indugéo da transcricdo de genes que codificam enzimas
especificas, levando a sintese de novo das proteinas correspondentes, fenémeno
conhecido como indugdo enzimatica. Mas o0 mecanismo de indugdo enzimatica
desencadeado por hormoénios resulta necessariamente numa resposta celular lenta, uma
vez que os RNAs mensageiros (mRNAs) precisam ser transcritos, processados,
transportados para o citoplasma e finalmente traduzidos para produzir as proteinas
enzimaticas exigidas.

12. A adrenalina estimula uma resposta local no musculo. A liberagdo de adrenalina é
induzida por estimulo nervoso autbnomo em situagdes de perigo, exercicio fisico, e
hipoglicemia e induz a degradacgao do glicogénio com os fins de fornecer glicose-1-fosfato
como fonte de energia para atividades musculares que permitem ao animal reagir a estas
situacdes.

13. Regulagao da glicdlise e gliconeogénese

A glicdlise € uma das vias metabdlicas prinicipais para o fornecimento de energia. No
figado, encontra-se também a gliconeogénese, a qual &, de forma geral, uma via
antagbnica da glicolise. A regulagdo das duas vias é feita de forma reciproca, isto €&,
quando uma delas esta ativa, a outra esta inibida. Ha trés vias sob controle metabdlico: as
conversodes reversiveis de: (i) glicose para glicose-6-fosfato (hexoquinase e glicose-6-
fosfatase); (ii) frutose-6-fosfato e frutose-1,6-bisfosfato (fosfofrutoquinase e frutose-1,6-
bisfosfatase; e (iii) fosfoenolpiruvato e piruvato (piruvato quinase e fosfoenolpiruvato

carboxiquinase, piruvato carboxilase).
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A fosfofrutoquinase € o principal ponto de regulagao da glicélise. AMP e frutose-2,6-
bisfosfato agem como efetuadores alostéricos positivos. A formagao de frutose-2,6-
bisfosfato esta sob controle hormonal. Em condi¢des de hipoglicemia, o glucagon estimula
a producao de cAMP no figado. Isso ativa a PKA a fosforilar e inativar a fosfofrutoquinase
e ativar a frutose-bisfosfatase-2, diminuindo a concentracao de frutose-2,6-bisfosfatase.
Como resultado, o equilibrio entre as reac¢des de fosfofrutoquinase é alterado, em favor da
sintese de frutose-6-fosfato, aumentado o fluxo gliconeogénico e a sintese de glicose-6-
fosfato. Ao contrario, em condi¢cbes de hiperglicemia, as concentragcées de cCAMP
diminuiram, e o consequente aumento de frutose-2,6-bisfosfato ativa a fosfofrutoquinase

e promove a glicélise.

Grupo de discussao:

1.) Os hormobnios podem ser de natureza quimica muito diferente, por exemplo,
adrenalina, uma catecolamina, e glucagon, um peptideo. Apesar disso, desencadeiam
0 mesmo processo metabdlico no figado, isto €, mobilizagéo de glicose da reserva de
glicogénio. Se um horménio € um sinal quimico, como € possivel que substancias
quimicamente tdo diferentes transmitam a mesma sinalizagcdo metabdlica para o

hepatocito?

2)) O sinal hormonal, por exemplo, da adrenalina no hepatécito, & rapidamente
decodificado e amplificado numa cascata que alterna ativacdes alostéricas e reacoes
enzimaticas. Mostre quais sdo os fundamentos desse processo que garantem essa

rapidez e amplificago.

3) As vias metabdlicas classicas como, por exemplo, a glicélise e a via de biossintese de
acidos graxos, cuidam da grande massa do trabalho metabdlico, como,
respectivamente, produ¢cdo e armazenamento de energia. Ha, no entanto, vias ou
circuitos, quantitativamente insignificantes, mas fundamentais, para o controle das
vias metabdlicas massivas. Os circuitos, ou vias regulatérias, acionados pelos
horménios pertencem a este grupo. Que circuito regulatério permite a adrenalina

promover a glicolise no musculo e a gliconeogénese no figado?
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4.) O nivel de glicose no sangue apds um periodo de jejum é de aproximadamente 0,8
mg/ml (4 mM). Depois da ingestdo de alimentos, o nivel de glicose passa a ser de
aproximadamente 1,2 mg/ml (6 mM). Explique porque os niveis de glicose variam tao

pouco em situagdes alimentares tao diferentes. Como esses niveis sao controlados?

