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1) A glicdlise e a gliconeogénese sdo duas vias que atuam em dire¢des opostas. Pergunta-
se:

a) Qual o principal regulador molecular ndo-hormonal que determina qual das vias é
efetuada?

O principal regular molecular ndo-hormonal é a molécula Frutose-2,6-bisfosfato. Sua
presenca determina a ocorréncia da via glicolitica. Sua producéo é estimulada por AMP e
inibida por citrato e fosfoenolpiruvato.

b) Quais sdo os dois principais mecanismos que determinam a ativacdo/atividade ou
desativacaol/inatividade de enzimas?

Os dois principais mecanismos sdo a regulacao alostérica e a fosforilacdo. Na regulacéo
alostérica, um ligante especifico, seja um hormdénio ou um substrato/produto da via em
guestao se liga numa regido especifica da enzima para aumentar ou diminuir sua eficiéncia,
podendo até mesmo inibir completamente sua acao ou ativar uma enzima previamente
inativa. Na fosforilagdo, a transferéncia de um grupo fosforila causa uma mudanca de
conformacdo enzimatica que altera a afinidade da enzima pelo substrato, efetivamente
modulando a presenca ou intensidade de sua atividade.

2. Quando O; é adicionado a uma suspenséo anaerdbia de células consumindo glicose em
alta velocidade, essa velocidade diminui marcantemente a medida que o O, é consumido e 0
acumulo de lactato cessa. Esse efeito, primeiramente observado por Louis Pasteur na década
de 1860, € caracteristico da maioria das células capazes tanto de catabolismo aerébio quanto
anaerobio da glicose.
a) Por que o acumulo de lactato cessa depois que o O; é adicionado?
Enquanto que a fermentacdo da glicose é um processo que gera 2 ATP por molécula de
glicose processada, a oxidacdo de cofatores gerados no ciclo Krebs pela fosforilagdo
oxidativa gera aproximadamente 38 ATP por molécula de glicose. Deste modo, todo
organismo que € aerobio facultativo realiza respiracdo aerdbia quando ha possibilidade de
fazé-lo, pois é 19 vezes mais favoravel energeticamente para o organismo.
b) De que forma o inicio do consumo de O, reduz a taxa de consumo de glicose? Explique
em termos de reacdes especificas.
Resposta Completa:

Glicose + 2 NAD* - 2 Piruvato + 2 NADH + 2 H* +
Na auséncia de O, ocorre apenas regeneracédo do NAD™:

2 Piruvato + 2 NADH + 2 H* - 2 Lactato + 2 NAD™

Consumo de glicose por ATP: 1/2ATP

Na presenca de Og:
Primeiro, ocorre descarboxilagdo do piruvato com associagdo a Coenzima-A:
2 Piruvato + 2 CoA + 2 NAD* — 2 Acetil — CoA + +2C0,
Depois, os dois Acetil-CoA entram no Ciclo de Krebs, conforme a reagéo:
2 Acetil — CoA + 6 NADY + 2 FAD + 2 GDP + 2 P, + 4 H,0

- 4C0,+|6 NADH|+ |2 FADH,|+ |2 GTP|+ 2 CoA+ 4 H*

Na cadeia de fosforilag&do oxidativa, os cofatores NADH e FADH, serdo reoxidados,
cedendo seus elétrons para que ocorra 0 bombeamento de prétons. Cada NADH resultara




em, aproximadamente, 3 ATP, e cada FADH,, em aproximadamente 2 ATP, enquanto que 1
GTP é equivalente a 1 ATP. Assim, temos que:

Cofatores Equivalente
8 NADH 24

2 FADH, 4

2 GTP 2

Total: 30

Ao total somam-se os 2 ATPs gerados na glicolise para um total de 32 ATPs.

Resposta simplificada:
Fermentacéo:

Glicose — 2 Lactato + 2 ATP
Respiracdo Aerdébia:
CeH1,06 + 6 0, > 6 CO, + 6 H,0 + 32 ATP
Deste modo, a respiracao aerobia é 16 vezes mais efetiva que a fermentagéo lactea.

3. Faca uma previséo dos estados de oxido-redugcédo de NAD*/ NADH, FAD/FADH,, coenzima
Q e citocromo ¢ numa preparacao de mitocondria de figado suplementado com os substratos
isocitrato e succinato, Pi, ADP e oxigénio, mas inibido por:

a) rotenona

Rotenona inibe o Complexo |, inibindo a entrada de elétrons provenientes do NADH. Este
permanecera reduzido, enquanto que os demais componentes da cadeia estardo sendo
oxidados e estara havendo producéo de ATP gracas a entrada de elétrons pelo complexo I,
com reducdo de O, a agua. Deste modo, FAD é a forma prevalecente e coenzima Q e
citocromo c estdo reduzidos, carregando elétrons.

b) antimicina A

Antimicina A inibe o Complexo lll. Este complexo, o Citocromo C e o Complexo IV estardo
em suas formas oxidadas; ndo ocorre sintese de ATP e, portanto, reducéo de O.. Isto se deve
ao fato do complexo Il ser de passagem obrigatoéria dos elétrons, e, se bloqueado, interrompe
a cadeia inteira, impedindo o bombeamento de prétons e muito rapidamente desfazendo o
gradiente favoravel a formacdo de ATP. As formas prevalecentes sdo NADH e FADH;
(reduzidos), pois ndo conseguem doar seus elétrons nos complexos | e Il respectivamente, e
coenzima Q esta reduzida sem conseguir dar vazao a seu elétron para o complexo lIl.

