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ESTRUTURA DA DISCIPLINA
A estratégia metodologica da disciplina ndo contempla aulas expositivas. O
ensino/aprendizagem é conduzido por Periodos de Estudo e Grupos de Discussao.

PERIODOS DE ESTUDO (PE)

O estudo é guiado por um roteiro que é uma orientacdo para o estudo. Nos PEs, os alunos
devem reunir-se em grupos de cinco, estudar e discutir os objetivos propostos no roteiro,
utilizando livros ou outros materiais. Os docentes e monitores estardo presentes para tirar dividas
e auxiliar na discussdo. O grupo deve chegar a um consenso sobre os itens do roteiro e estar
preparado para discuti-los na atividade seguinte. Apés o intervalo da aula, as questfes do PE
serdo respondidas com a ajuda dos Professores e monitores.

GRUPOS DE DISCUSSAO (GD)

Os grupos de discusséo sdo formados por 25-30 alunos. As discussfes sdo conduzidas por
guestbes e finalizadas quando todos se sintam satisfeitos com as respostas encontradas e suas
justificativas. Os docentes guiardo a discussao e os alunos devem vir preparados, ja tendo lido o
conteldo e discutido os pontos do PE. Os alunos devem patrticipar ativamente do GD, para que a
atividade seja produtiva e seja concluida satisfatoriamente no tempo alocado. E responsabilidade
de cada um néo permitir que o grupo avance na discussdo enquanto houver davida sobre o item
discutido. Ao final da discusséo, todos devem saber tudo.

Desenvolver a habilidade de trabalhar em grupo, expondo suas ideias e ouvindo 0s colegas,
argumentando e concluindo, é um dos objetivos da disciplina. E de extrema importancia, ndo s6
no aprendizado, mas também na vida profissional.

AVALIACAO: A nota final sera dada por:

1. Trés Provas (P1, P2 e P3), compostas de 4 a 6 questdes, com pesos 1, 1 e 2, respectivamente,
cuja média ponderal compora 100 % da nota final na disciplina. Horario das provas: 14h — 18h.
As questdes de provas ndo exigirdo memorizacdo. Formulas e dados necessarios a sua

resolucdo serdo fornecidos. Durante as provas serdo permitidas consultas a livros, apontamentos

e internet. Nao sera permitida consulta aos colegas. Durante as provas nao serdo respondidas

perguntas.

Nota Final= (P1 + P2 + (P3 x 2))/4

A nota minima para aprovacao é 5, valor determinado pela USP. N&o seré feito qualquer tipo
de ajuste na nota final.
Nota da Recuperacdo = Nota da disciplina regular+ Nota da prova de recuperagao (x2)
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PERIODOS DE ESTUDO (PE)

1. A permanéncia na sala de aula é facultativa e deve ser utilizada para atividades relacionadas
com o estudo.

2. A discussao entre os alunos dos grupos é imprescindivel e faz parte da estratégia adotada
na disciplina.

GRUPOS DE DISCUSSAO (GD)

1. As discussdes terao inicio na hora marcada e serdo interrompidas para um intervalo das 16h
as 16:30h.

2. A consulta aos livros deve limitar-se a leitura dos problemas a serem discutidos. Em casos
especiais, por indicagcdo dos docentes, deveréo ser consultados textos, graficos ou tabelas.
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1. ESTRUTURA E PROPRIEDADES DE AMINOACIDOS

INTRODUCAO

A uma solucdo de um aminoacido com pH proximo de 2 foi adicionada gradativamente uma
solucgéo de alcali. Em um grafico com os dados do experimento, com valores de pH em ordenadas
e volume de alcali adicionado em abscissas, observou-se que a elevacdo de pH ao longo da
adicdo ndo foi constante, havendo trés etapas com variacdo lenta de pH. O aminoécido titulado é
um aminoacido basico, acido, apolar ou polar sem carga?

OBJETIVOS PARA ESTUDO
Livro Bioguimica Basica- Anita Marzzoco e Bayardo Baptista Torres

Ler as pag. Indicadas abaixo antes de comecar a responder as questdes de 1 a 6:
Capitulo 1-Sistema Tampao: Pag. 3 a 9; Capitulo 2- Aminoacidos e Proteinas: pag. 11 a 16.

1. O que caracteriza estruturalmente um aminoécido que faz parte de proteinas?
la. Verificar os grupos funcionais presentes nestes aminoacidos.

1b. Verificar se ornitina e citrulina (férmulas a p. 221) sdo aminoacidos, se sdo o-
aminoacidos e se fazem parte de proteinas.

2. Verificar quantos representantes tem cada um dos seguintes grupos de aminoacidos: basicos,
polares sem carga, apolares e acidos.

3. Definir pKa. Calcular a raz&do das concentracdes das espécies protonada e desprotonada de um
acido fraco em pH uma unidade maior e uma unidade menor do que o valor do pKa.

4. Definir ponto isoelétrico (pl) de um aminoécido.

5. Fazer um esquema da variagdo de pH em funcéo da adicdo de alcali a uma solugéo de glicina,
de pH = 1 até pH = 13. Escrever as formas ibnicas predominantes da glicina e suas cargas
liquidas em pH 1; pH 2,35; pH 7,0; pH 9,78 e pH 12. Calcular o ponto isoelétrico (pl) da glicina.

6. Verificar se as afirmacdes a seguir sdo verdadeiras ou falsas.

6a. Somente em valores de pH muito altos ou muito baixos a forma nao ionizada de um
aminoéacido pode predominar.

6b. Em pH maior que o pKa de um grupo ionizavel, mais da metade do total destes grupos
estara dissociada
7. Software Eletroforese: http://www.ig.usp.br/bayardo/softwares/eletroforese/simulador.html

Parte I. Comportamento de acidos fracos

A. Selecione na lista de compostos o Acido p-nitro-fenil-propanoico, fixe o pH em 4,48 e faca a
simulagdo da eletroforese. Para a finalidade deste software, o 4cido pode ser representado por R-
COOH.

1. Qual foi o resultado obtido na eletroforese? Qual foi a velocidade de migracdo?

2. Qual é a proporcao das espécies presentes no inicio e no final da simulacao?

3. Na representacdo microscépica, observe apenas um ponto. Este ponto, que representa uma molécula,
mantém sempre a mesma carga? Por que as espécies mudam seu estado de ionizacdo mesmo sem a
aplicacdo de voltagem?

4. Todas as moléculas do sistema movimentam-se na eletroforese?



5.

6.

B.

A proporcao das espécies do sistema serd mudada se houver alteracdo do pH do meio. Verdadeiro ou
Falso?
A resposta a questdo anterior tem confirmagéo pela Equacao de Henderson-Hasselbalch?

Reinicie o experimento e interrompa-o quando a mancha estiver aproximadamente na metade do
caminho.

7.Uma vez que a corrida foi interrompida, € possivel retoma-la? Qual é a velocidade em relacéo ao
inicio do experimento?
8. Houve mudanca no comportamento microscOpico e macroscépico da amostra na situacao atual em
relacdo ao experimento anterior?
9. Qual a proporcdo de espécies no pH em que foi realizado o experimento? Escreva as estruturas
dessas espécies.
10. Por que aparece apenas uma mancha na eletroforese se ha duas espécies diferentes, uma com carga
elétrica e outra sem carga?
11. E possivel separar as duas espécies?

C. Altere o pH do meio para 5,48 e faca a simulacéo da eletroforese.

12. Qual foi o resultado obtido na eletroforese? Qual foi a velocidade de migracdo? Compare essa
velocidade com a da eletroforese realizada em pH 4,48.

13. Qual é a proporcao das espécies presentes no meio no inicio e no final da simulacdo? Qual a relacéo
entre as propor¢des das espécies no pH 4,48 e no pH 5,48 com as velocidades observadas nos dois
casos?

14. Verifique as proporc¢des das espécies do sistema em pH 2,48; 3,48; 4,48; 5,48 e 6,48.

15. Que previsdo pode ser feita quanto a velocidade de migracdo em pH 6,48; 8,48 e 10,487

16. Qual a relacéo entre a velocidade de migracdo da amostra e os valores de pH?

17. Em qual(quais) valores de pH o sistema se encontra em equilibrio?

Parte Il. Comportamento de aminoacidos com cadeia lateral ndo ionizavel

A. Na lista de aminoéacidos, escolha a Glicina (Gly), ajuste o pH do meio para 2,35 e fagca a simulagéo

da eletroforese.

1. Qual foi o resultado obtido na eletroforese? Em direcdo a que polo a amostra migrou? Qual foi a
velocidade de migracdo?

2. Qual é a proporcao das espécies presentes no meio no inicio e no final da simulagdo? Escreva as
estruturas dessas espécies.

3. Existe algum valor de pH no qual predomine uma espécie sem nenhuma carga?

4. Na representacéo microscépica, observe apenas um ponto. Este ponto, que representa uma molécula,
mantém sempre a mesma carga?

B. Ajuste o pH para 9,78 e faca a simulacdo da eletroforese.

5. Qual a diferenca entre o resultado deste experimento e o do experimento anterior?

C. Repita o experimento em uma faixa de pH com variacdo de uma unidade de pH.

6. Ha algum valor de pH em que ndo haja nenhuma carga nas espécies?

D. Faca experimentos com o objetivo de determinar um valor de pH no qual ndo h& nenhuma
migragao.

7. Qual foi o valor encontrado? E possivel encontrar esse valor teoricamente?

E. Prepare agora um sistema com a Alanina (Ala), e repita os passos 1,3,5e 6

F

8. Houve diferencas no comportamento dos sistemas? Quais?

. Prepare agora um sistema com Alanina (Ala) e Glicina (Gly) e repita os passos 1, 3,5 e 6.

9. Qual foi o resultado?



G. Prepare novamente o sistema anterior e adicione Glutamato (Glu) a amostra. Repita os passos 1,
3,5e6.
10. O que foi observado agora? Que hipétese pode explicar os resultados observados?

Parte Ill. Comportamento de aminoacidos com cadeia lateral ionizavel

A. Prepare um experimento com o Glutamato (Glu) em pH=2,1
1. Repita os passos da Parte Il de Al até A4.
2. Por que o pl é tao baixo?
B. Prepare um experimento com a Arginina (Arg) em pH=10,74
1. Repita os passos da Parte Il de Al até A4.
2. Por que o pl é tao alto?
3. Por que ha um pl entre pKa e pKr e ndo na média global dos pKas, tanto para Glu como para Arg?
C. Prepare um experimento com glicina Gly, glutamato, Glu, e arginina, Arg em pH 2.1; depois em pH
7,0e em pH 12.
1. Repita os passos da Parte Il de Al até A4. Descreva o reultado.

QUESTOES PARA DISCUSSAO

1. A estrutura abaixo aparece em muitos textos como formula geral de aminoacidos. Em que
valores de pH ela representa a forma predominante?

ICOOH
HoN—Cc—H

|

R

2. Fazer um esquema da variacao de pH em funcao da adi¢éo de alcali a uma solucdo de serina,
de pH =1 até pH = 13.

3. Escrever as formas ibnicas predominantes do acido glutdmico em
3a.pH=1 3b. pH = 4,07 3c.pH=7 3d. pH = 12. Calcular o pl.

4. Quatro amostras da solugdo de um aminoacido foram submetidas a eletroforese em diferentes
valores de pH, com a mesma voltagem e durante o0 mesmo tempo. O esquema seguinte mostra
a localizagédo do aminoécido no inicio e ao final da eletroforese nos diferentes valores de pH.

Localizacao inicial
das amostras

S) ®

| ; ° | pH12,0

| . e | PH9,0

| 0 | pH60

| ° : | pH15

4a. O aminoécido utilizado foi alanina, aspartato ou lisina?

4b. Fazer um esquema do resultado que seria obtido se o experimento houvesse sido feito
com 0s outros dois aminoacidos.



4c. Misturar os aminoacidos Ala, Asp e Lys e fazer a eletroforese da mistura em valores de
pH iguais a 1,5; 6,0; 9,0 e 12,0. Mostrar a localizacdo dos aminoacidos na fita.

5. Esquematizar o resultado da eletroforese de uma solucéo de glicina (pK1 = 2,35 e pK; = 9,78)
feita em pH 9,78 e da eletroforese do mesmo aminoéacido feita em pH 11,78.

6. Questado da Introducao.

2. ESTRUTURA DE PROTEINAS
INTRODUCAO

A. Oxitocina e vasopressina, dois peptidios com funcdo hormonal, estao representados a seguir.

Oxitocina HaN*— C)lls - S—S—-Cys— Pro— Leu— Gly—COO
I
Asn
Tyr\ ;i
le — GIn
Vasopressina HsN*— C)lls— S-S—Cys— Pro—Arg — Gly—coo
I
Asn
Ty{ p;
Phe—GIn

A tabela seguinte mostra as atividades relativas dos dois peptidios quanto a lactacéo e a
antidiurese. Mostra também a atividade relativa de peptidios sintéticos, que diferem da

oxitocina por substituicdo da leucina por outros aminoacidos. O tratamento dos peptidios com
agentes redutores acarreta sua inativagao.

Oxitocina Vasopressina “Oxitocina” com Leu substituida por

lle Val Arg Lys
Lactacéo 100 - 80 70 46 40
Antidiurese - 100 - - 56 6

Listar os conhecimentos necessarios para interpretar os dados da tabela.
B. Muitos praticantes de atividade fisica utilizam dois “suplementos alimentares”, whey protein

(proteina do soro do leite) e BCAA (sigla em inglés de aminoacidos de cadeia ramificada), com o
intuito de ganhar massa muscular. Qual é sua opinido sobre esta pratica?

MEGA-SIZE

~\WHEY

PROTEIN

BCAA |

g 1000 CAPS

OBJETIVOS PARA ESTUDO
Capitulo 2: ler paginas 16 a 31 e depois leia o texto desta apostila (paginas 10 a 12).

1. Os aminoacidos componentes de um tripeptidio tém, quando isolados, um total de oito grupos
ionizaveis. Quantos grupos ionizaveis tem o tripeptidio?
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2. A cadeia polipeptidica de uma proteina é sempre linear ou pode apresentar ramificagbes? Duas

proteinas diferentes podem ter a mesma estrutura primaria?

3. As estruturas regulares secundarias das proteinas globulares — alfa hélice e conformacéo beta —

seriam mantidas em temperaturas incompativeis com a formacao de ligacdes de hidrogénio?

4. Indicar as interacdes que mantém a estrutura terciaria das proteinas globulares e dar exemplos de

aminoacidos que delas participam.

5. Explicar porque sdo encontrados quatro grupos a-amino ha hemoglobina e apenas um grupo o-

amino na mioglobina.

6. Definir dominio, quando o termo é aplicado a estrutura de proteinas, estudando o texto
seguinte:

Propriedades gerais de a-hélices, folhas B-pregueadas e alcas.

Diferentes cadeias laterais de aminoacidos tém tendéncias diferentes em formar a-hélice. Ala,
Glu, Leu e Met sdao bons formadores de a-hélices, enquanto Pro, Gly, Tyr e Ser sdo maus
formadores dessas estruturas.

a-hélices localizam-se preferencialmente na superficie da proteina, com um lado da hélice
voltado para a solugdo e outro para o interior da proteina. a-hélices que cruzam membranas estao
em ambientes hidrofébicos e a maioria das cadeias laterais dos aminoacidos sé@o hidrofébicas.
Pode-se prever com alto grau de seguranca que longas regides com residuos hidrofébicos em
uma proteina de membrana formam uma hélice que atravessa a membrana.

Na Figura 1 vemos diferentes maneiras das proteinas associarem-se a membranas
plasméticas, algumas através de o-hélice hidrofébica.

......

2

[ 3]
o

1

n

Figura 1 — Véarios modos pelos quais as proteinas de membrana associam-se a dupla camada lipidica. Detalhes no
texto. As proteinas transmembranares atravessam a dupla camada lipidica como uma unica (1) ou mudltiplas (2) a-
hélices ou ainda como um B-barril (3). As outras proteinas integrantes estdo expostas apenas de um lado da membrana,
podendo ancorar-se por uma hélice anfipatica (4), cadeia de acido graxo (5) ou via uma cadeia de carboidratos ligada a
fosfatidilinositol (ancora glicosil-fosfatidilinositol, ou ancora GPI) (6). Outras proteinas podem se associar a proteinas
integrais de membrana (7 e 8). Reproduzido de Alberts et al. (2002).

Cadeias B normalmente tém de 5 a 10 residuos de amino&cidos no seu comprimento. Elas
podem formar folhas B-pregueadas paralelas, em que ambas as cadeias vao da regido do terminal
amino para o terminal carboxila. Alternativamente, as cadeias formam folhas antiparalelas, com
uma delas orientada do terminal amino para a carboxila e a outra, do carboxila para o amino.

As algas normalmente estdo na superficie das proteinas e conectam por¢gfes com estrutura
secundaria (trechos da cadeia em a-hélice ou em folha ) ou dominios (ver adiante). Elas estao
expostas ao solvente, sendo ricas em aminoacidos hidrofilicos.
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As alcas frequentemente participam na formacdo de sitios de ligacdo de compostos (por
exemplo, o sitio de ligagdo do antigeno no anticorpo) e de sitios ativos de enzimas. Quando
sequéncias de proteinas homdlogas sdo comparadas, encontram-se inversdes (troca de um
aminoacido por outro) ou dele¢cdes (auséncia de um aminoacido na sequéncia) quase
exclusivamente nas alcas. O interior da proteina € muito mais estavel. Ao contrario do que se
poderia supor, conhecendo-se a sequéncia de aminoacidos, € mais facil prever regiées de alcas
do que regides em a-hélice ou folha B-pregueada. Quando as alcas sdo longas elas séo flexiveis
e podem adotar diferentes conformagdes.