5.) A indugdo enzimatica € uma importante forma de adaptagdo do hepatécito as
necessidades metabdlicas do organismo, mas nao serve para respostas ultra-rapidas

como a mobilizagédo de glicose da reserva de glicogénio. Explique porqué.

6.) A concentracdo de ATP na célula esta em torno de 5 mM. A quantidade total de ATP
€ pequena e é fonte primaria de energia para o funcionamento celular. Por outro lado,
o ATP é também o reagente que permite gerar cAMP, um dos mais importantes
sinais quimicos intracelulares de regulacdo metabdlica. Além disso, cabe lembrar que
todos os efeitos regulatérios do cAMP decorrem da ativagdo da enzima quinase de
proteina dependente de cAMP, conhecida como PKA. Tendo em conta todos estes
fatos conhecidos, qual deve ser a ordem de grandeza da constante de ativacao (K,,

semelhante a K;,) de PKA por cAMP? Justifique sua resposta.

FOTOSSINTESE

1. A fotossintese € o processo pelo qual a energia luminosa é transformada em energia
quimica e poder redutor, armazenada nas moléculas de ATP e NADH +H". Num
segundo passo fase escura (na verdade, fase independente de luz) a energia
armazenada é utilizada para sintese de glicose a partir de CO, +H,0. A fotossintese
ocorre nos cloroplastos, uma organela que, como a mitocéndria, possui uma
membrana externa altamente permeavel e uma membrana interna praticamente
impermeavel, separadas por um espaco intermembranar.

A equacao geral da fotossintese é:
6 CO; +6 H,0 — CgHi206 + 6 O, AGo'= +2.870 KJ x mol”
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3. As reagbes dependentes de luz ocorrem na membrana tilacoide e envolvem processos
semelhantes ao transporte de elétrons e fosforilagdo oxidativa da mitocéndria. As
reacoes independentes de luz ocorrem no estroma.

4. Os primeiros estudos de fotossintese realizados levaram a conclusdo de que CO, era a
fonte do O, gerado na fotossintese. Em 1931, entretanto, demonstrou-se que bactérias
fotossintetizantes anaerdbicas, sintetizam glicose a partir de CO,, sem gerar O,:

CO; + 2 H,S "~ (CH,0) + 2 S + H,0
5. A reagao geral da fotossintese pode ser demonstrada como segue:
CO, + 2 H,A "> (CH,0) + 2 A + H,0
Em cianobactérias, H,A é H.,S, e em plantas, H,O. Isso sugere que a fotossintese
seja um processo de duas fases, nos quais a energia solar é utilizada para oxidar H,A
(fase clara):
2 HpA " 2 A + 4[H]
e 0 agente redutor resultante [H] subsequentemente reduz CO, (fase escura):
4[H] + CO, "“*— (CH,0) + H,0

6. O principal fotorreceptor na fotossintese é a clorofila. A luz absorvida pelas clorofilas
antena e pigmentos acessorios é transferida para centros de reagao fotossintéticos,
onde ocorrem as principais reagdes da fotossintese.

7. Plantas e cianobactérias utilizam o poder redutor gerado pela oxidagao de H,O dirigida
pela luz para produzir NADPH.

8. A producao de O, na fotossintese requer 2 fotossistemas: Fotossistema | (P700) gera
um forte agente redutor, capaz de reduzir NADP*, e concomitantemente, um oxidante
fraco; Fotossistema Il (P680) gera um forte agente oxidante, capaz de oxidar H,O, e
concomitantemente, um redutor fraco. O redutor fraco reduz o oxidante fraco. Assim,
fotossistemas | e Il precisam funcionar em série para acoplar a oxidagao da H,O com a
reducdo de NADP+ (transferéncia de elétrons de H,O para NADP®, formando O, e
NADPH + H").

9. Quando iluminado, o FS Il passa para uma forma excitada e perde elétrons, os quais
sdo transportados por reagbes de oxido-redugdo para o fotossistema I. O PS |
iluminado fornece elétrons para a redugdo de NADP+. Como resultado temos a
oxidacado do FS Il e a reducao do FS I. A reposicao de elétrons em PS |l é feita por

elétrons provenientes da oxidacado de agua e, em PSI, por elétrons emitidos por PSII.
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10. Os componentes envolvidos no transporte de elétrons de H,O para NADP+ com
producdo de NAPDPH + H+ estdo organizados em trés particulas, que estao ligadas a
membrana tilacdide: (1) fotossistema II; (2) complexo do citocromo bef; (3) fotossistema
| (fotofosforilagéo nao-ciclica).