C) cianeto

Cianeto inibe o Complexo IV. Este complexo estard em sua forma reduzida. Assim como no
caso anterior, toda a cadeia de fosforilagdo oxidativa esta bloqueada. NADH e FADH, séo as
formas que prevalecem (reduzidas), e coenzima Q e citocromo C estdo reduzidos e néo
conseguem doar elétrons para o complexo IV.

d) dinitrofenol na presenca de oligomicina

A Oligomicina inibe a ATP Sintase, 0 que saturaria 0 espaco intermembranar de prétons,
impedindo a cadeia de fosforilagdo oxidativa de continuar seu funcionamento normal, uma
vez que esta enzima da vazdo ao acumulo de prétons para sintetizar ATP. No entanto, o
Dinitrofenol (DNP) consegue se ligar a ions hidrogénio e atravessa a membrana plasmatica,
atuando como um desacoplador, ou seja, ele leva a vazdo de prétons do espaco
intermembranar o ato acoplado da sintese de ATP. Deste modo, a cadeia de fosforilagcdo
oxidativa, que compreende além de outros, todos os componentes citados no enunciado da



guestao 3, estard em pleno funcionamento, como se a ATP Sintase estivesse também
funcionando, pois ha vazdo de prétons, mesmo que desacoplada. Assim, os substratos
estariam oxidados, tendo doado seus elétrons para a coenzima Q e Citocromo c, reduzidos,
e O; estaria sendo reduzido a 4gua.

Justifigue a sua resposta.

4. Assinale se as afirmactes abaixo sdo verdadeiras (V) ou falsas (F).
ATENCAO: Duas respostas erradas anulam uma certal!

A

Durante a gliconeogénese, uma alta concentracao de acetilCoA na mitocondria ativa
a piruvato carboxilase. Verdadeiro

Frutose-2,6-Bisfosfato € um intermediario da gliconeogénese, mas nao da glicdlise.

Falso, Frutose-2,6-Bisfosfato ndo € um intermediario de nenhuma das vias, € uma
molécula de sinalizagéo produzida por uma catdlise alternativa da frutose-6-fosfato.

A conversdao de isocitrato a a-cetoglutarato € um passo importante na regulacédo da
velocidade da oxidacdo da acetil-CoA na mitocondria. Verdadeiro

E possivel realizar gliconeogénese a partir de aminoacidos. Verdadeiro

A regulacdo alostérica das enzimas responsaveis pelas reacfes reversiveis da
glicélise e gliconeogénese decide qual dessas vias € seguida no hepatdcito. Falso.
As reacdes reguladas sdo as reac0es irreversiveis.

O lactato formado no musculo é reconvertido a glicose em passos realizados no
citosol e na mitocéndria das fibras musculares. Falso. Este lactato sera reprocessado
nas células hepaticas e ndo nas células das fibras musculares.

7

O oxaloacetato é um intermediario do ciclo de Krebs, da glicélise e da
gliconeogénese. Falso, o Oxaloacetato ndo é um intermediario da glicolise.

Altas razdes ATP/ADP inibem alostericamente a fosfofrutoquinase 1 e diminuem a
velocidade do ciclo de Krebs. Verdadeiro




I O ciclo de Krebs tem papel tanto no catabolismo quanto na sintese de biomoléculas.
Verdadeiro

J A presenca de O ndo é necessaria para o funcionamento do ciclo de Krebs. Falso.
O ciclo de Krebs funciona apenas na ocorréncia da renovacédo de cofatores na
fosforilagdo oxidativa, que por sua vez depende da presenca de O, de modo que 0
ciclo depende indiretamente de oxigénio para seu funcionamento.

K Excesso de NADPH impede a formacéo de Ribose-5-fosfato. Falso, Ribose-5-fosfato
pode ser sintetizada pela via ndo-oxidativa da via das pentoses-fosfato. NADPH inibe
apenas a via oxidativa da via

Justifiqgue as alternativas falsas.