Motivos e dominios

O numero de dobramentos possiveis para as proteinas globulares parecia ilimitado. Entretanto,
a comparacao de vérias proteinas com estrutura conhecida mostrou que poucos dobramentos de
proteinas sdo muito peculiares e que varias proteinas ndo relacionadas podem ter o mesmo
dobramento.

Motivos

Motivos sdo combinacdes simples de poucos elementos com estrutura secundaria (a-hélice e
folha B-pregueada), em um arranjo geométrico especifico. Eles ocorrem repetidamente como
componentes de proteinas globulares, combinam-se de varias maneiras e déo a estrutura terciaria
de um dominio (por¢bes da cadeia polipeptidica). Alguns motivos tém funcéo especifica (tal como
ligar DNA), outros ndo tém funcdo biolégica sozinhos, mas sdo parte de conjuntos maiores e
funcionais.

A seguir vemos exemplos de alguns tipos de motivos:

Motivo denominado chave grega

Dominios

Proteinas com cerca de 200 aminoacidos ou mais frequentemente se dobram formando dois
ou mais dominios, que podem ser funcional e estruturalmente diferentes. Cada dominio tem
caracteristicas iguais as de uma proteina globular. Os dominios sdo ligados entre si por alcas sem
estrutura definida. Protedlise limitada (hidrélise de poucas ligagBes peptidicas da proteina)
normalmente libera os dominios ativos.

Os dominios sao classificados por sua funcao e por sua estrutura, sendo catalogados mais de
600 dominios diferentes.

Existem dominios o (s6 contém a-hélice, como cada subunidade da hemoglobina), dominios
que so6 contém folhas pB-pregueadas (dominios ) e dominios o/p. Os Ultimos podem ser o/ barris.
Cerca de 10% das proteinas com estrutura conhecida tém um o/p barril, sendo esse o dominio
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mais comum em enzimas. O sitio ativo das enzimas que tém um o/ barril esta quase sempre nos
bolsos formados pelas alcas que ligam o C-terminal das cadeias B as a-hélices sucessivas,
circundando a boca do barril. As folhas B-abertas sdo a estrutura de dominio mais comum em
proteinas globulares. Quase todas séo enzimas, muitas ligam mono ou dinucleotidios.

Com a descoberta da existéncia de motivos e dominios, a ideia que se tinha sobre a
composicao de proteinas foi alterada. Na verdade, ndo ha um namero imenso de formas proteicas
que evoluiram para formar proteinas funcionais. Ha “blocos de construcdo” que podem ser
intercambidveis entre diferentes proteinas.

A seguir, exemplos de alguns tipos de batrril.

£ o
.,£>

’ {

m

a/p barril

7. Software: Estrutura de Proteinas.

8. Verificar a posicao dos grupos polares e apolares dos aminoacidos de uma proteina em solugcéo
aquosa.

9. Trés proteinas, A, B e C, tém numero e composicdo de aminoacidos semelhantes, com a
excegao seguinte: A é particularmente rica em glutamato, B em arginina e C tem contetdo
igual de glutamato e arginina. Que previsao pode ser feita sobre o valor relativo de seus pontos
isoelétricos?

10. A clara do ovo, com alto conteudo da proteina ovoalbumina, muda de aspecto quando fervida.
O leite, que contém a proteina caseina, precipita quando tratado com limao ou vinagre. Que
interacbes sdo afetadas pelos tratamentos? Suas propriedades nutricionais sdo afetadas pelos
tratamentos?

11. Explicar o principio da purificacdo de proteinas por salting out.

12. As estruturas das proteinas ndo enzimaticas, queratinas, sedas e colageno, estdo descritas no
Anexo 1 (pagina 52). A leitura desse Anexo é recomendada.

QUESTOES PARA DISCUSSAO

1. Problemas 5 e 6 (p. 333) e 9 a 13 (p. 334).

2. O colageno possui grande quantidade de hidroxiprolina (Hyp) e hidroxilisina (Hyl). Células
alimentadas com Hyp e Hyl marcadas com carbono radioativo (C!%) nado apresentaram
marcacdo radioativa em proteinas. Entretanto, se alimentadas com Pro e Lys radioativas (C%),
o colageno apresentava a Hyp e Hyl marcadas com C!*. Como se explicam estes resultados?
Observou-se também que essa incorporacdo sO ocorria na presenca de vitamina C. Quais
seriam as consequéncias da deficiéncia de vitamina C para o homem?

3. Questdes da Introducéo.
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3. HEMOGLOBINA E TAMPONAMENTO DO PLASMA

INTRODUCAO
Perto de Napoles existe uma gruta chamada Gruta do C&o. Nesta gruta os Densidade
cées ndo sobrevivem mais do que alguns minutos; os homens, entretanto, (kg.m*)
ndo sdo afetados. A gruta recebe do subsolo um fluxo continuo de gas de Al 1,27
origem vulcénica. Fazer uma hipétese sobre a composicdo do gas que Hz 0,08
explique a diferenca de efeito da permanéncia de homens e cées na Gruta co 114
do Céo. O que se pode prever sobre o valor do pH plasmatico dos cées que N 116
permanecem alguns instantes na gruta? Oz 1,33
CO2 1,98

OBJETIVOS PARA ESTUDO

Ler Capitulo 1- Pag. 9 a 10 (Tamp®es Bioldgicos) e Capitulo 3- Pag. 37 a 48.

1. Permanecer em um ambiente com uma concentragdo anormalmente alta de CO. afeta o pH
plasmatico? Que caracteristica torna o tampao bicarbonato (HCO3/H,CO3) mais eficiente do que
outros com mesma concentragcdo e mesmo valor de pKa? A retirada de prétons do plasma para
manter o pH do estbmago em torno de 2 afeta o pH plasmatico imediatamente apdés uma
refeicdo?

2. A hemoglobina liga-se reversivelmente ao oxigénio e nesta propriedade baseia-se uma de suas
duas fung¢des fundamentais. O percentual de proteina ligada ao oxigénio depende de algumas
variaveis, entre as quais a pressao parcial deste gas (pOz), como mostra o gréafico da p. 335. O
grafico mostra ainda o percentual de saturacdo da mioglobina, uma proteina presente na fibra
muscular, também capaz de ligar-se ao oxigénio, em funcédo da pO..

2a. Uma solucdo de hemoglobina, mantida sob pO. de 30 Torr, apresentava pH=7,4. Em
experimentos separados, foram adicionados HCI e NaOH a solucéo, até que os valores de pH
fossem, respectivamente, 7,2 e 7,6. Em qual dos experimentos houve liberacdo de O, pela
hemoglobina?

2b. Uma solucdo de hemoglobina com pH 7,4 estava submetida & pressdo de 100 Torr. Que
fendmeno deve ocorrer com a hemoglobina se a pO. baixar para 40 Torr?

2c. O pH plasmatico nos alvéolos pulmonares (pO. = 100 Torr) é 7,45 e no interior dos tecidos,
(pO2 = 40 Torr) é 7,35. Que fenbmeno deve ocorrer com a hemoglobina proveniente dos
tecidos ao chegar aos pulmdes? E com a hemoglobina proveniente dos pulmbes ao chegar
aos tecidos?

2d. A mioglobina doa ou recebe oxigénio da hemoglobina?

3. Que tipos de interacBes sdo responsaveis pela associacdo das cadeias polipeptidicas da
hemoglobina? Ha duas incorre¢ées na frase seguinte: o fon Fe®" constitui o grupo prostético da
hemoglobina. Quais sdo? Qual € o numero maximo de moléculas de oxigénio transportadas pela
hemoglobina?

4. O valor do pH tem algum efeito sobre a afinidade da hemoglobina por oxigénio? E o valor da
presséo parcial de oxigénio?

5. O que é cooperatividade? Que tipo de organizacdo estrutural € necessério para que uma proteina
apresente cooperatividade?

6. Fazer um esquema da curva de saturacdo de hemoglobina por oxigénio em funcéo da pO: na
presenca e na auséncia de 2,3 bisfosfoglicerato (BPG).
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7. A hemoglobina fetal (HbF) é diferente da hemoglobina encontrada nos adultos (HbA). Que
previsdo pode ser feita sobre a curva de saturacdo por oxigénio da HbF comparada com a da
HbA?

8. Como a maioria das células produz CO; continuamente, a tendéncia do valor de pH no nivel dos
tecidos é diminuir ou aumentar? E no nivel dos alvéolos, onde ha eliminacdo de CO,?

9. A hemoglobina oxigenada pode ser considerada um acido fraco, com “pKa” = 6,2 e a hemoglobina
desoxigenada, um &cido fraco com “pKa” = 7,7. A interconversao das formas HHbO, e HHb, bem
como das formas HbO; e Hb, depende da pressao parcial de O..

pKa 6,2
HHbO2 ——= HbO; + H*

pKa 7,7
HHb —_—— Hb + H*

Indicar, entre as quatro formas possiveis da hemoglobina (HHb, Hb, HHbO, e HbO,),
9a. a forma que predomina no sangue gque deixa os pulmdes;

9b. a transformacdo que se processa nesta forma ao atingir os capilares, onde a concentracao
de CO: € maior e 0 pH e a pO2 sdo menores;

9c. a forma predominante que chega aos pulmdes;

9d. a transformacéo que se processa nesta forma nos pulmdes, onde a concentragdo de CO; é
maior do que a atmosférica e a pO, atmosférica maior do que a plasmaética.

9e. A hemoglobina capta ou libera prétons nos tecidos? E nos pulmbes?

QUESTOES PARA DISCUSSAO
1. Problemas 1 (p. 335) e 3 (p. 336).

2. O monéxido de carbono (CO) é um gas muito téxico por ligar-se & hemoglobina no mesmo sitio em
gue se liga o oxigénio. A ocupacdo de 50% desses sitios da hemoglobina com CO constitui uma
intoxicacdo fatal. Entretanto, individuos anémicos que tém apenas 50% da hemoglobina de um
individuo normal vivem bem. Para explicar este aparente paradoxo, foram sugeridas algumas
hipéteses:

A. A ligacdo do CO a hemoglobina eliminaria o efeito de cooperatividade observado na ligacéo da
hemoglobina ao oxigénio.

B. A hemoglobina ligada ao CO teria maior afinidade por oxigénio em altas pO..

C. Além de poder ocupar o sitio de ligagdo do oxigénio, o CO teria um efeito semelhante ao do 2,3
bisfosfoglicerato (BPG).

Justifique sua concordancia ou discordancia com relacdo as hipoteses A, B e C. Se nenhuma
delas for satisfatéria, proponha uma nova explicagao.

3. A eritropoietina (EPO) é um hormdnio produzido no rim, para o qual existem receptores na medula
0ssea. Sua secrecdo é estimulada pela baixa da presséo parcial de oxigénio e pela diminui¢cdo do
namero de heméacias (causada por hemorragia, por exemplo). A ligacdo da EPO ao receptor
estimula a produgcdo de globulos vermelhos. Por que atletas fundistas treinam em cidades
situadas em grandes altitudes? Esta estratégia € eficaz para velocistas também?

4. Questado da Introducéo.



15

4. ENZIMAS

INTRODUCAO

1. A hidrolise da ureia é catalisada pela urease, segundo a seguinte reagao:

0
I
HN-C-NH, + H O ——= CO, + 2NH,

Ureia

Para estudar a urease, um estudante preparou uma bateria de tubos, incubou-os a 30 °C por
10 minutos e dosou amonia nos tubos. A composi¢ao dos tubos (com volume final de 1 mL) e
os resultados das dosagens estao na tabela seguinte.

Tubo Ureia (mM) Urease (ug) NHs (umols)

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

a. Por que ndo houve formagéo de NHs no tubo 9?

b. Por que foi preparado um tubo sem enzima?

c. Qual foi a velocidade da reagdo nos tubos 1 e 2? Qual é a relacdo entre as velocidades
de reagdo nos tubos 1 e 2 e a concentracdo de ureia?

d. Qual foi a velocidade de reacao nos tubos 5 a 8? Qual é a relacao entre as velocidades
de reagdo nesses tubos e a concentracdo de ureia?

e. De que dependeu a velocidade de reagcdo neste experimento?

f. Quais seriam os resultados se as dosagens de amédnia fossem feitas apés 48 h de
incubacdo?

g. Que modificacbes poderiam ser feitas na composicdo dos tubos para conseguir
velocidades maiores do que as que foram medidas?

OBJETIVOS PARA ESTUDO
Ler Capitulo 5, pag. 59 a 88.

1. Fazer o grafico [Produto] x Tempo para a rea¢éo A — B. Definir velocidade de reacéo.

2. Escrever a equacao de velocidade da reagdo A — B, em funcdo da concentracdo de A.
Como proceder para medir esta velocidade? Que tempos (iniciais ou finais) devem ser
escolhidos para que as medidas de velocidade sejam de fato relacionadas a concentragcéo
inicial de A?

3. Definir velocidade inicial de reacao.

4. Estudar o software Cinética Enzimética e responder as questfes 5, 6 e 7.

5. Classificar as afirmacgfes abaixo como verdadeiras ou falsas.

5a. Sempre que o nimero de moléculas de substrato € maior que o nimero de moléculas de
enzimas, todas as moléculas de enzimas estao ligadas a moléculas de substrato.

5b. A velocidade da reagéo € proporcional ao tempo da reagéo.
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5c. A velocidade da reacdo é proporcional & concentracdo de substrato.

5d. A velocidade da reacgdo é proporcional concentracdo de enzima, desde que a concentracao
de substrato ndo seja limitante.

5e. A velocidade da reacgéo € proporcional a concentracdo do complexo enzima-substrato.

5f. A quantidade de produto formado depende do tempo da reacgéo.

5g. Ao final de cada experimento (do software) todo substrato foi convertido em produto.

. Em um experimento com concentragdo constante de enzima e substrato obteve-se 0,001

mmols de produto em 20 minutos de reacdo. A massa de produto formada em 10 minutos de
incubacao sera

6a. 0,0005 mmols 6b. 0,0010 mmols 6c¢. 0,0020 mmols

. Em um experimento com concentragdo constante de enzima e substrato obteve-se 0,001

mmols de produto, formados a cada minuto durante 20 minutos de reacdo. Se o tempo de
incubacéo fosse 10 minutos, a velocidade da reagéo seria

7a. 0,0005 mmols/minuto 7b. 0,0010 mmols/minuto 7c¢. 0,0020 mmols/minuto

. Definir sitio ativo. Podem pertencer ao sitio ativo de uma enzima cadeias laterais de

aminoacidos distantes uns dos outros na estrutura primaria?

. A ligacdo de uma enzima ao seu substrato € uma reacao irreversivel?

10.

Escrever a equacdo de velocidade da formagdo do complexo ES. Escrever a equacgdo da
velocidade da formacéo de P a partir de ES.

Verificar as concentragfes relativas de enzima e substrato em uma reacdo enzimatica e
estabelecer a relacdo entre as ordens de grandeza das constantes de velocidade ki, k2 e k.
Qual é a etapa limitante da velocidade de transformagéo de S em P?

Fazer o grafico da velocidade da reacdo S — P, catalisada enzimaticamente, em funcdo da
concentracdo de S. Descrever os procedimentos experimentais que levariam a obtencédo dos
dados para a construcéo do gréfico.

Analisando o grafico do item 12, verificar, em cada trecho da curva, as concentragdes de
enzima livre, substrato e complexo ES.

A constante de Michaelis-Menten (Kv) deve ser expressa em unidades de tempo, de velocidade
ou de concentracdo? Como é feita sua determinagéo experimental?

Pode-se afirmar que, se o valor de Ky para o substrato A é maior do que para o substrato B, a
enzima tem maior afinidade por A?

Fazer o grafico da velocidade de uma reacdo enzimatica em funcdo: a) da concentracédo de
enzima,; b) da temperatura; c) do pH. Descrever os procedimentos experimentais que levariam
a obtencéo dos dados para a construcao destes graficos. Justificar a forma dos gréficos.

Fazer o gréfico v, x [S] para concentracdes E e 2E de enzima.

Fazer o gréfico v, x [S] na auséncia de inibidor, na presenca de duas concentragdes de inibidor
competitivo e na presenca de duas concentracdes de inibidor ndo competitivo.

Definir constante de inibicdo (Ki). O que esta constante mede?

Quais seriam os valores de Ky e Vmax Se fosse adicionado inibidor competitivo na concentragéo
de 1 Ki a reacdo? E se fosse adicionado inibidor ndo competitivo, também na concentracao
equivalente a 1 K;? Considere duas reagdes separadas para cada inibidor.

Mostrar as vantagens da transformacdo de Lineweaver-Burk para a determinacdo do Kv de
uma enzima. Fazer o grafico de Lineweaver-Burk na auséncia de inibidor, na presenca de duas
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concentracoes de inibidor competitivo e na presenca de duas concentracdes de inibidor ndo
competitivo.

22. Por gue a cinética de algumas enzimas alostéricas tem aspecto sigmoidal enquanto as enzimas
michaelianas tém cinéticas hiperbodlicas? Ler Regulacédo alostérica, pag. 258 a 261).