11. Os cloroplastos geram ATP de maneira muito semelhante a da mitocondria, ou seja,
através do acoplamento da dissipacédo de um gradiente de prétons a sintese de ATP.
12. Na fotofosforilagédo ciclica, os elétrons emitidos por P700 (PSI) sdo transferidos ao
complexo citocromo bgf, retornando finalmente a P700. Nao ha sintese de NADPH +

H*, nem liberag&o de oxigénio.

13. Na fase clara da fotossintese, ATP e NADPH + H* sdo sintetizados, e esses s&o
utilizados na fase escura para a sintese de carboidratos. A via pela qual as plantas
incorporam CO, em carboidratos € denominada de Ciclo de Calvin.

14. O ciclo de Calvin engloba duas fases: (1) a fase de produgao, na qual 3 moléculas de
ribulose-5-fosfato reagem com 3 moléculas de CO,, gerando 6 moléculas de
gliceraldeido-3-fosfato, com o gasto de 9 ATPs e 6 NADPH + H*; (2) a fase de
recuperacao, na qual os atomos de carbono de 5 gliceraldeido-3-fosfato entram em
uma série de reacdes para dar origem a 3 ribulose-5-fosfato, com as quais o ciclo

recomeca.

Grupo de discussao:

1.) Porque as folhas das plantas sao verdes? Explique em termos de composigéo e

espectro de absorgao dos pigmentos foliares.

2.) Ha muito tempo, foi observado que a eficiéncia da fotossintese, medida em termos de
O, produzido por energia luminosa absorvida, cai drasticamente quando uma fonte de
luz monocromatica alcanga o comprimento de onda de 700 nm (queda no vermelho).
Além disso, observou-se também que a aplicagdao concomitante de um feixe de luz de
baixa intensidade e comprimento de onda de 650 nm complementava a luz vermelha
de 700 nm, recuperando a eficiéncia fotossintética de liberar O,. Que importancia teve
no passado a descoberta deste fendbmeno e qual a explicagdo atual para sua

existéncia?
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3.) O que ¢ fotofosforilagao ciclica e no que difere da fotofosforilagéo nao ciclica? Quando
o [NADPH + H" / NADP'] é alto, a produgdo de O, durante fotofosforilagdo é

suprimida. Explique o fendmeno considerando os papéis dos dois fotossistemas.

4.) Porque a descoberta da reacao de Hill, em 1939, deu apoio a hipétese anterior de Van

Niel, propondo que o O, da fotossintese vem da agua?

5.) Compare a fase clara da fotossintese com o processo de respiracdo na mitocondria,

indicando diferencas e semelhancas.
6.) Sabe-se que a produgdo de O, na fotossintese requer o funcionamento de dois

fotossistemas. Explique resumidamente como ocorre a interacdo entre os dois

fotossistemas, incluindo doador e receptor de elétrons no processo.

Grupo de discusséo (cont.):

1.) Compare a fase clara da fotossintese com o processo de respiracdo na mitocdndria,

indicando diferencas e semelhancas.

2.) Sabe-se que a produgdo de O, na fotossintese requer o funcionamento de dois
fotossistemas. Explique resumidamente como ocorre a interagdo entre os dois
fotossistemas, incluindo doador e receptor de elétrons no processo.

3.) Explique como algumas bactérias anaerdbicas podem realizar a fotossintese.

4.) Explique como organismos fotossintetizantes sintetizam carboidratos a partir de CO; e
H.0.

5.) Explique a regulagdo do ciclo de Calvin, mencionado as enzimas-chave sujeitas a

regulagéo e como as reagdes da fase controlam o processo da fixagéo de CO.,.
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6.) Quando uma suspensao de algas verdes é iluminada na auséncia de CO2 e depois
incubada no escuro com CO2 radiomarcado [*CO,], o ™CO, é convertido em ["C]-
glicose por um curto tempo. Qual é o significado dessa observagdo e como ele esta
relacionado com as reagoes luminosas da fotossintese? Por que cessa a conversao de

“CO, depois um curto intervalo de tempo?
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Toépicos Animagoes