23. Fazer o grafico v, X [S] para uma reacédo catalisada por uma enzima alostérica, na auséncia de
efetuadores e na presenca de efetuadores positivo e negativo, que afetam seu Km.

Ler o Anexo 2, pag. 54 a 56 (mecanismo de agcdo de enzimas).

QUESTOES PARA DISCUSSAO
1. Por que as moléculas de enzimas sdo grandes?

2. Um pesquisador preparou duas séries de tubos, usando as mesmas concentracbes de
substrato. Aos tubos da série A adicionou enzima e aos tubos da série B, ndo. Apés 10 minutos
de incubacéo dos tubos a 30°C mediu a quantidade de produto formado, obtendo os resultados
expressos no grafico seguinte. Quais as velocidades aproximadas da reagcdo catalisada com
concentracdes do substrato de 4, 8 e 12 mmol/L?

umol de 15
produto
1,2

0,9
0,6
0,3

\J

2 4 6 8 10 12
[S] mmol/L

w

. Problemas: 5 e 6 (p. 337); 9 e 10 (p. 338).

. Problemas 11, 13 e 14 (p. 339).

5. Problemas 16 (p. 340) e 17 (p. 340), em cujo esquema, as enzimas 5 e 8 sao alostéricas,
moduladas por efetuadores alostéricos positivo (+) e negativo (-).

6. Questdo da Introducéo.

N

5. O SENTIDO DAS REACOES
Ler Capitulo 4- pag. 49 a 56.

INTRODUCAO

A reacao de oxidacao de glicose, mostrada abaixo, é fortemente exergdnica:
CeH1206 + 602, — 6CO, + 6 HO AGY =-2.800 kJ.mol*

Reac&o analoga ocorre com a sacarose, o aglicar comum, com valor de AG® semelhante. Por que
0 acUcar do agucareiro, que tem contato com o oxigénio do ar, ndo é convertido em CO; e H,0O?
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OBJETIVOS PARA ESTUDO

A. Responder, individualmente, as questbes de 1 a 12.
B. Estudar o Capitulo 4, p. 49.
C. Responder, em GD, as questdes de 1 a 12.

Assinale verdadeiro (V) ou falso (F) para as afirmacdes abaixo.

1. A “quebra” de uma ligagao quimica libera energia.

2. Reac0Oes ndo espontaneas em determinadas condi¢cdes sdo espontaneas em outras condigcoes.
3. Reacfes que ndo ocorrem espontaneamente podem ocorrer com a participacdo do ATP.

4. A energia liberada pelo ATP resulta da “quebra” da ligacéo fosfato, indicada pela seta.

Adenosina difosfato Fosfato
ADP Pi

% + HO — & ‘. + (P
' @@
Ribose

“ATP ~ ADP -

Adenosina trifosfato
ATP

2

5. A energia liberada pela conversdo de ATP em ADP + Pi é utilizada para promover outras
reagOes celulares.

6. A formacéo de glicose 6-fosfato pode ser obtida se for associada a hidrolise do ATP

Glicose + fosfato (Pi) — glicose 6-fosfato AGY =+ 15 kJ.mol? (1)
ATP + H,O — ADP + Pi AGY = - 31 kJ.mol* (2)

7. Reacdes ndo espontaneas convertem-se em espontaneas quando associadas a hidrdlise do
ATP.

8. A funcao celular do ATP é fornecer energia, derivada da sua hidrélise.

9. Os processos celulares que requerem energia (sintese de polimeros, transferéncia de ions e
moléculas contra gradiente, etc.) utilizam a energia derivada da hidrélise do ATP.

10. A hidrolise do ATP libera energia como calor, que nao pode ser utilizado pelas células.

11. Assinale a resposta correta.
A energia liberada na reagéo de hidrélise do ATP
a. é derivada da quebra de ligacdes.
b. é consequéncia da formacao de ligagbes novas.

c. é o saldo das energias liberadas e consumidas nas quebras e formacdes de ligagbes dos
componentes da reacao.

d. é a soma das energias liberadas nas quebras e formacdes de ligagfes.



12. Com relagéo as reacdes abaixo,

A+B — A-B A GY =+ 15 kJ.mol? (1)
ATP + H,O — ADP + Pi AGY=-31kJ.molt (2)
A+B+ATP +H,O — A-B + ADP + Pi 3)

pode-se afirmar que apenas
a. areacao (1) ocorre.
b. a reacdo (2) ocorre.
c. areagdo (3) ocorre
d. as reacdes (2) e (3) ocorrem.
e. as reagOes (1) e a (2) ocorrem.
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6. METABOLISMO
INTRODUCAO

CASO 1-C.B., 32 anos, trabalhador da construcgéo civil.

Deu entrada no servico de emergéncia, trazido por colegas, por volta das 10 horas da
manha, apos ter desmaiado no trabalho.

Conta que nos ultimos dias alimentou-se mal e, nesta manha, saiu de casa sem comer nada
e iniciou o trabalho. Apds 60 minutos, comecou a sentir dor de cabeca e tonturas. Os sintomas
foram aumentando em intensidade e surgiram uma intensa fragueza e sudorese fria. Insistindo
com a atividade que fazia, a tontura tornou-se muito forte, escureceu—lhe a vista e desmaiou.

No momento do exame, encontra-se palido, sudoreico, extremidades frias e referindo forte
dor de cabecga.

CASO 2 - R.T.P., 27 anos, masculino, analisador de sistemas.

O paciente chegou no dia anterior a La Paz, vindo de Salvador. Relata que logo ao sair do
aeroporto, precisou subir um lance de escada e sentiu-se muito cansado. Embora tenha feito
refeicbes corretas, 0 cansaco persistiu e agravava-se com atividades fisicas que, até a véspera,
fazia sem dificuldade. No final do terceiro dia, tendo tido necessidade de um esforco intenso,
desmaiou, sendo conduzido ao Pronto Atendimento.

Depois dos exames preliminares, foi introduzida a oxigenoterapia e rapidamente o paciente
sentiu-se melhor. Foi dispensado do hospital, com a recomendacao de que ingerisse cha ou outra
bebida estimulante.

CASO 3 - P.F., 54 anos, masculino, executivo.

Quadro de dor no peito ha seis meses, com duracdo de cinco a dez minutos, no maximo,
sempre que fazia algum esforgo fisico, como subir uma ladeira caminhando ou ao sentir emocgoes,
melhorando com o repouso.

Fazendo exames de avaliacdo cardiaca, foi constatada obstrucdo parcial de uma das
artérias coronarias. Desde entdo vinha fazendo uso de remédios que promovem dilatacdo das
coronrias.

Logo ao sair para o trabalho, sentiu forte dor no peito, de inicio abrupto. Ficou pélido,
comecou a suar frio e dentro de poucos minutos perdeu a consciéncia e caiu. No pronto socorro,
embora fossem tentadas todas as manobras e medicacfes para a reanimacdo cardiaca, o
paciente foi a 6bito.

1. Por que os pacientes dos casos 1 e 2 desmaiaram?
2. Por que o paciente do caso 3 foi a 6bito?

3. A falta de que composto provocou o0s sintomas relatados nos trés casos?

Para discutir os itens A e B, utilize apenas os mapas deste roteiro. Nao consulte livros ou
outros materiais.
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ALIMENTOS
CARBOIDRATOS PROTEINAS LIPIDIOS
Glicose Aminoacidos Acido Graxo
co
2
NAD-+
FAD
— ADP +P.
0
(.
HO
2
ATP

A — MAPA |: DEGRADACAO (OXIDACAO) DE ALIMENTOS

1. Qual a finalidade biologica dos processos representados no mapa?

2. Discutir as seguintes afirmacoes:
2a. Obtém-se energia dos alimentos oxidando-os.
2b. A oxidacéo biolégica consiste na retirada de hidrogénio (2H) do substrato.
2c. Analisar a funcdo das coenzimas e do oxigénio na oxidagéo dos alimentos.

2d. Uma parte da energia derivada da oxidacdo dos alimentos é usada para sintetizar um
composto rico em energia (ATP).

2e. A Unica fungéo dos alimentos é fornecer energia.

3. Por que hidrocarbonetos, plasticos e metais ndo sédo alimentos para 0 homem?

4. Qual o destino dos atomos de carbono presentes nos macronutrientes quando eles sofrem
metabolismo degradativo?

5. O que restringiu a sintese de ATP em cada um dos casos descritos na Introducéo?

6. Resuma: por que é necessario alimentar-se e respirar?
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Por que o ATP é imprescindivel? Para qué é utilizado?

O ATP tem vérias fungBes importantes: neurotransmissao, modulacdo de enzimas alostéricas, e
atuacao em processos que hao ocorrem sem sua participacao. Esta ultima funcdo serd tratada a
seguir.

7. ldentificar, entre os processos abaixo, aqueles que s6 podem ocorrer com a participacdo do
ATP.

7a. Transporte de ions ou moléculas de um compartimento onde estdo mais concentrados para
outro, com concentragdo menor.

7b. Manutencdo das concentracdes intra e extracelulares de ions. [Consultar a tabela seguinte,
com valores de concentracdo em miliequivalentes por litro (mEg/L)]

Plasma Intracelular

Sédio (Na*) 142 15
Potassio (K*) 5 150
Magnésio Mg(*") 2 27
Célcio (Ca?")

Cloro (CI) 105 1
Bicarbonato (HCO3) 24 10
Fosfato (PO43) 2 100
Sulfato (SO4?) 1 20

7c. Conversao de uma proteina em aminodacidos no trato digestorio.
7d. Sintese intracelular de proteinas.

7e. Digestdo do amido (polimero de glicose).

7f. Sintese hepatica de glicogénio (polimero de glicose).

79. Contracdo muscular.

7h. Sintese de glicose, de DNA e RNA.

8. Indicar o sinal de AGY das transformaces seguintes, representadas sem os valores
estequiométricos:

8a. Proteina + H:O — n Aminoacidos ()
8b. n Aminoacidos — Proteina + H,O ()
8c. n Aminoacidos + ATP — Proteina + ADP + Pi ()
9. Generalizando, qual é a funcao do ATP nos processos referidos no item 7b?
10. Generalizando, qual é a fun¢do do ATP nos processos referidos nos itens 7d, 7f e 7h?

11. Por que as células sem ATP néo séo viaveis?
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B - MAPA II: INTERCONVERSAO DE MACRONUTRIENTES

Um paciente com sobrepeso foi admitido a um hospital portando uma patologia que o impedia
de alimentar-se por via oral. A equipe que 0 atendeu prescreveu a aplicacao intravenosa de soro
glicosado durante os dias que durariam seu tratamento. O paciente, que pretendia perder algum
peso, solicitou que o soro ndo fosse aplicado. Para julgar se o pedido do paciente podia ser
atendido, resolva as questdes de 1 a 4, consultando unicamente o Mapa Il, que indica, entre
parénteses, o numero de atomos de carbono de alguns compostos.

1. Quais sédo as reacg0es irreversiveis que aparecem no mapa?

2. Qual o primeiro composto comum a degradacao de carboidratos, proteinas e lipidios?

3. Animais de laboratério foram submetidos a dietas compostas exclusivamente de carboidratos,
ou lipidios ou proteinas. Estes trés tipos de compostos sd0 essenciais para a sobrevivéncia.
N&o havendo outras restricdes na dieta, prever que grupo de animais sobreviveria, verificando
se é possivel sintetizar:

S| N S N
3a. 4cido graxo a partir de glicose 3d. glicose a partir de proteina
3b. proteina* a partir de glicose 3e. &cido graxo a partir de proteina
3c. proteina a partir de acido graxo 3f. glicose a partir de acido graxo

*Para sintetizar uma proteina séo necessarios todos os aminoacidos.
Indicar no mapa a via utilizada para cada converséo.
4. Alguns tecidos (nervoso) e células (hemacias) obtém ATP exclusivamente a partir de glicose.

Como é possivel garantir sua sobrevivéncia quando as reservas de glicogénio tornam-se
insuficientes para manter a glicemia?

MAPA II
POLISSACARIDIOS PROTEINAS LIPIDIOS
[ cucose | [ AmiNoAciDOs | [AcIDOS GRAXOS]
I Asp | Gly Leu | Glu
A Ala lle A
— Fosfoenolpiruvato (3) Ser Lys
i Cys Phe

Piruvato (3) ::T
v 1]
N

co, /\
v

/— Oxaloacetato (4) Citrato (6)
Co, [
Malato (4) Isocitrato (6)
\ 5 co,
Fumarato (4) a—Cetoglutarato (5) +—

— >
\Succinato (4) / €0,
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C - METABOLISMO ENERGETICO NO ESFORCO MUSCULAR E NO JEJUM.

Ha trés processos para obtencdo de ATP em mamiferos, um aerobio (1) e dois anaerdbios (2, 3):
1. fosforilacdo de ADP acoplada & oxidacao de nutrientes por O, (Mapa I);
2. fosforilacdo de ADP por fosfocreatina (ver reagéo a p. 310);

3. fosforilacdo de ADP associada a conversao de glicose a lactato, sem utilizacdo de Oa.

OBJETIVOS PARA ESTUDO

1. Estudar o software contracdo Muscular e identificar a fonte primaria de energia e o processo
principal de producdo de ATP nas seguintes condi¢cdes:

(a) salto; (b) corrida de 400 m; (c) maratona; (d) jejum curto; (e) jejum prolongado.

2. A velocidade de um corredor de 400 m é muito superior a de um maratonista. Usando as
observacdes obtidas na execugédo do software Metabolismo e as Tabelas 1 e 2, propor uma
explicagdo para as diferencas de velocidade entre os dois tipos de corrida.

Tabela 1. Fontes de energia para a contragdo muscular

Velocidade Total de ligacbes
de producéo : P
Fonte fosfato disponiveis
de ATP (mmol)
(mmol/s)
ATP muscular 223
Creatina fosfato 73,3 446
Converséo glicogénio muscular em lactato 39,1 6.700
Converséo glicogénio muscular em CO» 16,7 84.000
Converséo de acido graxo em CO; 6,7 4.000.000

3.0 cérebro ndo possui reservas energéticas relevantes (Tabela 2) e usa glicose como
combustivel, 0 que exige a manutengdo constante da glicemia (concentragdo de glicose no
sangue).
3a. Qual é a fonte de reposi¢édo da glicose sanguinea durante jejum curto e jejum prolongado?
3b. A sua concluséo esta de acordo com a discussao referente ao Mapa 11?
3c. Proponha uma explicagéo para o fato de hipoglicemia acentuada levar ao coma.

Tabela 2. Reservas energéticas de um homem tipico de 70 Kg.

Energia disponivel (kcal)
Glicose ou Glicogénio | Triacilgliceréis | Proteinas mobilizaveis
Sangue 60 45 0
Figado 480 450 400
Cérebro 8 0 0
Musculo 1.200 450 24.000
Tecido Adiposo 80 135.000 40

Nas unidades subsequentes, serdo estudados: (1) o mecanismo detalhado de geracédo de ATP em
condicbes anaerbdbias e aerodbias; (2) a regulacdo da producdo de ATP; (3) a sinalizacdo que
indica o uso das reservas nos tecidos majoritarios e o acumulo de reservas ap0s a alimentacéo.
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6.1 GLICOLISE E GLICONEOGENESE

INTRODUCAO

Em estudos sobre o condicionamento fisico de cinco voluntarios foram medidas as
concentracoes plasmaticas de lactato e creatina quinase no repouso (R). Os voluntérios fizeram, a
seguir, um exercicio exaustivo. No término deste exercicio (0 h) e apds duas e quatro horas novas
medidas foram feitas. Os resultados estdo apresentados nos gréaficos seguintes.

12 600 —
[Lactato] Creati na guinase
(mmol/mL) plasmatica

107 (UL) 500 —

400 —|

300

200 7

100

R Oh 2h 4h R Oh 2h 4 h

Tempo apds a exaustao Tempo apos a exaustdo

Examinando os dados, um estudante ficou intrigado com (1) a relagcdo entre a intensidade do
exercicio e a concentracdo de lactato e (2) com o fato de ter sido dosado lactato e ndo acido
latico. Também estranhou (3) as concentragdes de lactato no repouso e, principalmente, (4) nos
tempos 2h e 4h, pois sabia que os voluntérios se queixaram de fortes dores musculares no dia
seguinte ao exercicio. Resultados ndo expressos no grafico indicaram que a concentracao
plasmatica de creatina quinase continuou aumentando apds 4h do término do exercicio. Como
estes dados podem ser interpretados?

OBJETIVOS PARA ESTUDO - ESTRUTURA DE CARBOIDRATOS

Ler Capitulo 6- Pag. 91-93

1. Definir carboidratos.

2. Definir aldoses e cetoses.

3. Uma solucédo de glicose apresenta poder redutor menor do que uma solucdo de hexanal de
igual concentracdo. Por qué?

4. Mostrar a diferenga estrutural entre as formas o e  de um monossacaridio.
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GLICOLISE- Software IUBMB.

OBJETIVOS PARA ESTUDO e GD dos mesmos objetivos

Os objetivos de niumeros 1 a 13 devem ser respondidos utilizando apenas o mapa da glicélise
(p. 27 apostila), sem consulta a livros.

. Indicar as reac0es irreversiveis da glicolise.
. Quantas moléculas de lactato se formam a partir de uma molécula de glicose?
. Que hexose da origem a trioses?
. Indicar as reacfes de oxidacao-reducdo da glicélise.
. A concentracdo de NAD* nas hemacias é da ordem de 10° M. Se a disponibilidade de glicose
nao for limitante, é possivel estimar a quantidade de lactato que pode ser formada?
6. Indicar, entre os compostos da glicélise, aqueles que apresentam liga¢des do tipo
a) fosfoenol;
b) anidrido fosférico;
c¢) anidrido carboxilico-fosférico;
d) éster fosforico.
A classificagdo de uma dada ligacdo quimica deve ser feita analisando os tipos de compostos
(alcool, tioalcool, cetona, acido) que seriam produzidos se esta ligacdo fosse hidrolisada. [Ver
Tabela sobre compostos ricos em energia a p. 55.].
7. Explicar porque ha diferenca na reversibilidade das reacdes catalisadas por quinases.
8. Identificar as reacdes da glicolise catalisadas pelas seguintes enzimas [A descricdo do tipo de
reagdo catalisada por diferentes classes de enzimas esté abaixo]:
a) quinase b) mutase c)isomerase d)aldolase e) desidrogenase
9. Considerando o nimero de mols de ATP consumidos e formados, estabelecer o saldo final de
ATP obtido pela conversdo de um mol de glicose a lactato pela via glicolitica.
10. Qual a quantidade de energia que a célula armazena pela degradacdo de um mol de glicose
pela via glicolitica?

a b~ owbNPE

11. O valor da conversido de um mol de glicose a lactato é AG® = - 47.000 cal/mol (197 kJ/mol).
Que porcentual deste valor € armazenado como ATP pelas células ao fazer essa
transformacao?

12. Citar os compostos que devem ser fornecidos a via glicolitica para:
12a. inicia-la (haver formacéo de lactato).
12b. manté-la em funcionamento.

13. Indicar a fung&o da via glicolitica.

ALGUNS TIPOS DE ENZIMAS

Quinases: Catalisam a transferéncia de um grupo fosfato de um composto de alta energia (em
geral ATP) para um aceptor.

Isomerases: Catalisam reagdes de isomerizagao.

Mutases: Isomerases que catalisam a transferéncia de grupos fosfatos de baixa energia de uma
posicdo para outra, na mesma molécula.

Desidrogenases: Catalisam reacfes de oxidacdo-reducdo, por transferéncia de hidrogénio do
substrato para uma coenzima, geralmente NAD" ou FAD. Estas reacdes, na
maior parte dos casos, sao reversiveis.

Aldolases: Cindem acucares fosforilados, dando origem a di-hidroxiacetona fosfato e a outro
acucar, com trés atomos de carbono a menos que o substrato original.

Fosfatases: Catalisam reac¢des de hidrolise de ésteres de fosfato.
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OBJETIVOS PARA ESTUDO

1.

10.
11.

Que reacdo a glicose sofre ao entrar em uma célula? Verificar a diferenca entre a enzima que
catalisa esta reacdo no figado e pancreas e a que catalisa a rea¢do em outros tecidos, quanto
a inibicdo alostérica.

. Alguns “tecidos” e células so6 utilizam glicose como fonte de energia: tecido nervoso central (120

g/dia) e hemécia (36 g/dia). Outros tecidos ou células tém poucas mitocdndrias e também
dependem de glicose: musculos brancos, medula renal, cristalino, cérnea e retina, testiculos.

. E possivel converter lactato em glicose por uma via metabdlica chamada gliconeogénese.

Como é possivel esta transformacao se ha reacdes irreversiveis na glicélise? Todos os tecidos
operam esta conversdo? Que outros compostos podem ser convertidos em glicose pela
gliconeogénese?

. Mostrar a sequéncia de reacdes que permite a conversdo de piruvato em glicose. Comparar as

reagOes irreversiveis da glicolise com as reagfes que as substituem quanto aos reagentes,
produtos e enzimas.

. Qual é o saldo em ATP da conversao de piruvato em glicose? Comparando este saldo com o

da conversao de glicose em piruvato, explicar a vantagem do processo.

. 3-Mercaptopicolinato inibe a conversdo de glicose 6-fosfato em glicose, mas nao inibe a

conversao de glicose em glicose 6-fosfato. Explicar.

. Mostrar as semelhancgas e diferengas entre as reagfes catalisadas pela fosfofrutoquinase 1 e

fosfofrutoquinase 2 e entre as catalisadas por frutose 1,6 bisfosfatase e frutose 2,6 bisfosfatase
[Definicao de fosfatase - pagina 26].

. A concentracédo de frutose 2,6 bisfosfato nos hepatécitos varia com a disponibilidade da glicose:

€ pequena no jejum e alta apds as refeigdes.

. Efetuadores alostéricos (figado): ler pag. 281 a 282.

Positivos Negativos
Fosfofrutoquinase 1 Frutose 2,6 bisfosfato ATP - Citrato
Frutose 1,6 bisfosfatase Frutose 2,6 bisfosfato

Indicar a localizacéo celular das enzimas da via glicolitica e da gliconeogénese.
Citar as vitaminas necessarias para as seguintes conversoes:
a) glicose — lactato b) lactato — glicose

FORMAGCAO DE ACETIL-CoA

Ler Cap. 9, pag. 128 a 130.

1.
2.

Por que a inibicdo da piruvato translocase provoca o acumulo de lactato?
Escrever a reacéo de formacédo de acetil-CoA a partir de piruvato e indicar:
2a. as 5 coenzimas necessarias;

2b. as vitaminas envolvidas;

2c. a sua localizacéo celular.

QUESTOES PARA DISCUSSAO

1.
2.
3.
4.

Problemas 1, 4 a 6, (p.341).

Problemas 9, 11, 12 e 13 (p.342).

Escrever a equacéo de conversao de glicose a acetil-CoA.
Questéo da Introducéo.



6.2 CICLO DE KREBS- Software IUBMB.

INTRODUCAO
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Em 2006 ocorreu uma série de mortes de animais no Zoolégico de Sdo Paulo. O laudo da
policia civil indicou como causa o envenenamento por monofluoracetato de sédio. Um estudante
de Farmacia estranhou a conclusdo porque o laudo toxicolégico havia indicado a presenca de
fluorcitrato nos animais mortos. H& contradi¢do entre os dois laudos?

OBJETIVOS PARA ESTUDO. Ler Pag. 131 a 135.

1. Estudar o texto seguinte.

Preparacdo de uma suspensao de mitocdndrias de figado de rato

O figado é uma fonte conveniente para o isolamento de mitocdndrias funcionais por varias
razdes. Os tecidos animais sao mais faceis de homogeneizar do que 0s vegetais porque nao
tém parede celular; o figado, em particular, € um érgdo mole e bastante homogéneo. O
metabolismo dos endotermos requer tecidos com grande densidade de mitocdndria, resultando
em alto rendimento na preparacao. Pode-se obter uma quantidade significativa de mitocondrias
hepéticas em menos de uma hora: o figado de um rato pesando 200 - 250 g rende até 2 mL de
mitocdndrias concentradas, o suficiente para muitos experimentos.

Procedimento:

Sedar os animais com isoflurano (tem acdo rapida e ndo compromete as funcdes
mitocondriais) e decapita-los. Remover o figado e mergulh&-lo imediatamente em 100 mL de
NaCl 0,85% gelados. Todos os procedimentos seguintes devem ser feitos a 0 °C.

Homogeneizar o 6rgdo em homogeneizador Potter-Elvehjem com pistilo de teflon, usando
como meio de homogeneizacgdo sacarose 0,25 M, tampdo HEPES 5 mM, EDTA 1 mM, pH 7,2.

Centrifugar o homogenato por 10 minutos a 500 x g. O precipitado consistird de células
intactas, fragmentos de tecidos e nucleos e deve ser descartado. O sobrenadante deve ser
centrifugado por 10 minutos a 10.000 x g. O precipitado consistira de mitocéndrias.

O
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Figura 1 — (a) esquema de um homogeneizador Potter-Elvehjem; (b) foto do mesmo homogeneizador; (c)
foto do homogeneizador Potter-Elvehjem sendo usado, acoplado a um motor. Ao lado estédo as formulas
de compostos usados no meio de homogeneizagéo.
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2. Verificar se é possivel a ocorréncia do ciclo de Krebs adicionando-se a um tubo que contém as
enzimas e coenzimas das reac¢des do ciclo:

2a. acetil-CoA 2b. oxaloacetato 2c. acetil-CoA + oxaloacetato 2d. acetil-CoA + succinato
Em cada caso, que porcentual do composto adicionado estard presente no final da reacao?

3. Uma suspensdo de mitocondrias, suplementada com acetil-CoA marcada com *C s6 produz
CO, marcado em aerobiose.
3a. Por qué?

3b. Em anaerobiose, ha producdo de CO, marcado se for adicionado azul de metileno. Com
esta adicdo, além da produgdo de *CO,, observa-se a descoloragédo do corante (azul de
metileno reduzido € incolor). Explique estes dados.

4. Escherichia coli, crescendo em anaerobiose, é desprovida do complexo a-cetoglutarato
desidrogenase. Esta bactéria pode obter fumarato a partir de piruvato?

5. Citar os compostos que devem ser fornecidos ao ciclo de Krebs para:
5a. inicia-lo (repor o oxaloacetato usado na primeira reagao).
5b. manté-lo em funcionamento.

6. As reacdes irreversiveis do ciclo de Krebs sé8o as catalisadas por citrato sintase e a-
cetoglutarato desidrogenase.

7. Efetuadores alostéricos da isocitrato desidrogenase:
Ler pag 286 a 287

Positivo | Negativo
ADP NADH

8. Que composto do ciclo de Krebs acumula-se quando a razao ATP/ADP é alta? E quando a
razao NAD*/NADH é baixa?

9. Mostrar como a regulagdo da piruvato carboxilase interfere na velocidade do ciclo de Krebs.
Software Ciclo de Krebs: IUBMB

QUESTOES PARA DISCUSSAO

1. Problemas 5, 7, 8 e 11(p. 343).
2. Questdo da Introducéo.

6.3 LIPIDIOS E MEMBRANAS

OBJETIVOS PARA ESTUDO
Ler Cap. 6, Pag. 94 a 102 e Cap. 7, pag. 103 a 108.

1. Definir acidos graxos. Definir &cidos graxos ®-3 e m-6.

. Qual o efeito do nimero de carbonos e do nimero de insaturacdes na interacdo de diferentes
cadeias de acidos graxos?

. Definir triacilglicerois (TAG) e glicerofosfolipidios.

. Quais séo as funcdes dos TAG e dos glicerofosfolipidios?

. Verificar a estrutura do colesterol e citar compostos dele derivados.

. Quais as forcas que mantém a estrutura de uma membrana? O que s&o micelas e lipossomos?

. Identificar os componentes da estrutura de uma membrana bioldgica. Descrever 0 modelo de
mosaico fluido.

. Caracterizar transporte ativo e transporte passivo.

. Software de Membranas — (CD do livro Biochemistry - D. Voet & J.G. Voet).

~NOo o1k w N

© 0
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6.4 OXIDACAO DE TRIACILGLICEROIS

INTRODUCAO

O texto seguinte, retirado de um site da Internet, justifica o uso de carnitina pelos praticantes de
atividades fisicas em academias, com o propdsito de emagrecer.

A carnitina consegue gerar maior quantidade de energia para os musculos e assim melhorar o
desempenho nos treinos. Essa energia € retirada das células de gordura. Com a
ajuda desse nutriente as células adiposas de cadeia longa sdo oxidadas e sé assim
conseguem atravessar a membrana e chegar na mitocondria (organela vital para a
producdo de energia celular), onde finalmente, serdo metabolizadas e transformadas
em energia para ser consumida pelos musculos e pelo coragdo. Apesar de ser uma
proteina ndo essencial, sem a suplementacao nao ocorre a queima de gordura ja que
€ necessaria muita carnitina para oxidar o tecido adiposo. Quando nao ha uma
guantidade suficiente dessa substancia, as células de gordura ndo conseguem entrar
nas mitocondrias e acabam retornando para o organismo na forma de triglicerideos,
aumentando a pressao sanguinea.

Dé sua opinido sobre o texto.

OBJETIVOS PARA ESTUDO
Cap. 16, Pag. 194 a 201.

1. Que enzima inicia a degradacgédo dos triacilglicerdis no tecido adiposo? Quais sao os produtos
resultantes de sua agédo?
2. Esquematizar a reacao de ativacdo dos acidos graxos.

3. Esquematizar a reacdo catalisada pela pirofosfatase. Qual é a interferéncia desta enzima na
ativacdo dos acidos graxos? A acdo desta enzima € essencial para que o fluxo de acidos
graxos do citosol para a matriz mitocondrial se processe com eficiéncia. Por qué?

4. E possivel haver oxidacdo completa de um &cido graxo sem a presenca de carnitina?
5. O ciclo de Lynen pode ser feito em anaerobiose?

6. Além das enzimas, que compostos devem ser adicionados a um frasco que contém palmitoil-
CoA para sua conversao completa a acetil-CoA?

7. A deficiéncia de qual (quais) das seguintes vitaminas compromete a realizacdo do ciclo de
Lynen: riboflavina, pantotenato, biotina, nicotinamida?

8. Areacdo irreversivel do ciclo de Lynen é a catalisada pela acil-CoA desidrogenase.
9. Citar a localizacdo celular da beta-oxidacéo.
10. Por que hemécias e tecido nervoso ndo oxidam acidos graxos?

6.5 CORPOS CETONICOS - ETANOL

INTRODUCAO

O composto 1,1,1",1"- CH;
[disulfanedilbis(carbonotiolnitrilo)]tetraetano, conhecido como i S Nr o
dissulfiram e comercializado como Antabuse®, é utilizado no H,c” N7 s \[( T
tratamento do alcoolismo. Na vigéncia do tratamento com dissulfiram, S

. . . ~ . - HsC
entre 5 e 10 minutos apods a ingestao de bebida alcodlica, surgem os :

sintomas de forte ressaca (vasodilatacdo e consequente queda de pressédo arterial, taquicardia,


https://pt.wikipedia.org/wiki/Vasodilata%C3%A7%C3%A3o
https://pt.wikipedia.org/wiki/Press%C3%A3o_arterial
https://pt.wikipedia.org/wiki/Taquicardia
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ndusea, vomito, confusdo mental, fraqueza, rubor, sudoragéo e cefaleia), por periodos que duram
de 30 minutos a varias horas. A concentracdo plasméatica de acetaldeido chega a ser 10 vezes
maior do que a encontrada com a mesma ingestdo de etanol, na auséncia de dissulfiram.
Justificar os dados apresentados e a terapia proposta.

OBJETIVOS PARA ESTUDO
Ler Pag. 201 a 203

1.

Citar os compostos que, em conjunto, sdo chamados de corpos cetdnicos e mostrar as
condi¢cbes em que sdo formados em concentracéo alta.

. Como um paciente submetido a rigorosa restricdo de carboidratos mantém a glicemia?

3. Qual a consequéncia desta dieta sobre a concentracao de oxaloacetato hepatico?

N

co~N O O

. A semelhanca do controle da excrecdo urinaria de glicose pela utilizacdo das glicofitas, é

possivel monitorar a excre¢do de corpos cetdnicos. Todos 0s corpos cetdnicos produzidos séo
excretados pela urina?

. De que forma s&o aproveitados os corpos cetbnicos néo excretados?
. H& consequéncias derivadas da producdo excessiva de corpos cetdnicos?

. E possivel obter ATP a partir do etanol presente em bebidas alcodlicas?
. Ver video no youtube: Your Brain on Alcohol/Inverse (uma neurocientista explica os

efeitos do alcool no cérebro)

QUESTOES PARA DISCUSSAO

1.
2.

3.

Problemas 1, 4 a 6 (p. 348)

Uma preparacao de células hepaticas foi incubada com palmitoil-CoA, em presenca de um inibidor
do ciclo de Krebs. Obtiveram-se os resultados apresentados no grafico abaixo. Esquematizar no
mesmo grafico os resultados que seriam obtidos se a incubacao tivesse sido feita

2a. na auséncia de oxigénio.

2b. na presenca de oxigénio + excesso de malonil-CoA (inibidor da carnitina acil
transferase).

2c. sem o inibidor do ciclo de Krebs.

J
mmol de 48 —

Acetil-CoA
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24 —

12 —

5 10 15 20
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Problemas 9 a 12 (p. 349) e Questéo da Introducéo.


https://pt.wikipedia.org/wiki/N%C3%A1usea
https://pt.wikipedia.org/wiki/V%C3%B4mito
https://pt.wikipedia.org/wiki/Cefaleia
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6.6 CADEIA DE TRANSPORTE DE ELETRONS
E
FOSFORILACAO OXIDATIVA

INTRODUCAO

A. Camundongos mutantes que ndo expressam superdoxido dismutase morrem como fetos.

B. Episédios de isquemia provocam lesdo tecidual. Ao ser promovida a reperfusdo, pode
haver um aumento relevante da lesdo, o que constitui um dilema para o profissional de
saude. Explicar estes dados.

OBJETIVOS PARA ESTUDO
Ler pag. 56 a 58 (Reacdes de Oxido-Reducéo)

Ler Pag. 136 a 158.