Biomoléculas: Carboidratos,
Lipidios, aminoacidos e proteinas

carboidratos

http://www.wisc-online.com/objects/index_tj.asp?objid=AP13104

glicose na agua

http://www.stolaf.edu/people/giannini/flashanimat/carbohydrates/glucose.swf

ligacao glicolitica

http://www.tvdsb.on.ca/westmin/science/sbioac/biochem/condense.htm

lipideos e membrana

http://www.johnkyrk.com/cellmembrane.html

lipideos http://www.wisc-online.com/objects/index_tj.asp?objid=AP13204
lipideos http://www.wisc-online.com/objects/index_tj.asp?objid=AP1101
lipoproteina tutorial http://www.chem.purdue.edu/chm333/lipoproteins.swf
triglicérides http://www.tvdsb.on.ca/westmin/science/sbioac/biochem/triglyc.htm

aminoacido e proteinas

http://www.tvdsb.on.ca/westmin/science/sbioac/biochem/amino.htm

aminoacido e proteinas

http://www.johnkyrk.com/aminoacid.html

estrutura proteina

http://www.stolaf.edu/people/giannini/flashanimat/proteins/protein%20structure.swf

aa e proteinas

http://www.wisc-online.com/objects/index_tj.asp?objid=AP13304

desnaturagao proteina

http://www.sumanasinc.com/webcontent/anisamples/nonmajorsbiology/proteinstructure.html

proteinas

http://www.specialedprep.net/MSAT%20SCIENCE/Cellular%20Biology/Proteins1.htm#HOW

Enzimas

energia de transi¢ao

http://www.stolaf.edu/people/giannini/flashanimat/enzymes/transition%20state.swf

enzima - substrato

http://www.stolaf.edu/people/giannini/flashanimat/enzymes/enzyme.swf

enzima - substrato

http://www.stolaf.edu/people/giannini/flashanimat/enzymes/prox-orien.swf

enzima - substrato

http://www.stolaf.edu/people/giannini/flashanimat/enzymes/biochem.path.swf

enzima - substrato

http://www.stolaf.edu/people/giannini/flashanimat/enzymes/G-3-P%20mech..swf

regulacao alostérica

http://www.stolaf.edu/people/giannini/flashanimat/enzymes/allosteric.swf

cinética enzimatica tutorial

http://www.chem.purdue.edu/chm333/enzyme_kinetics.swf

inibigdo enzimatica tutorial

http://www.chem.purdue.edu/chm333/enzyme_inhibition.swf

Glicdlise
glicolise http://www.science.smith.edu/departments/Biology/Bio231/glycolysis.html
glicolise http://www.johnkyrk.com/glycolysis.html

destino do piruvato

interactive animation

Gliconeogénese e Ciclo de Krebs

ciclo de Krebs

http://www.science.smith.edu/departments/Biology/Bio231/krebs.html

ciclo de Krebs

http://www.johnkyrk.com/krebs.html

gliconeogénese

interative animations

comparagao entre
gliconeogénese e glicdlise

http://www.wiley.com/college/fob/quiz/quiz15/15-22.html

Cadeia de Transporte de Elétrons
e Fosforilagdo Oxidativa

cadeia transporte de eletrons

http://www.johnkyrk.com/mitochondrion.html
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cadeia transporte de eletrons

http://www.sumanasinc.com/webcontent/anisamples/majorsbiology/electrontransport.html

cadeia transporte de eletrons

http://www.science.smith.edu/departments/Biology/Bio231/etc.html

Fotossintese

fotossintese e respiragao

http://www.teachnet.ie/projects.asp?url=http%3A%2F %2Fwww%2Eteachnet%2Eie%2Ffoneill&
pid=34

fotossintese

http://www.johnkyrk.com/photosynthesis.html

fotossintese

http://www.science.smith.edu/departments/Biology/Bio231/calvin.html

B-oxidagao de acidos graxos

metabolismo acidos graxos

http://www.wiley.com/legacy/college/boyer/0470003790/animations/fatty _acid_metabolism/fatty
|_acid_metabolism.htm

beta oxidagao

http://www.wiley.com/legacy/college/boyer/0470003790/animations/fatty_acid_metabolism/fatty
acid_metabolism.htm

Sintese de acidos graxos

biossintese

http://www.wiley.com/legacy/college/boyer/0470003790/animations/fatty_acid_metabolism/fatty
acid_metabolism.htm

Comparacgao entre biossintese e
oxidagao ac graxos

http://www.wiley.com/college/fob/quiz/quiz19/19-19.html

Catabolismo de proteinas / Ciclo
da uréia

ciclo da ureia

http://www.wiley.com/college/fob/quiz/quiz20/20-8.html

Sintese e degradagédo do
glicogénio

controle hormonal do
metabolismo de glicogenio

http://www.wiley.com/college/fob/quiz/quiz15/15-21.html

glicogenio

http://www.wiley.com/college/fob/quiz/quiz15/15-20.html

Material genético e fluxo da
informagao génica

DNA

http://www.johnkyrk.com/DNAanatomy.html

estrutura cromossomo

http://www.johnkyrk.com/chromosomestructure.html

dogma central

interactive animation

Replicagéo e transcrigao

Replicagéo http://www.bioteach.ubc.ca/TeachingResources/MolecularBiology/DNAReplication.swf
Replicacao http://www.johnkyrk.com/DNAreplication.html