1. Qual é a diferenca entre potencial de reducéo (E) e potencial de reducéo padrédo (E®)?

2. Descrever os componentes da cadeia de transporte de elétrons mitocondrial. Quais sdo os
grupos responsaveis pelo transporte de elétrons em cada um dos compostos que fazem parte
da cadeia de transporte de elétrons

3. A quantidade de oxigénio consumido pela cadeia de transporte de elétrons tem relagéo
estequiométrica com a quantidade de NADH oxidado?

4. Em uma suspensdo de mitocondrias incubadas com malato e rotenona néo foi detectado
consumo de oxigénio. Em incubagédo semelhante, substituindo o malato por succinato, ocorreu
consumo de oxigénio. Explicar este resultado. Que resultado haveria, nos dois casos, se a
rotenona fosse substituida por cianeto ou por antimicina A?

5. Usando o software Consumo de Oxigénio por Mitocéndrias, responder os itens seguintes:

[Nota: sempre que ha formacao de potencial elétrico ha sintese de ATP]
5a. Verificar os compostos que aumentam o consumo de oxigénio e 0s que o inibem.
5b. Sempre que ha consumo de oxigénio ha sintese de ATP?
5c. Sempre que hé sintese de ATP ha consumo de oxigénio?
5d. Sempre que ha aumento do potencial de membrana ha consumo de oxigénio?
5e. Sempre que ha consumo de oxigénio ha aumento do potencial de membrana?
5f. Dinitrofenol (DNP) afeta o consumo de oxigénio? Afeta o potencial de membrana?
5g. Pode haver sintese de ATP sem aumento do potencial de membrana?
5h. Pode haver consumo de oxigénio sem aumento do potencial de membrana?

Para responder as questbes seguintes, fazer experimentos virtuais com o seguinte protocolo:
adicionar mitocéndria, malato e/ou succinato e, em seguida, 0 composto em estudo (rotenona
ou oligomicina ou cianeto). Verificar o resultado. Depois, testar se pode haver reverséo.

5i. A inibicdo do consumo de oxigénio por rotenona pode ser revertida pela adicdo de algum
composto?

5j. A inibicdo do consumo de oxigénio por oligomicina pode ser revertida pela adicdo de algum
composto?

5k. A inibicdo do consumo de oxigénio por cianeto pode ser revertida pela adicdo de algum
composto?

6. Software Cadeia de Transporte de Elétrons.
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7. Qual sera o estado de oxidagao (oxidado/reduzido) dos componentes da cadeia de transporte
de elétrons em presenca de malato e de antimicina A?

8. A intensidade da fosforilagdo oxidativa tem relacéo direta com a quantidade de NADH oxidado?

9. Por que o numero de mols de ATP sintetizado para cada mol de succinato oxidado a fumarato é
diferente da quantidade de mols de ATP sintetizado para cada mol de malato oxidado a
oxaloacetato?

10. E possivel obter sintese de ATP por uma suspensao de mitocondrias sem fornecer substrato

oxidavel?

11. O tratamento de uma suspenséo de mitocondrias com cianeto ou com oligomicina inibe tanto o
consumo de oxigénio quanto a sintese de ATP. A adi¢do de dinitrofenol restaura o consumo
de oxigénio apenas em um dos casos, mas nao tem efeito sobre a inibicdo da sintese de
ATP. Explicar estes resultados.

12. E possivel a oxidag&o continua de NADH na auséncia de ADP?

13. Como é possivel utilizar, no citosol, o ATP produzido na mitocéndria?

14. Hemécia e tecido nervoso fazem fosforilagdo oxidativa?

15. Como o NADH produzido na via glicolitica pode ser oxidado na cadeia respiratoria (lancadeira

do malato)? Ler pag. 155 a 158.
16. Estudar os textos abaixo.

Radicais livres

A reducdo parcial do oxigénio gera radicais livres

Ver o software de Radicais Livres (CD Bayardo)

A transferéncia de quatro elétrons ao oxigénio, processada no Complexo 1V, resulta na sua
reducdo a &gua, por associacdo a quatro protons. Todavia, & medida que os elétrons percorrem a
cadeia respiratOria, pode haver vazamento de elétrons que promovem a redu¢do monoeletronica
do O dissolvido na matriz mitocondrial, originando radicais livres, que podem causar dano severo
as células.

Radical livre € uma espécie quimica capaz de existéncia independente (dai a denominagéo
livre) e que contém um ou mais elétrons ndo pareados no orbital externo. Essas espécies, em
geral, sdo instaveis (meia vida da ordem de nanosegundos) e altamente reativas; ao reagirem
com uma molécula, geram outro radical livre, iniciando uma reacdo em cadeia. Sua formula
guimica é acompanhada de um ponto, representando o elétron ndo pareado. Alguns exemplos
sédo o anion radical superoéxido e o radical hidroxila.

A adicdo de um elétron ao oxigénio molecular origina o anion radical superoxido que,
recebendo um elétron, gera o anion peroxido; este protona-se, originando o perdxido de
hidrogénio. O peroxido de hidrogénio é um oxidante potente e, embora ndo seja um radical livre,
pode originar o radical hidroxila, um dos radicais livres mais reativos conhecidos.

e~ e~ 2 H* e~ e~
O> A—) ol A—) 022_ A—) H, 02 %—T» OH® %—) H20
. A . . . H*+ H . H* A
Oxigénio Anion radical Peroxido Peroxido de 20 Radical gua
superéxido hidrogénio hidroxila

O anion radical superoxido, o peréxido de hidrogénio e o radical hidroxila sdo chamados,
conjuntamente, de espécies reativas de oxigénio (ROS, da denominagéo inglesa).
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Em contraposicdo a geracdo de radicais livres por transferéncia monoeletrénica ao
oxigénio dissolvido, a reducéo do oxigénio a 4gua, catalisada pela citocromo ¢ oxidase, apesar de
envolver transferéncias de um elétron, ocorre sem que haja liberacdo de formas parcialmente
reduzidas de oxigénio - os intermediarios da reacdo permanecem firmemente ligados ao centro
ativo da enzima, até que a agua seja produzida. Por outro lado, ha producao do radical superoxido
nos Complexos | e lll, por reacédo da forma semiquinona da coenzima Q ou do FMN com oxigénio.
Este processo € intensificado quando o gradiente eletroquimico se torna elevado, por falta de
ADP: a inibicdo resultante da cadeia de transporte de elétrons acarreta um aumento da meia vida
de intermediarios com elétrons ndo pareados, capazes de reduzir O, a Oae-.

A cadeia de transporte de elétrons mitocondrial é considerada a maior fonte endégena de
espécies reativas de oxigénio. Todavia, também sdo formadas em quantidades significativas nos
peroxissomos, no reticulo endoplasmatico e has membranas celulares. Fatores exdégenos, como
radiacdo cosmica, poluicdo ambiental e muitas drogas também podem levar a producdo de
radicais livres.

A formagdo de espécies reativas de oxigénio € um processo natural e inevitavel nos
organismos aerdébios. Estima-se que de 0,1 a 2 % do oxigénio consumido por mitocondrias sejam
convertidos em radical superdxido. Pelo dano que as espécies reativas de oxigénio provocam nas
moléculas e, por consequéncia, nas estruturas celulares, presume-se que as células ndo seriam
viaveis se ndo dispusessem de processos para decompb-las. Realmente, as células aerdbias
dispbem de sistemas para a dissipagdo de radicais livres, que incluem enzimas e antioxidantes de
baixa massa molar, e também de proteinas desacopladoras para minimizar a sua producéo na
cadeia de transporte de elétrons mitocondrial.

A reagdo de decomposicdo chama-se dismutagdo e consiste na reacdo entre dois radicais
livres, gerando produtos nao radicalares. Uma das enzimas capazes de promover esta reacao € a
superoéxido dismutase, que catalisa a dismutagéo de radicais superoxidos:

O2- + Op- + 2H" ——> 0O + H203

A enzima é encontrada em todas as células aerdbias. Coerentemente, as bactérias
anaerdbias estritas ndo sintetizam esta enzima.
A catalase decomp®e peréxido de hidrogénio em oxigénio e agua:

2H,O, —— 0O + 2H0

A acdo conjunta da superoéxido dismutase e da catalase converte superéxido em agua.

Outra enzima que catalisa a reducdo de H.O, e de peroxidos de lipidios é a glutationa
peroxidase.

Além de enzimas, o0 organismo humano conta com uma segunda linha de protecdo contra
as espécies reativas de oxigénio: os antioxidantes de baixa massa molar (em comparagcédo com as
enzimas). Sao compostos presentes nos alimentos de origem vegetal, dentre os quais se
destacam: as vitaminas A, C, E, os carotenos (f-caroteno, precursor da vitamina A e licopeno), os
polifendis (resveratrol e flavonoides) etc. A eficdcia da inclusdo intencional de grandes
guantidades desses antioxidantes na dieta para impedir os efeitos nocivos das espécies reativas
de oxigénio, apesar de intensamente pesquisada, permanece inconclusiva.

Em condi¢cdes normais do metabolismo celular, os mecanismos de defesa contra radicais
livres permitem homeostase. Mas, quando h4 um aumento na producdo dessas espécies, a
capacidade protetora das enzimas e dos antioxidantes € ultrapassada, resultando em estresse
oxidativo.

Como as espécies reativas de oxigénio reagem indiscriminadamente com uma grande
variedade de componentes celulares e causam danos cumulativos, elas tém sido implicadas na
etiologia do envelhecimento, de doencas neurodegenerativas (doencas de Parkinson e de
Alzheimer) e cardiovasculares, de cancer etc. H4 mais de 30 anos, os antioxidantes vém sendo
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testados como potenciais agentes na prevengdo de tais doencas. Entretanto, a conclusdo de
estudos epidemiolégicos amplos em seres humanos é que ndo trazem beneficios importantes e
podem até ser danosos; por exemplo, a vitamina C, em doses elevadas, atua como pro-oxidante.
Assim, os conhecimentos atuais ndo permitem recomendar suplementagéo desses antioxidantes.

As espécies reativas de oxigénio também tém funcdes bioldgicas importantes

O conceito tradicional de que as espécies reativas de oxigénio (ROS) atuem unicamente
como agentes oxidantes, levando a disfuncédo de érgaos e tecidos, tem sido revisto. Na realidade,
elas desempenham um duplo papel nas células aerdbias, atuando também como importantes
entidades sinalizadoras em diversos processos fisiolégicos essenciais. Ainda mais, 0s organismos
sdo capazes de utilizar a alta reatividade das ROS, de maneira controlada, em situacdes
especificas.

O exemplo classico de uma funcédo essencial desempenhada pelas ROS € o combate a
infecgBes bacterianas. Nas células do sistema imunolégico, como neutréfilos e macrofagos, uma
enzima muito ativa, a NADPH oxidase, catalisa a transferéncia de elétrons do NADPH ao
oxigénio, com produgcdo de grandes quantidades de &anion radical superdoxido e perdxido de
hidrogénio, que eliminam as bactérias fagocitadas:

NADPH + 20, ——> NADP* + 2 0, + H'

As NADPH oxidases sdo uma familia de enzimas, cuja fungcéo primaria é a producéo de
ROS. Diferem da maioria das enzimas que produzem ROS como um subproduto de sua atividade
catalitica normal, como as da cadeia de transporte de elétrons mitocondrial. A descoberta de que
as NADPH oxidases séo expressas na maioria das células de mamiferos levou a verificagdo da
participacdo das ROS na regulacdo de muitos processos, como migracdo e proliferacdo de
células, modificacéo pos-traducéo de proteinas, modulacéo de cascatas de sinalizacdo, sintese de
hormonios etc.

Quando a atividade das enzimas intrinsecamente produtoras de ROS, como as NADPH
oxidases, é exacerbada, instala-se o estresse oxidativo e as moléstias a ele associadas. Para
combater tais situacdes, diversos farmacos tém sido testados como inibidores dessas enzimas. A
inibicio da sintese de ROS seria uma abordagem alternativa a utilizacdo de antioxidantes
convencionais para a neutralizacdo dessas espécies ja formadas, tendo em vista a baixa eficacia
clinica dos antioxidantes convencionais e seus paradoxais efeitos pré-oxidantes.

Ainda em relacéo a prevenc¢do do acumulo de ROS, os organismos aerébios contam com a
protecdo natural das proteinas desacopladoras (texto seguinte). Elas permitem manter niveis ndo
toxicos de ROS, mas compativeis com a participacdo dessas espécies no controle dos processos
citados.

17. Quais as fontes produtoras de radicais livres mais conhecidas?
18. O que caracteriza um radical livre?

19. Ordenar as seguintes reacfes que descrevem a formacdo da agua a partir do oxigénio e
identificar as espécies que sdo consideradas radicais livres:
( )OH* + e + H" — H0
()02 + e + 2H" — H0,
()02 +e — 0O

( )H0, + e — OH + OH*
20. Em que circunstancias séo formados os radicais livres de oxigénio?
21. Dé exemplos dos efeitos maléficos e benéficos dos radicais livres para o organismo.
22. Citar os mecanismos de defesa e descrever a sua agéo sobre os radicais livres.
23. Estudar o texto seguinte.
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Proteinas desacopladoras

O transporte de elétrons pode ocorrer sem a sintese de ATP

No inicio do século XX, foi verificada uma doencga grave em trabalhadores da industria de
explosivos que estavam expostos ao contato com &cido picrico (trinitrofenol). O sintoma mais
notavel da moléstia, que com frequéncia levava a ébito, era a hipertermia. Foi este o fato inicial
gue levou a descoberta de um grupo de substancias capazes de atuar sobre o acoplamento da
sintese de ATP com o transporte de elétrons. Hoje se sabe que algumas substancias lipofilicas,
como o 2,4-dinitrofenol (DNP, de dinitrophenol), sdo capazes de dissociar o transporte de elétrons
da fosforilacdo oxidativa; estas substancias sdo chamadas desacopladores. Quando os dois
processos sao totalmente desacoplados, a sintese de ATP para; o transporte de elétrons,
termodinamicamente autdbnomo, pode prosseguir.

Gracas ao seu carater hidrofébico, o DNP pode atravessar membranas e, como é também
um acido fraco, associa-se a prétons no exterior da mitocéndria (onde o pH é menor), liberando-os
na matriz. Impede assim a formacdo do gradiente de prétons e a energia que seria usada na
sintese de ATP é dissipada como calor. Nestas condi¢des, o transporte de elétrons, feito sem o
concomitante transporte de prétons contragradiente, torna-se energeticamente mais favoravel e
sua velocidade aumenta. De fato, medidas experimentais simples mostram que, em presenca de
desacopladores, uma suspensao de mitocdndrias consome oxigénio com velocidade maior do que
na sua auséncia. Nos anos que se seguiram a esta descoberta, o DNP chegou a ser usado como
agente emagrecedor. A expectativa de sua administragdo era que, acelerando a oxidagdo de
coenzimas sem a concomitante sintese de ATP, a degradacdo das reservas lipidicas fosse
acelerada, ainda mais porque, com pequena producdo de ATP, a sintese das gorduras também
seria afetada. Este tipo de tratamento foi logo abandonado, porque levou a alguns acidentes
fatais. Posteriormente, verificou-se também que o DNP é um agente mutagénico.

O desacoplamento artificialmente provocado por substancias como o DNP tem seu
correspondente fisiolégico. Em uma condi¢cdo hipotética de acoplamento perfeito, os prétons
entram na mitocéndria somente através da ATP sintase, na presenca de ADP. Todavia, diversas
abordagens experimentais demonstram que as mitocondrias sdo capazes de consumir oxigénio,
mesmo na auséncia de ADP. Como, nesta situagéo, os prétons ndo podem entrar via ATP sintase,
fica evidenciado que existe um “vazamento” de H* através da membrana interna da mitocondria. O
retorno de prétons para a matriz mitocondrial, sem ser pela ATP sintase, diminui a for¢a proton-
motriz, levando a dissipacdo da energia de Oxido-reducdo como calor — a eficiéncia da
fosforilagdo oxidativa, definida pela razdo P/O (p. 148), diminui. O desacoplamento fisiolégico
resulta de processos diversos que reduzem a eficiéncia da fosforilacdo oxidativa, levando a
termogénese, como, por exemplo, a migracdo de prétons catalisada por proteinas, diferentes da
ATP sintase.

A funcéo biologica do desacoplamento da fosforilacdo oxidativa € mais bem conhecida no
tecido adiposo marrom! de mamiferos. A membrana interna das mitocondrias deste tecido
contém, além da ATP sintase, uma proteina transportadora de prétons, denominada termogenina
ou proteina desacopladora 1 (UCP1, de Uncoupling Protein 1). Na presenca desta proteina, o
gradiente de prétons nunca se estabelece com grande eficacia, e uma fracdo consideravel da
energia derivada do transporte de elétrons é continuamente dissipada como calor. Desta forma, a

1 0 tecido adiposo marrom, diferentemente do tecido adiposo tipico (ou tecido adiposo branco) contém
grande nimero de mitocdndrias e, portanto, alto contetdo de citocromos, que tém cor marrom.
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oxidacdo de substratos neste tecido corresponde a termogénese, importante na protecao de
mamiferos recém-nascidos (0s seres humanos inclusive) e animais adaptados a climas frios,
hibernantes ou néo. O tecido adiposo marrom, além de apresentar numerosas mitocondrias, com
alto contetudo de UCP1, é densamente inervado e vascularizado, recebendo a maior parte do fluxo
sanguineo corporal. Tais caracteristicas permitem prover termogénese para todo o organismo.

H& duas hipoteses alternativas para o mecanismo do desacoplamento por UCP1: ela
atuaria como um canal de H* (os proprios H* passariam por um poro existente em sua estrutura)
ou como uma translocase, que catalisaria a extrusdo de &cidos graxos desprotonados; o retorno
dos acidos graxos na forma protonada para dentro da mitocéndria, por difusdo através da
bicamada lipidica, resultaria ha dissipa¢ao do gradiente de H".

Outras proteinas desacopladoras foram identificadas: UCP2 (expressa na maioria dos
tecidos), UCP3 (no coragdo e em musculos esqueléticos), UCP4 e UCP5 (no cérebro). As “novas”
UCPs promovem, em relacdo a UCP1, um desacoplamento discreto. Esta caracteristica seria
responsavel pelas funcdes fisiologicas atribuidas a estas proteinas, a saber. promover a
termogénese de adaptacao a exposicao ao frio e durante o jejum (as UCPs séo estimuladas por
catecolaminas, liberadas nessas condi¢des de estresse); reduzir a producdo de espécies reativas
de oxigénio, que é proporcional ao potencial de membrana (ao transportarem prétons, fazem
diminuir o gradiente eletroquimico, e, portanto, a formagdo dessas espécies); acelerar o
metabolismo oxidativo, gracas a estimulacdo da cadeia de transporte de elétrons.

As UCPs tém sido consideradas um alvo potencial para o desenvolvimento de terapias para o
controle da obesidade. Sua acdo desacopladora moderada poderia ter um papel importante no
controle, a longo prazo (meses ou anos), do peso corpOreo; admite-se que atuariam como
mediadoras da regulagéo da taxa metabdlica basal pelos horménios tireoidianos.

Ver os Videos do Dr. Leopoldo De Meis no You tube: A Contracdo Muscular, partes 1
ad4.

QUESTOES PARA DISCUSSAO

1.Escrever a equacao geral da oxidacdo de NADH na cadeia de transporte de elétrons.
2. Problemas 5 a 8 e 10 (p. 344).

3. Descrever as funcdes das proteinas desacopladoras nos mamiferos.

4. Problemas 12, 13, 15 e 16 (p. 345).

5. Questdes da Introducao.
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6.7 VIA DAS PENTOSES FOSFATO

INTRODUCAO

A deficiéncia de glicose 6-fosfato desidrogenase (G6PD) € o defeito enziméatico mais comum
na espécie humana, presente em mais de 400 milhdes de pessoas. A distribuicdo da deficiéncia
no mundo coincide com as regifes de prevaléncia de malaria. A maléria compensa a deficiéncia
ou a deficiéncia protege contra a malaria?

OBJETIVOS PARA ESTUDO
Ler pag. 159 a 163.

1. A tabela do problema 4 (p. 346) mostra dados sobre a producédo de CO, em diferentes células.
la. Que reacdes produzem CO- nos adipdcitos, hepatdcitos e fibras musculares?
1b. O que se pode deduzir sobre a producdo de CO; pelas hemécias?
1c. O que é possivel deduzir sobre a interferéncia de F~ na produgéo de CO,?

2. E possivel a conversdo de glicose em ribose 5-fosfato na presenca de asbesto (amianto), um
inibidor da glicose 6-fosfato desidrogenase? E na auséncia de nicotinamida?

3. E possivel a producéo de ribose 5-fosfato a partir de piruvato na presenca de asbesto? E na
auséncia de tiamina?

4. Verificar qual(quais) das seguintes coenzimas tem(tém) ribose em sua estrutura: CoA, ATP,
GTP, NADH, FAD.

5. A oxidacdo da coenzima reduzida formada na via das pentoses € feita da mesma forma no
tecido adiposo, no figado e na heméacia?

6. H& coenzimas com fun¢éo analoga a do amianto?

7. De que recursos as células dispdem para reverter a formacao de pontes dissulfeto nas
proteinas?

QUESTOES PARA DISCUSSAO
1. Problemas 3, 5, 6 e 7 (p.346).
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6.8 TRANSDUCAO DE SINAL
Ler também o Capitulo 19- estratégias de regulacdo do metabolismo

OBJETIVOS PARA ESTUDO

1. Estudar o texto seguinte.

A transducado de sinal é o processo que confere as células a capacidade de receber e
processar estimulos recebidos do meio ambiente ou originados do proprio organismo, gerando
respostas variadas que incidem sobre a atividade de enzimas, a expressao génica e a
transmissdo do impulso nervoso. O circuito que integra este processo € composto do sinal inicial,
do receptor, da transducéo propriamente dita, que consiste na transformacdo do estimulo em um
composto quimico, e da resposta. A transducdo, ou seja, a transformacdo de um estimulo
determinado (fisico ou quimico) processa-se no nivel da membrana plasmética, onde se situam,
na maioria dos casos, 0s receptores.

Os receptores séo proteinas integrais da membrana celular, portanto com dominios nas
porcoes externa e interna da membrana, que transmitem a informagé&o recebida do exterior para o
meio intracelular, sem que o estimulo inicial penetre na célula. Os receptores sado especificos para
cada estimulo e, quando o sinal € um composto quimico, guarda com ele a mesma relagdo de
uma enzima com seu substrato. Muitos receptores sao compostos por proteinas
transmembranicas com sete hélices, referidas como 7TM (Figura 1). Esta classe de receptores
constitui uma familia com mais de 1000 representantes (em mamiferos) e sao a “antena” para o
recebimento de sinais externos, como fotons (no caso da visdo), substancias volateis (estimulo
para o olfato) moléculas nao volateis (relacionadas ao paladar) ou sinais de origem enddgena,
como neurotransmissores e hormonios.

Os receptores do tipo 7TM estdo associados a uma classe de proteinas, localizadas na
face interna da membrana celular, que se ligam e hidrolisam GTP. Por esta propriedade, as
proteinas desta familia, composta por centenas de membros, sdo designadas proteinas G. O
estimulo inicial € chamado primeiro mensageiro que, pelos processos que ocorrem na membrana,
é traduzido em um segundo mensageiro, interno, representado por um composto quimico que tem
sua concentragao alterada.

(A)

Figura 1 — Representacdo esquematica de um receptor 7TM e estrutura tridimensional da
rodopsina, um receptor deste tipo que faz parte da transducéo de sinal que ocorre na visao.

Os segundos mensageiros mais frequentes sdo o AMP ciclico (cCAMP), o GMP ciclico
(cGMP), os ions Ca?*, o inositol trisfosfato e o diacilglicerol. A alteracdo da concentracdo dos
segundos mensageiros provoca, como resposta ao estimulo inicial, mudancas na fisiologia celular,
devidas a alteracdo da conformacado de proteinas, por fosforilagdo ou ligagcdo com ions de calcio
ou modificagdo do funcionamento (abertura ou fechamento) de canais iGnicos.

Alguns exemplos, descritos a seguir, ilustram a transducdo do sinal, especificando suas
partes componentes.
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Viséo

Na membrana celular dos cones esti presente uma proteina 7TM chamada rodopsina,
composta por uma porcao proteica, a opsina, que tem 11-cis-retinal como grupo prostético. Esta
molécula fotossensivel é o pigmento visual, assim chamado por sua propriedade de absorver luz.
A absorcdo de um féton pelo 11-cis-retinal provoca sua isomerizacdo para uma forma toda trans,
provocando uma alteragdo na estrutura da rodopsina. Esta nova forma da proteina ativa uma
proteina G, previamente ligada a GDP. Pela ativacdo, h4 uma troca de GDP por GTP. A
subunidade o da proteina G desliga-se das demais, P e vy, e liga-se a cGMP fosfodiesterase,
ativando-a. Esta ativacdo provoca a reducao do nivel celular de cGMP, o que, por sua vez,
provoca o fechamento de canais ibnicos dependentes de cGMP. O fechamento do canal leva a
hiperpolarizacdo da membrana resultando em um potencial de agdo que inicia o0 impulso nervoso
gue, processado pelo sistema nervoso central, constitui a visdo. Neste exemplo verificam-se duas
transducdes de sinal: a transformacdo de um estimulo fisico (o féton) em reducdo de um
composto quimico (cGMP) e a conversao desta diminuicdo de concentracdo em um estimulo
elétrico.

Olfato

Na membrana dos cilios dos neurdnios olfativos, situados no epitélio olfativo do nariz esta
presente uma proteina 7TM, que constitui um receptor olfativo. Esta proteina também esté ligada
a uma proteina G intracelular. A ligacdo de um odorante ao receptor provoca a alteracao de
estrutura do receptor e consequente alteragéo da conformacao da proteina G a ele associada. O
resultado da ligacédo é a formacéo de grandes quantidades do segundo mensageiro, neste caso, o
cAMP. Isto ocorre porque a proteina G ativada, antes ligada a GDP, troca este nucleotidio por
GTP. A troca provoca a dissociacdo da subunidade o das outras duas, 3 e y. A subunidade o
ligada a GTP ativa uma enzima de membrana, a adenilato ciclase, responsavel pela producéo de
CAMP a partir de ATP. A grande concentracdo de cAMP é a responsavel pela ativacéo do
neurdnio olfativo, na forma de um sinal elétrico enviado ao cérebro. Neste caso, ha também duas
transducdes de sinal: a liga¢do do odorante levando ao aumento da concentragdo de cCAMP e o
aumento da concentragdo do cAMP provocando o impulso nervoso.

Nos dois exemplos relatados, o resultado do estimulo inicial foi um impulso nervoso. No
caso de estimulos gerados no préprio organismo, o resultado é a modificacao da fisiologia celular.
Esta é a situacdo dos hormdnios a ser estudada a seguir.

Responder os seguintes objetivos com base na Secéo 19.3 (a p. 262).

2. Definir primeiro e segundo mensageiros, quando se refere a acao hormonal.
3. Verificar a formula do AMP ciclico (cCAMP) e escrever a equagdo quimica de sua sintese,
catalisada pela adenilato ciclase.
4. Escrever a equagdo que converte cAMP em AMP. Justificar o nome da enzima que catalisa
esta reacgéao.
5. Como ¢é ativada a adenilato ciclase?
6. Definir proteina G e mostrar a relacdo desta proteina com o receptor hormonal. Qual a
consequéncia da ligacdo do horménio ao receptor sobre a proteina G?
7. Escrever a equacao quimica da reacao catalisada pela proteina quinase.
. Qual é a relacdo entre a proteina quinase e o CAMP?
9. Qual é a consequéncia da reacado catalisada pela proteina quinase sobre a atividade de uma
enzima?
10. Uma vez que a reacdo catalisada pela proteina quinase € irreversivel, a modificacdo provocada
por esta reacdo em uma enzima é definitiva?
11. Estudar o software Sinalizagdo hormonal via cAMP. Ver o video no Youtube:
#yourbrainon caffeine (fala dos efeitos da cafeina no cérebro).

0o
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6.9 GLICOGENIO

INTRODUCAO

Entre os cacadores existe uma regra determinando que os animais devem ser abatidos antes

gue corram, para que sua carne nao tenha sabor azedo. Por outro lado, a carne dos mesmos
animais, criados em cativeiro, nem sempre é apreciada, por ter sabor adocicado. Por que a carne
dos mesmos animais pode ter sabor diferente?

Ler Capitulo 13- pag. 164 a 168; Ler Capitulo 20- pag. 275 a 280

OBJETIVOS PARA ESTUDO

A WDN

12.

13.

14.

15.

16.
17.

. Definir polissacaridio e citar exemplos de polissacaridios de reserva e estruturais.

. Em que diferem, estruturalmente, o glicogénio, o amido e a celulose?

. Por que glicogénio e amido sé@o alimentos para o homem, e a celulose ndo é?

. As duas extremidades da cadeia de glicogénio sao idénticas? Todas as ligacdes glicosidicas

encontradas no glicogénio séo do tipo a-1-4 ou a-1-6. Correto?

. Quais sao as diferencas entre as reacdes de degradacéo intracelular e digestiva do glicogénio

quanto aos reagentes e produtos?

. Escrever as reacdes catalisadas por

6a. Proteina quinase

6b. Fosfoproteina fosfatase

6¢. Glicogénio fosforilase quinase
6d. Glicogénio sintase quinase
6e. Glicogénio fosforilase

. A degradacdo do glicogénio hepético inicia-se com o estimulo de glucagon. Descrever 0s

eventos que ocorrem no hepatdcito desde a ligacdo do glucagon ao receptor até o aumento da
concentracao intracelular de cAMP. (Procurar no Capitulo 20)

. Mostrar a consequéncia do aumento da concentragdo intracelular de CAMP sobre a atividade da

proteina quinase.

. Que enzima relacionada com a degradacéo do glicogénio é fosforilada pela proteina quinase?
10.
11.

E possivel a degradacéo de glicogénio na auséncia de ATP?

Quando h& estimulo de glucagon, que acgucar fosforilado tem sua concentracdo intracelular
aumentada?

A glicogénio fosforilase s6 atua em ligagbes o 1—4. Como sdo degradadas as ramificagbes da
molécula de glicogénio?

Qual o efeito da ativacao da fosfodiesterase (com consequente diminuicao dos niveis de cCAMP)
sobre a degradacgédo do glicogénio a glicose 1-fosfato?

Descrever o efeito do glucagon sobre a atividade da fosfofrutoquinase 2 e mostrar a
consequéncia deste efeito sobre a atividade da via glicolitica.

Mostrar as transformagdes que permitem a utilizacéo de glicose 1-fosfato
15a. pela via glicolitica;

15b. para a exportacédo do hepatécito.

O glucagon estimula a gliconeogénese.

Como séao desfosforiladas as enzimas, quando cessa o efeito do glucagon? Se a célula contém
proteina fosfatase, como é possivel manter proteinas fosforiladas?
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18. Escrever a reagao catalisada pela glicogénio sintase.
19. Como sao feitas as ramificagbes na cadeia do glicogénio?

20. Quanto ATP é gasto para aumentar de um mondémero a cadeia de glicogénio, a partir de
glicose?

20. Qual é a relacédo entre AMP ciclico e a sintese de glicogénio?

21. Descrever a acdo da insulina sobre o metabolismo de carboidratos quanto a:
21a. permeabilidade da célula a glicose
21b. sintese de glicogénio
21c. sintese de glicoquinase (figado)

22. Reservas de glicogénio de um adulto normal: cerca de 100 g no figado e 300 g no musculo. A
glicemia é mantida exclusivamente pelo glicogénio hepatico até 8 horas apos a ultima refeicao.

23. Em situacao de hiperglicemia o pancreas libera insulina e de hipoglicemia, libera glucagon.

24. Ler o texto a seguir: Transportadores de glicose.

Transportadores de glicose

A insulina aumenta o transporte de glicose para o interior das células

O transporte de glicose através da membrana plasmatica das células de mamiferos é um
processo passivo, catalisado por uma familia de permeases, denominadas GLUT (de Glucose
Transporter) 1 a 12, segundo a ordem de sua descoberta. Estes transportadores diferem quanto a
distribuicdo pelos tecidos, as propriedades cinéticas e a especificidade em relacdo ao substrato
(alguns transferem também outros aglcares); sao, ainda, sensiveis ou ndo a insulina.

O grupo mais bem caracterizado de GLUTs compreende GLUT 1 a 4. GLUT 1, 3 e 4 sdo
proteinas com alta afinidade por glicose exibindo valores de Ky entre 2 e 4 mM, que se situam
abaixo do intervalo normal de concentracao de glicose sanguinea que se estende de 5 a 8 mM -
séo responsaveis pela captacdo basal do acucar. GLUT 2 tem baixa afinidade por glicose, com Ky
entre 15 e 25 mM, contribuindo para a captagédo de glicose apenas quando a glicemia aumenta,
como apoés as refeicbes. Das quatro permeases referidas, somente GLUT 4 é dependente de
insulina.

GLUT 1 tem distribuicdo ubiqua, sendo mais abundante em células que obtém energia
exclusivamente a partir de glicose, como hemacias e cérebro; ocorre também em quantidades
moderadas no tecido adiposo, musculos e figado.

GLUT 2 é expresso primariamente nas células B do paéncreas e no figado. Em
hiperglicemia, a velocidade do transporte de glicose por GLUT 2 é diretamente proporcional a
concentracdo do substrato (Km muito acima da glicemia normal), ao passo que 0s outros
transportadores do grupo estdo saturados, funcionando em velocidades constantes. Por esta
razdo, GLUT 2 atua como um sensor de glicose nas células 3 do pancreas - no estado pos-
prandial, quando a glicemia aumenta, essas células respondem com liberacdo de insulina. O
figado tem uma situag&o especial no que se refere a dependéncia de insulina: embora GLUT 2,
gue medeia a entrada de glicose, seja insensivel ao horménio, o figado depende da insulina para
a sintese de glicoquinase, sem a qual ndo pode utilizar a glicose. GLUT 2 é ainda encontrado no
intestino e rins, onde também transporta frutose.
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GLUT 3 é o principal transportador do cérebro. Sua alta afinidade pelo substrato (tem o
menor Ky para glicose) € coerente com a necessidade de glicose pelo cérebro, garantindo a
utilizacdo mesmo quando a glicemia é baixa.

GLUT 4 catalisa o transporte de glicose nos tecidos adiposo e muscular, que pode ser
aumentado por insulina de 10 a 20 vezes, em poucos segundos. A transferéncia de glicose para o
interior dessas células resulta em diminuicdo do aumento pés-prandial do nivel de glicose
plasmética, o efeito mais rapido e marcante da insulina. GLUT 4 fica armazenado em vesiculas
citosodlicas que, na presenca de insulina, sédo deslocadas para a membrana plasmatica, com a
gual se fundem por exocitose, posicionando GLUT 4 na membrana. O estimulo da entrada de
glicose deve-se, portanto, ao maior numero de moléculas de GLUT presentes na superficie
celular.