transcricao http://www.johnkyrk.com/DNAtranscription.html

operon lac http://www.sumanasinc.com/webcontent/anisamples/majorsbiology/lacoperon.html
transcricao http://www-class.unl.edu/biochem/gp2/m_biology/animation/gene/gene_a2.html

comparagao transcricao eucarioto
e procarioto

http://highered.mcgraw-hill.com/sites/0072437316/student_view0/chapter15/animations.html#

Tradugdo e tecnologia do DNA
Recombinante

sintese proteinas

http://www.sumanasinc.com/webcontent/anisamples/molecularbiology/proteinsecretion_fla.html
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sintese proteinas

http://www.sumanasinc.com/webcontent/anisamples/molecularbiology!/lifecycleprotein_fla.html

Traducgao

http://www.johnkyrk.com/DNAtranslation.html

Traducao

http://www-class.unl.edu/biochem/gp2/m_biology/animation/gene/gene_a3.html

DNA recombinante (TUDQO)

http://www.dnalc.org/ddnalc/resources/animations.html

eletroforese em gel

http://www.sumanasinc.com/webcontent/anisamples/majorsbiology/gelelectrophoresis.html

DNA chip http://www.sumanasinc.com/webcontent/anisamples/majorsbiology/dnachips.html

PCR http://www.people.virginia.edu/~rjhQu/pcranim.html

PCR http://www.abpischools.org.uk/resources/poster-series/pcr/pcranim.asp

PCR http://www.rvc.ac.uk/Extranet/DNA_1/7_PCR.htm

RT-PCR http://www.bio.davidson.edu/courses/Immunology/Flash/RT_PCR.html

CIonagem http://www.sumanasinc.com/webcontent/anisamples/molecularbiology/plasmidcloning_fla.html

microarrays

www.bio.davidson.edu/courses/genomics/chip/chip.html

OUTROS SITES
INTERESSANTES

célula

http://www.johnkyrk.com

célula vegetal

http://www.life.uiuc.edu/cgi-bin/plantbio/cell/cell.cgi

célula 3D interativa

http://biologica.concord.org/webtest1/Shout3d_cell 6_1_00/v2_frameset.htm

evolucao organelas celulares

http://www.sumanasinc.com/webcontent/anisamples/nonmajorsbiology/organelles.html

fusdo membranas celulares

http://www.sumanasinc.com/webcontent/anisamples/nonmajorsbiology/vesiclebudding.html

Buffer / tamponamento

http://www.tvdsb.on.ca/westmin/science/sbioac/biochem/buffer.htm

Chemical basis of life

http://www.tvdsb.on.ca/westmin/science/sbioac/biochem/Bioacu1.htm

varias animagoes processos
biolégicos mitose, meiose, etc...

http://www.sumanasinc.com/webcontent/anisamples/biology/biology.html

pulse chase experiment

http://www.sumanasinc.com/webcontent/anisamples/majorsbiology/pulsechase/pulsechase.htm
|

quiz fungdo organica

http://www.execulink.com/~ekimmel/on_4.htm

biologia celular

http://www.biochemé4schools.org/results_topic.htm?qgry=cell_biology&Sort=Site_Name&Printver
=1

biochem4schools (varios
processos biologicos/bioquimicos)

http://www.biochemé4schools.org/results_topic.htm?qgry=cell_biology&Sort=Site_Name&Printver
=1

web animation and information

http://www.chem.purdue.edu/chm333/web%20Site %202.htm

interactive animations

http://www.wiley.com/legacy/college/boyer/0470003790/animations/animations.htm

varios tépicos em bioquimica

http://science.nhmccd.edu/biol/bio1int.htm#biochem

diversos

http://www.stolaf.edu/people/giannini/biological%20anamations.html

voet

http://www.wiley.com/college/fob/anim/

outras op¢des (enzimas,
replicagdo DNA etc.)

http://www.lewport.wnyric.org/jwanamaker/animations.htm

vias metabolicas

http://www.infochembio.ethz.ch/links/en/biochem metabolismus_lehr.html

cell biology

http://www.bbc.co.uk/education/asguru/biology/01cellbiology/index.shtml

mapa metabolico

http://www.sigmaaldrich.com/img/assets/4202/MetabolicPathways updated_4.19.05.pdf
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