A atividade fisica promove igualmente o deslocamento de GLUT 4 do interior da célula
para a membrana, aumentando a permeabilidade das fibras musculares a glicose. Este efeito
permanece normal na vigéncia da resisténcia a insulina e, por esta razdo, o exercicio é
recomendado para o controle da glicemia em portadores de diabetes. Diversas hip6teses tém sido

propostas, mas ainda nao totalmente comprovadas, para explicar este resultado do exercicio.

A insulina facilita ainda o transporte de aminoacidos para as células, particularmente as
musculares.

QUESTOES PARA DISCUSSAO

1. Calcular o rendimento em ATP resultante da conversédo de um residuo de glicose, presente no
glicogénio, a lactato.

2. Calcular o numero de moléculas de ATP necessarias para ativar uma molécula de glicogénio
fosforilase, considerando todo o gasto feito a partir da ligacdo do horménio ao seu receptor.
Comparando o resultado obtido neste item com o resultado do item 1, explicar porque o
processo de degradacdo do glicogénio € vantajoso para a fibra muscular que realiza uma
contracdo anaerdbia.

3. Problemas 1 a 6 (p. 347).
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6.10 SINTESE DE LIPIDIOS

INTRODUCAO

Um paciente que apresentava uma hipercolesterolemia importante foi aconselhado a suprimir

completamente da dieta os alimentos que contém colesterol. Mesmo tendo seguido rigorosamente
a recomendacdao, seus niveis plasméticos de colesterol mantiveram-se altos. Com a administragao
de estatina, o paciente teve os niveis de colesterol normalizados. Por que os niveis de colesterol
plasmaticos ndo diminuiram com a supressao de colesterol da dieta? Qual foi a acdo da estatina?

OBJETIVOS PARA ESTUDO

Ler pag. 204 a 208.Pag 210 a 215 (sintese de triacilglicerdis e colesterol).

1.

13.

14.

Por que grande concentragdo mitocondrial de ATP provoca o aumento da concentragéo de
acetil-CoA citosdlica?

. Que semelhanca existe entre as reacfes catalisadas pela enzima malica e pela glicose 6-

fosfato desidrogenase?

. Por que a sintese de malonil-CoA é favorecida quando a concentracdo citosélica de citrato €

elevada?

. Apontar semelhancgas e diferencas na estrutura e na funcéo de ACP e coenzima A.
. Se a sintese do acido graxo fosse feita a partir de acetil-CoA marcada com *C, quais carbonos

apareceriam marcados?

. Quantas moléculas de glicose precisariam ser oxidadas a glicono-6—lactona-6-fosfato para

gerar os equivalentes redutores necessarios a sintese de palmitato?

. E possivel sintetizar acidos graxos a partir de glicose, com a fosfofrutoquinase 1 inibida?
. O organismo humano é capaz de sintetizar todos os acidos graxos de que necessita?

9.
10.
11.
12.

Em que tecidos ocorre a biossintese de acidos graxos?
Como o figado e o tecido adiposo obtém glicerol 3-fosfato?
O que impede a sintese e degradacédo simultaneas de 4cidos graxos?

Citar o precursor basico e as coenzimas necessarias para a sintese de colesterol. Analisar a
regulagéo desta via. (Capitulo 20)

Como a hipoglicemia e uma descarga de adrenalina interferem no metabolismo de
triacilglicerdis?

A insulina estimula a sintese de triacilgliceréis.

QUESTOES PARA DISCUSSAO

1.

Problemas 2 a 5 (p. 349) e problema 8 (p. 3438).
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6.11 METABOLISMO DE AMINOACIDOS

INTRODUCAO

A doenca de Parkinson compromete o sistema nervoso central; a fenilcetonuria causa severo
retardo mental e o albinismo impede a sintese de melanina. Estas moléstias estao relacionadas
a defeitos no metabolismo de aminoacidos. Entretanto, as intervencdes terapéuticas, quando
possiveis, sdo muito diferentes. Por qué?

OBJETIVOS PARA ESTUDO
Ler pag. 216 a 224; Pag. 227; Pag. 234 a 239.

1. Esquematizar as reacdes catalisadas por aspartato aminotransferase (glutdmico-oxaloacético
transaminase - GOT) e alanina aminotransferase (glutamico-pirdvico transaminase - GTP).
Citar a coenzima que patrticipa das reagfes e a vitamina presente na sua estrutura.

2. Esquematizar a reacao catalisada pela glutamato desidrogenase.

3. Verificar o destino dos esqueletos de carbono dos aminoacidos em seu catabolismo e indicar
agueles que podem originar glicose.

4. O nitrogénio presente em todos 0s compostos biolégicos provém de aminoacidos.
Exemplos destes compostos e seus precursores:

Compostos Aminoacido
precursor
Purinas, pirimidinas Aspartato
Purinas, porfirina, glutationa Glicina
Histamina Histidina
Carnitina Lisina
Adrenalina, tiroxina, melanina Tirosina
Nicotinamida Triptofano

. Quais as consequéncias de mutacdes no gene da fenilalanina hidroxilase?
. Definir aminoacido essencial e citar os aminoacidos essenciais para o homem.
. Citar o principal produto de excre¢éo de nitrogénio no homem e o 6rgdo que o produz.
. Esquematizar a reagéo de formacao de carbamoil fosfato catalisada por carbamoil fosfato
sintetase.
9. No ciclo da ureia,
9a. indicar a procedéncia dos atomos de nitrogénio da molécula de ureia;
9b. calcular o balanco de ATP;
9c. indicar o aminoéacido proteico sintetizado.
10. Uma dieta hipercalérica afeta o equilibrio nitrogenado de um individuo adulto e higido?
11. Uma dieta hipocalérica afeta o balanco de nitrogénio?
12. A insulina aumenta a permeabilidade celular a amino&cidos e estimula a sintese de proteinas.

o N O O

QUESTOES PARA DISCUSSAO

1. Um adulto normal, com uma dieta desprovida de proteinas, elimina ureia. Por qué?

2. Um adulto normal, com uma dieta rica em carboidratos e lipidios, tem necessidade de ingestédo
proteica. Por qué?

3. Problemas 1-4e 6 - 11, (p. 350).
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4. Comparar a qualidade nutricional de proteinas animais e vegetais.
5. Resolver a questéo da Introducéo.

NUTRICAO

Estudar o Capitulo 18 — Os substratos das vias metabolicas: Nutricdo (p. 243), com atencdo para
as definicdes de kwashiorkor e marasmo. Como estes quadros podem
ser revertidos?

Estudar o Capitulo 19 - Adrenalina, glucagon e insulina
Estudar o Capitulo 21 — Regulagéo Integrada do Metabolismo (p.296).

Estudar o texto DIABETES MELLITUS (p. 48), definindo diabetes tipo | e tipo .

6.12 PROBLEMAS DE METABOLISMO

QUESTOES PARA DISCUSSAO

1. Verificar quais das afirmacdes abaixo sdo verdadeiras e quais séo falsas quando referentes a
um portador de diabetes tipo |, ndo tratado. Critique a justificativa, verificando se a explicacdo é
correta.

la. O tecido muscular realiza B-oxidacéo porque o nivel plasmético de acidos graxos esta
elevado.

1b. O nivel plasmatico de &cidos graxos esta elevado porque a lipase dos adipdcitos esta na
forma ativa.

1c. O paciente vai ganhar peso porque sua glicemia permanece alta.

1d. Haveré intensificacdo do ciclo de Krebs, no tecido muscular, porque a glicemia esta
elevada.

le. A producao de corpos cetbnicos intensifica-se nos periodos de jejum prolongado porque
h& necessidade de fornecer estes compostos para o cérebro.

2. Problemas 3, 4, 6, 7,9 e 10 (p. 351, 352).
3. Problemas 12 a 14 (p. 352)

4. Estabelecer a diferenca entre marasmo e kwashiorkor. Como estes quadros podem ser
revertidos?

5. Estudar o texto seguinte, definindo diabetes tipo | e tipo Il.
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DIABETES MELLITUS

Diabetes mellitus é uma doenca que ocorre devido a anomalias no metabolismo e pode
comprometer o funcionamento de rins, olhos, nervos e vasos sanguineos. E uma doenca que
pode ser definida como um estado de tolerancia diminuida a glicose, usualmente devido a
deficiéncia ou resisténcia a insulina.

Ha dois tipos mais comuns de diabetes mellitus (DM):

Tipo |, também chamada de DM insulina dependente (DMID),

Tipo Il, ou DM nao dependente de insulina (DMNDI).

Antes de verificar as diferengcas e semelhancas nas manifestacdes desses dois tipos de diabetes,
vamos lembrar os efeitos da insulina:
Esse hormonio, por acéo direta,

e aumenta o transporte de glicose para o figado, masculo e tecido adiposo e outras células;

e aumenta o transporte de aminoacidos para os musculos e outros tecidos;

e diminui a atividade da triacilglicerol lipase no tecido adiposo, inibindo a mobilizacao de acidos
graxos;

e aumenta a sintese de proteina, lipideo e glicogénio em propor¢des variadas, dependendo do
tecido.

Por acao indireta:

e antagoniza os efeitos de glucagon no figado pela inibicdo da proteina quinase dependente de
CAMP;

e diminui os niveis de CAMP nos hepatocitos por ativacéo da fosfodiesterase;

¢ diminui a quantidade de glucagon circulante por diminuigdo da expressao génica.

Diabetes mellitus insulino dependente (DMID) ou Tipo I.

10 a 20% dos casos de diabetes séo do tipo I. Ela tem inicio entre a infancia e 35 anos e
tem um componente genético (40% dos gémeos idénticos de uma pessoa portadora de DMID
adquirira a doenca), embora ndo s6 a genética possa explica-la. Evidéncias implicam a infec¢do
viral e resposta autoimune como maiores fatores contribuintes.

A DMID é causada pela grande reducéo ou auséncia da producéo de insulina e o individuo
adquire um estado de hiperglicemia sustentada, caso ndo seja tratado. Um individuo normal
mantém os niveis plasmaticos normais de glicose convertendo-a em glicogénio, oxidando-a para
gerar energia ou usando-a para sintese de outros compostos. O desarranjo de todas essas
reagdes é encontrado no diabético. Assim, ele desperdica glicose eliminando-a na urina; ele perde
peso, pois ndo ha mais a acao antilipolitica da insulina e ha perda de proteina muscular, cujos
amino&cidos sdo usados na gliconeogénese.

Quando os niveis de glicose sobem, o rim ndo consegue reabsorvé-la e ocorre glicosuria.
Como tudo que tem que ser excretado na urina deve estar solubilizado, qualquer incremento é
acompanhado por perda de agua.

A falta de insulina acarreta aumento na concentracdo de glicose nos compartimentos
extracelulares do musculo e adipdcito, com consequente aumento da pressdo osmética. Devido a
isso, agua intracelular é perdida para o intersticio resultando em desidratacéo celular, diluicdo dos
eletrélitos extracelulares e maior concentracdo dos intracelulares.

A perda de peso é decorrente de perda de tecido muscular e adiposo, bem como da perda

de agua. Ocorre cetoacidose, devido a alta lipélise com consequente producdo de corpos
cetbnicos e fraqueza, pela perda de eletrdlitos, principalmente potéssio.
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Diabetes mellitus ndo dependente de insulina (DMNDI) ou Tipo Il

Presente em 80 a 90 % dos diabéticos, com alto fator genético (100% dos irmdos gémeos
idénticos de um diabético tipo Il desenvolverdo a doencga). Os pacientes apresentam normalmente
niveis normais ou elevados de insulina, sugerindo que ndo h4 a utilizacdo correta do horménio
pelo organismo, provavelmente por defeito nos receptores de insulina nas células. DMNDI
geralmente é diagnosticada ap6s os 40 anos de idade em pessoas com obesidade e que tenham
parentes diabéticos. Nao ha relacdo necessaria entre diabetes tipo | e obesidade. O que ha no
diabetes tipo Il € uma relativa resisténcia ao desenvolvimento de cetose, baseado numa relativa,
mas nao absoluta, deficiéncia de glicose. Assim, pacientes com DMNDI podem manifestar
hiperglicemia ndo acompanhada de um correspondente grau de cetose. Nos diabéticos tipo I, a
cetose pode aparecer em certas condigbes de estresse metabdlico, como sépsis. Atualmente,
considera-se que ndo existem apenas duas situacdes extremas: cetoacidose diabética ou
hiperglicemia n&o cetonica, ocorrendo, na verdade, toda uma gama de variagao das intensidades
dos dois sintomas.

Diagnéstico

Para diagnosticar diabetes tipo | em estado agudo basta demonstrar que as observacdes
clinicas como perda de peso, polidria (aumento ha quantidade de urina) e polidipsia (sede) séo
acompanhadas por testes laboratoriais positivos para hiperglicemia, cetoacidose e glicosuria.

Diabetes tipo Il € mais certamente diagnosticada por uma demonstracdo da tolerancia
diminuida a glicose. O individuo ingere uma solugéo contendo 75g de glicose e o diabetes tipo Il é
diagnosticado quando uma dessas situagfes ocorre: o nivel plasmatico de glicose em jejum é
maior que 140 mg/dL ou glicose em jejum é normal, atingindo 200mg/dL apés 2h de ingestdo da
solucéo de glicose. No periodo inicial da doenca observa-se glicemia de jejum normal e apos 2h
valores entre 140 e 200 mg/dL.

A tabela da pagina seguinte apresenta um resumo das diferengas entre os dois tipos de
diabetes.

Tratamento

Depende do tipo de diabetes. Tipo | é, ou tornar-se-a, dependente de insulina por toda a
vida. Deve haver reposi¢cdo adequada de Na* e agua.

No tipo Il, a perda de peso ja pode influenciar a capacidade do corpo de controlar o nivel
de glicose. Agentes hipoglicemiantes orais (geralmente aumentam secrecdo de insulina pelas
células B) pode ajudar obesos ou ndo. Alguns pacientes podem necessitar inje¢cdes de insulina.
Nesses pacientes dieta e exercicios fisicos séo um bom meio de alcancar o controle da glicemia.

Coma diabético

A glicose sanguinea em concentrac6es maiores que o limite de reabsorcéo renal provoca
uma rapida diurese osmotica, que leva a perda de agua e eletrélitos. Ha tendéncia a hipovolemia
e deslocamentos de agua intracelular para o espacgo extracelular. Tanto a hiperglicemia como a
hipernatremia afetam muito o cérebro. Aumentando a osmolaridade plasmatica, a agua move-se
para fora das células cerebrais, causando desidratacao celular. Quando a osmolaridade alcanca
340 a 350 mili-osmol/kg, a consequéncia mais provavel é o coma.
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Tipo | -DMID

Tipo Il - DMNDI

Idade de inicio

Em geral infancia ou puberdade

Em geral apds 35 anos

Inicio

Em geral repentino

Lento, silencioso

Estado nutricional no inicio

Em geral desnutrido

Em geral obesidade

Prevaléncia

10 a 20% dos casos

80 a 90% dos casos

Predisposicao genética

Moderada

Muito forte

Defeito ou deficiéncia

Cel. B destruidas, sem producao
de insulina

Cel. B produzem menos ou
igual insulina.

Outros fatores

Virus e toxinas

Obesidade

Insulina plasmética

Baixa a ausente

Normal a elevada

Sintomas iniciais

Polidria, polidipsia, perda de
peso, fome, cetoacidose comum

Nenhum ou os mesmos do
tipo | mais suaves

Cetose

Comum

Rara

Efeitos alongo prazo

Retino-, nefro- e neuropatia;
surgimento apés 5 anos

Complicagbes similares a
tipo |, mais tardias

Complicacdes agudas

Cetoacidose

Coma hiperosmolar

Resposta a
hipoglicemiantes orais

N&o responde

Responde

Administrar insulina

Sempre necessario

Em geral ndo necessario

Complica¢Bes decorrentes do diabetes

A ultraestrutura de todas as doencgas decorrentes do diabetes tem em comum apresentar
depdsito de proteinas contendo carboidratos nos vasos sanguineos. Uma explicacdo para isso é
haver glicosilacdo de proteinas, que ocorre principalmente no grupo s-amino da Lys. Essas
proteinas ficam com conformacéo alterada e sdo mais resistentes ao ataque proteolitico.

Diabéticos podem desenvolver retinopatia (principal causa de cegueira), nefropatia,
neuropatia e doengas cardiovasculares.

A retinopatia € quase universal entre os diabéticos, enquanto o desenvolvimento de
doenca renal de estagio final ocorre em 35 a 45 % dos portadores de DMID e em menos de 20%
daqueles com DMNDI. Quando essa doenca se desenvolve o paciente necessita de hemodidlise e
transplante renal.

A neuropatia de nervos periféricos € comum em diabéticos, principalmente a neuropatia
simétrica, que causa a perda de sensibilidade nas extremidades inferiores, tornando os pacientes
propensos a lesdes nas pernas e pés, com alta incidéncia de gangrena e amputacao.

A glicosilagéo de lipoproteinas plasmaticas leva a sua ligagdo com o endotélio vascular,
provocando aterosclerose e doenca periférica vascular. A dosagem de hemoglobina glicosilada
plasmatica é um teste mais sensivel que a medida de glicemia. Faca hipdteses para explicar esse
fato.



COMPOSICAO DE ALGUNS ALIMENTOS (%)

Alimentos Kcal H.O (%) | Proteina (g) | Gordura (g) | Carboidrato (g)
Arroz polido 360 12 7 0,6 80
Arroz integral 360 13 7 15 78
Feijao 340 12 22 1,6 60
Soja 400 9 33 16 36
Milho 360 10 9 4,3 74
Carne de boi 113 75 22 2,4 -
Carne de porco 216 67 16 17 -
Carne de frango 170 70 18 10 -
Figado 134 71 20 4,0 4
Bagre 136 75 18 7,0 -
Leite (vaca) 67 87 3 4,0 5
Manteiga 465 41 1 50 5
Margarina 720 16 1 80 -
Queijo fresco 145 70 15 7 5
Ovo (inteiro) 148 75 11 10 3
Clara 53 87 11 0,2 1
Gema 340 51 16 29 2
Batata 80 78 3,0 0,2 18
Abdbora 35 89 2,0 0,2 8
Espinafre 30 90 3,0 0,7 5
Couve 44 85 4,5 0,7 7,5
Alface 15 95 1,3 0,2 3
Banana (nanica) 97 72 1,4 0,2 25
Laranja 42 88 1,0 0,2 11
Maméao 32 90 0,5 0,1 8
Manga 60 83 0,5 0,2 16
Uva 68 82 0,6 0,7 17
Melancia 22 94 0,5 0,1 5
Coco 300 55 3,5 27 14
P&o francés 308 21 12,1 2,2 63,2
P&o preto 226 39 10,1 3,4 45,1

Para uma tabela completa consultar:

http://www.fcf.usp.br/tabela/
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ANEXO 1

PROTEINAS FIBROSAS

Tendem a formar fibras alongadas. As classes mais conhecidas sdo as queratinas (que
podem ser a ou 3 queratinas, as sedas e 0s colagenos).

Queratina

A o-queratina esta presente em pele, cabelo, pelos, chifres e cascos de mamiferos, enquanto
a B-queratina faz parte de bicos e penas de aves. a-queratinas possuem um heptapeptidio (a-b-c-
d-e-f-g) que faz uma pseudorrepeticdo ao longo da cadeia, de modo que os aminoacidos a e d sdo
sempre hidrofébicos. Como eles ficam do mesmo lado da hélice, duas cadeias tendem a se
associar, formando o que se denomina uma coiled-coil. A o-queratina é rica em residuos de
cisteina, que formam pontes de dissulfeto entre hélices adjacentes. Essas hélices ficam
embebidas em uma matriz amorfa de proteinas. Elas séo classificadas como queratinas moles ou
duras de acordo com o contetdo de pontes de dissulfeto que possuem, o que esta relacionado
com o numero de residuos de cisteina. As a—queratinas podem ser estendidas em maior ou
menor extensao, também dependendo do conteldo de cisteina. Quando submetidas a uma
tracdo, as ligacdes de hidrogénio que mantém as hélices podem se quebrar e a molécula assume
uma conformacéo mais estendida, em folha B-pregueada. Quando a tensdo termina, ela tende a
voltar a sua forma original, devido a presenca das pontes de dissulfeto.

Sedas

A seda apresenta resisténcia e grande flexibilidade, mas pouco poder de distensdo. As
cadeias da seda sdo compostas principalmente de residuos de Gly, Ala e Ser, na proporcéao de
3:2:1, que se repetem na sequéncia Gly-Ser-Gly-Ala-Gly-Ala. Estas cadeias formam folhas 8 que
correm em sentido antiparalelo, com todas as Gly de um lado da cadeia e todas as Ser e Ala do
outro, sendo bastante ordenadas. As cadeias polipeptidicas da seda séo unidas por ligacdo de
hidrogénio em uma dimenséo (entre folhas B) e por forcas de van der Waals na outra, o que
confere grande flexibilidade. Como a conformacédo p ja é estendida, as fibras de seda nédo se
distendem. Em algumas regifes, entretanto, a presenca de aminoacidos de cadeia lateral maior
(Tyr, Val, Asp e Arg) desordena as fibras e permite uma certa elasticidade. A propor¢édo entre
regibes ordenadas e amorfas permite que sedas de diferentes espécies (aranhas, bicho da seda e
outros insetos) apresentem propriedades mecéanicas diferentes.

Colageno

Ocorre em todos os organismos multicelulares e é a proteina mais abundante em
vertebrados. E uma proteina extracelular que se organiza em fibras insolGveis com alta resisténcia
a tens0es, por isso € o principal componente antiestresse dos tecidos conectivos tais como 0sso,
dente, cartilagem, tend&o, ligamentos e matrizes fibrosas da pele e vasos. Os mamiferos tém
cerca de 33 tipos diferentes de colageno. O colageno é uma tripla hélice e tem quase um terco de
residuos de Gly, 15% a 30% de Pro e Hidroxiprolina (Hyp). Hyp, que é sintetizada a partir da
prolina por acé@o da prolil hidroxilase, confere estabilidade ao colageno, provavelmente através de
ligagBes de hidrogénio intramoleculares, que envolvem ancoragem de moléculas de agua.

Cada cadeia do colageno bovino, que é semelhante a muitos outros colagenos, tem uma
sequéncia que se repete, formada por Gly-X-Y (X e Y representam qualquer aminoacido). Na tripla
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hélice, cada terceiro residuo da cadeia passa pelo centro da tripla hélice, sendo que somente a
cadeia lateral da Gly cabe nesse local.

A insolubilidade do coldgeno em solventes que rompem ligacdes de hidrogénio e interacdes
ibnicas € explicada por ligacbes covalentes tanto intra quanto intermoleculares. Estas ligacdes
vém de reagOes entre as cadeias laterais Lys e His. O grau dessas liga¢g6es aumenta com a idade
do organismo. Essa é a causa de carnes de animais mais velhos serem mais duras que as de
animais mais novos, mas ja foi demonstrado que essa néo é a causa do envelhecimento.

As fibrilas de colageno se associam de maneira a refletir a funcdo dos diferentes tecidos. Na
pele elas estédo dispostas em varios angulos, podendo essa suportar tensées em duas dimensodes.
Nos tenddes elas estdo arranjadas em feixes paralelos, que funcionam como cabos que conectam
0s musculos e 0ss0s, suportando tracdo em uma s6 dimensao. Ja na cartilagem, ndo ha um
arranjo distinto e ela pode sofrer tensfes nas trés dimensdes.

Ha varias doencas genéticas relacionadas a muta¢cées na molécula de coldgeno ou no modo
como as fibrilas séo formadas. Mutacdes no colageno tipo | (principal proteina estrutural nos
tecidos humanos) levam a osteogénese imperfeita. Mesmo a substituicdo de um sé aminoacido
pode ser letal. A substituicdo de uma Gly central por Ala pode diminuir a temperatura de
desnaturacdo do colageno de 62 °C para 29 °C. Mesmo que s6 um dos alelos tenha sofrido a
mutacao, ela tende a afetar todas as fibras de colageno, pois elas serdo compostas por varias
moléculas de proteina. Colageno desnaturado pelo calor é conhecido como gelatina.
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ANEXO 2

MECANISMO E ESPECIFICIDADE DE SERINA-PROTEINASES

Para discutir as relagdes entre estrutura, mecanismo de catalise e especificidade de
enzimas, tomaremos como modelo as proteinases que tém uma Ser muito reativa no sitio ativo
(por isso chamadas de serina-proteinases) e um mecanismo catalitico comum. Estas enzimas tém
a funcdo de degradar outras proteinas, dai o nome proteinase. Entre elas, as melhor
caracterizadas sdo a quimotripsina, a tripsina e a elastase. A Ultima tem esse nome porque é
capaz de digerir a proteina de tecido conjuntivo chamada elastina, que praticamente néo € clivada
por outras proteinases, porque possui grande quantidade de Gly, Ala e Val. As trés enzimas sao
proteinases digestivas produzidas pelo pancreas e secretadas para o duodeno.

Bolso de especificidade: As trés enzimas clivam ligacdes internas de cadeias polipeptidicas do
substrato e essa clivagem é feita na amida que forma a ligagdo peptidica. A ligacdo é muito
estavel e, na auséncia de um catalisador, sua meia vida de hidrélise em pH neutro é de 10 a 1000
anos. A especificidade das proteinases difere pelo tipo de residuo de aminoacido que contribuiu
com a carboxila na formagdo da ligagdo peptidica. Os residuos devem ser volumosos e
hidrofébicos para que a quimotripsina tenha atividade; carregados positivamente para sofrer agédo
da tripsina e pequenos e neutros para que a ligagéo seja clivada pela elastase. Essas preferéncias
sdo um reflexo dos aminoacidos que comp&em o bolso de especificidade, localizado préximo aos
residuos cataliticos. Na quimotripsina, no fundo de um desses bolsos, ha um residuo de Ser, que
€ substituido por um residuo de Asp na tripsina. Ja na elastase, as paredes laterais possuem

aminoacidos volumosos no lugar das Gly presentes nas outras duas enzimas, permitindo somente
a entrada de aminoaridns eom cadeiasg laterais neniienas (Fin 1)

Gly 226

Ser 189

Quimotripsina Tripsina Elastase

Fig. 1. Sitios que conferem especificidade a diferentes serina-proteinases. Reproduzido de Branden, C., Tooze, J.
(1999) Introduction to Protein Structure. 2" ed. Garland, New York.
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Mecanismo de acdo da quimotripsina

Um esquema do mecanismo de acdo da quimotripsina esta apresentado na Figura 2, que
deve ser analisada enquanto se |é o texto abaixo. Este mecanismo também podera ser analisado

num software (Voet).
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Fig. 2. Mecanismo catalitico da quimotripsina. Detalhes no texto.

Quando o substrato se liga ao sitio ativo, a serina da posi¢cdo 195 (Serl95), que € o
principal grupo catalitico, faz um ataque nucleofilico na carbonila da ligacdo peptidica a ser
clivada. Isso é facilitado pelo fato do imidazol da His ligar o H* que é liberado. Essa tomada do H*
pela His é, por sua vez, auxiliada pela presenca do residuo de Asp que faz uma ligagdo de
hidrogénio com a His. Esses trés residuos sédo chamados de triade catalitica, pois, embora s a
Ser seja essencial para a catalise, a constante catalitica decresce algumas ordens de grandeza se
nao houver a His ou Asp nessas posicoes.

Apo6s o ataque nucleofilico e a transferéncia do H*, o C da carbonila da ligacdo a ser
clivada torna-se tetraédrico e hd uma distorcdo na molécula de substrato, que faz com que o
oxigénio dessa carbonila ocupe uma regido mais no interior do sitio ativo, ocupando a regido
conhecida como “cavidade do oxianion”. Nessa regiao, ele forma duas pontes de H com a enzima
gue ndo podem ser formadas quando o grupo esta na sua forma normal (estado fundamental do
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substrato). Além disso, forma-se mais uma ligagdo de H entre o grupo NH da ligacdo que sera
clivada. Desse modo é formado um intermediario tetraédrico, que é o estado de transicdo da
reacdo. A enzima liga melhor o intermediario tetraédrico do que o substrato. Esse intermediario se
decompbe formando uma acil-enzima (cadeia do substrato ligada a Ser covalentemente pela
carboxila). A nova porcao N-terminal da proteina, que estava interagindo com o imidazol da His é
liberada para a solucao e substituida por uma molécula de agua.

Os passos anteriores praticamente se repetem agora. A agua € desprotonada pelo
imidazol, adiciona-se ao carbono carbonilico gerando o mesmo intermediério tetraédrico. Esse se
decompde formando o outro fragmento peptidico e a Ser é re-protonada.

A Ser presente na quimotripsina é extremamente reativa e, para isso, a cadeia lateral
precisa perder um H*. Em solugdo, a cadeia lateral da Ser ndo desprotona. Desse modo, 0 arranjo
préximo da Ser com His e Asp, que sé é conseguido dentro do sitio ativo da enzima, permite essa
reatividade.

O fato do sitio ativo apresentar uma conformacao tal que liga melhor o estado de transi¢éo
gue o estado fundamental do substrato é muito importante para a catalise. A quimotripsina nativa
aumenta a velocidade da reacéo por um fator de cerca de 10'°. Quando os trés residuos da triade
catalitica sdo mutados, a enzima ainda aumenta a velocidade da reacdo ndo catalisada em cerca
de 10 vezes, aumento que é atribuido a maior ligacdo do estado de transicéo.

Estrutura da quimotripsina

A cadeia da quimotripsina € formada por dois dominios do tipo B-barril, cuja topologia € um
motivo chave grega (fitas 1-4), seguido por um motivo grampo (fitas 5 e 6) (Fig. 3). O sitio ativo
esta situado em uma fenda entre os dois dominios. O dominio 1 contribui com dois residuos da
triade catalitica, His 57 e Asp 102, enquanto que a Ser 195 € parte do segundo dominio (Fig. 4).
Apesar dessa descrigdo simples, a estrutura real parece um pouco complicada, porque um barril
esta torcido em relag&o ao outro e eles estdo um pouco distorcidos (Fig. 3).

/—\ N @ Vg
VG J |
3 R |1 4 B 6 /

N c

Figura 3 Figura 4

Figura 3. A figura da esquerda mostra o arcabou¢o de um dos dominios da quimotripsina como constituido
de chave grega e grampo. A figura da direita mostra a disposi¢éo da triade catalitica em relagcdo aos dois
dominios da quimotripsina. Reproduzido de Branden, C., Tooze, J. (1999) Introduction to Protein Structure.
2" ed. Garland, New York.

Figura 4. Estrutura 3D da quimotripsina. No circulo, a triade catalitica
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. Efetuadores
Enzimas . QOutros
alostéricos
1 | Lipase 1 Frutq_se 2,6 bisfosfato 1 leTp
(positivo)

2 | Fosfodiesterase 2 | NADPH 2 | Glucagon
3 Protejna inibidora da 3 | ATP 3 | cDpP

proteina fosfatase
4 | Acetil-CoA carboxilase 4 | Acetil-CoA 4 | Insulina
5 | Piruvato carboxilase 5 | Citrato (positivo) 5 | cAMP

Glicose 6-fosfato .
6 desidrogenase 6 | ADP 6 | Adrenalina
7 | Glicogénio sintase 7 | NADH 7 | B-hidroxibutirato
8 | Carnitina aciltransferase 8 | Malonil-CoA 8 | ATP
9 | Fosfofrutoquinase 2 9 | Citrato (negativo) 9 | Proteina G
10 | Glicogénio fosforilase 10 I(:nrg;%stﬁ/s)ﬁ bisfosfato 10 | Subunidade o
11 | Frutose 1,6 bisfosfatase 11 | Glicose 6-fosfato 11 | Triacilglicerol
12 | Glicose 6-fosfatase 12 | Acil-CoA 12 | Glicose 1-fosfato
13 | Proteina quinase 13 | GLUT 4
14 | Isocitrato desidrogenase 14 | Glicemia
15 | Fosfofrutoquinase 1 15 | FAD
16 | Adenilato ciclase 16 | FADH;
17 | Subunidade o da proteina G 17 | ATP translocase

Glicogénio fosforilase Subunidades da
18 ) 18

quinase PKA
19 | Fosfoproteina fosfatase 19 | GTPase
20 | a 1,6 glicosidase
21 | Glicoquinase
22 | Hexoquinase
23 | Frutose 2,6 bisfosfatase
24 | Fosfoglicomutase
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TAGO VRRUZAS

RecuiacRo | entmas
(D) Frumse 46- BisrosFATASE (D) FRUSE 2,6 BISTOSFATO
@ FOSFOFRUTO QUINASE - @ FAUISE 2,6 BIFQSHTO AMP (O ATPj QITRATO

@ PIRVMATO CARBox1tASE (&) ACETIL-coA

(3) 150ciTRAT DesiDrosernse (D ADP (D NADH
(5) AceriL-con carBOXILASE ® Aat-coa

© CcARNITINA  AciL-TRAVSFERASE A MaloNIL - ol

Hepinco 2 GLUCAGON = ReécerPror D€ GlUCAGON — PRO®WA
G

MUSCULAR & ADRENALIMA 9 RECEPTIR Pe ADREUA 1 |
ADENIATD CVULASE (ATIVA)

.

J :
CAMP 5 PROTEINA QuWASE (ATVA)
{

/ T 1
FOSFaRK Ase LU 6o PRotewa
cvimse () Sinm% (P INIBIDORA

AT IWATIUA DA FOsFo
) PROEET MA
GLICoEEND FosFATASE(R)
FosrrILase @ ATIVA
(ativa) ¢
! FOTFOPRUEI.
] F~| , FCSFmﬁSé
OLILOGEMG > GLicose 10 ooy

REGULAGAY  STNO De conTROe 6LICOUISE | GLIConEOGesE

6- FOSFOFRUTD - 2- QUINASE (O FOSF0ENOL PIRUVATD

FRUTDSE 26- BISFOSFATSE @) FasroenvopRroiaTo ©Q FRUtbse 6-(B)

UGEMONAL
GLUCAGN - rRORINA RunAse )  FryTose 26 -BisFasFaTAse ()
AtivA
\

FRIse 2,6 BIS® - Froymee 6@
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