5. Avidina é uma proteina presente na clara do ovo. Esta proteina possui alta afinidade com
a biotina. De fato, esta proteina é um inibidor especifico de enzimas de biotina. Qual das
seguintes reacbes podem ser bloqueadas pela adicdo de avidina ho homogenato celular.
Justifique sua resposta indicando a enzima bloqueada e a reacdo onde esta envolvida.

a) Glicose — Piruvato
b) Piruvato — Glicose
Reacdo Bloqueada: Piruvato Carboxilase
Piruvato + CO, + ATP — Oxaloacetato + ADP + Pi
c) Oxaloacetato — Glicose
d) Glicose — Ribose 5-fosfato
e) Piruvato — Oxaloacetato
Reacéo Bloqueada: Piruvato Carboxilase
Piruvato + CO, + ATP — Oxaloacetato + ADP + Pi

f) Ribose 5-fosfato — Glicose



6. A comparacéao das vias energéticas do metabolismo em duas espécies de aves deu 0s seguintes
resultados em relacdo a Vmax das seguintes enzimas de extrato de musculo peitoral de ambas as
espécies:

Enzima Vmax Vmax
[mmol substrato/(min.g tecido)] [mmol substrato/(min.g tecido)]

Avel Ave 2

Hexoquinase 3,0 2,3
Glicogénio Fosforilase 18,0 120,0
Fosfofrutoquinase-1 24,0 143,0
Citrato Sintase 100,0 15,0
Triacilglicerol Lipase 0,07 0,01

a) Avalie a importancia relativa do metabolismo de glicogénio e de lipidios na geracéo de
ATP em ambas as espécies.

Evidentemente a espécie de ave 1 utiliza primariamente lipidios para geracao de ATP,
enquanto que a espécie 2 utiliza primariamente carboidratos. Isto € demonstrado pelos
niveis de glicogénio fosforilase, que sdo mais de dez vezes maiores na espécie 2,
indicando altas taxas de glicogendlise; pelos altos valores de PPK1 na espécie 2, mais
de 5 vezes o valor da espécie 1, indicando intensa utilizacéo da via glicolitica para
processar a glicose-1P removida do glicogénio; pelos niveis de citrato sintase da
espécie 1, 7 vezes maiores que os da espécie 2, indicando uma entrada energética na
forma de Acetil-CoA; e finalmente pelos niveis 7 vezes maiores de Triacilglicerol Lipase
da espécie 1, indicativo da degradacéo de triacilglicerdis em &cidos graxos para a
producéo de energia.

b) Sabendo-se que &cidos-graxos produzem acetil-CoA e sdo mais reduzidos que
carboidratos, compare o consumo de oxigénio em ambas as espécies.

Se 4cidos graxos sao mais reduzidos que carboidratos, entdo h& mais producgéo de acetil-
CoA por molécula processada, 0 que se traduz efetivamente em maior consumo de
oxigénio na espécie 1 que se utiliza de acidos graxos.

c) Ajulgar pelos dados da tabela, qual das espécies voa longas distancias? Justifique.

Por motivo similar ao da questéo anterior, a espécie 1 é a que voa longas distancias. Isto
€ devido acidos graxos serem mais reduzidos que carboidratos, concentrando mais
energia em menos peso, e principalmente na hidratacdo destes dois tipos de
moléculas. Enquanto que &cidos graxos sdo insolUveis em agua e formam gotas
lipidicas de armazenamento eficiente, apesar de mobilizacdo lenta, carboidratos
requerem enorme hidratacdo de modo que ocupam um volume imenso no organismo,



frequentemente 2/3 do figado animal, com a vantagem de rapida mobilizacao. Voos de
longa distancia requereriam um metabolismo de longo prazo como o de acidos graxos.
A espécie 2 queimaria seus estoques de glicogénio rapidamente e teria que parar seu
VOO pouco tempo apds comeca-lo, sendo inviavel para tal tarefa.

d) Por que foram escolhidas essas enzimas para a comparagéo das vias metabolicas?

Estas sdo enzimas-chave metabdlicas de reagdes irreversiveis cujos niveis sdo regulados
alostericamente de modo preciso e que permitem diagndstico certeiro comparativo de
funcionamento de determinadas vias metabdlicas associadas a elas.

7) O glicogénio é uma molécula de armazenamento de glicose com ramificagfes a -1,6 a
cada 8 a 12 residuos de glicose ligadas em a -1,4. Uma amostra de glicogénio de um paciente
incubada com Pi, enzima normal Glicogénio Fosforilase e enzima normal Desramificadora
gera uma propor¢éo de Glicose-1-Fosfato para Glicose de 100:1.

a) Qual a provavel deficiéncia enzimatica deste paciente? Explique.

Enquanto que a fosforilagdo de uma extremidade regular do glicogénio gera uma unidade de
glicose-1P, a remocéao de uma ramificacdo gera uma molécula de glicose sem grupos fosfato.
Seria de se esperar, deste modo, uma proporcao proxima de 10:1 de Glicose-1P para Glicose,
e ndo de 100:1. Assim, podemos assumir que este paciente tem deficiéncia na enzima de
ramificag&o do glicogénio (glycogen branching enzyme).

b) Descreva a estrutura do glicogénio deste paciente.

Este paciente possui glicogénio com cadeias com longas ramificacfes, intercaladas com
outras ramificacdes a cada aproximadamente 100 residuos de glicose.

c) Considerando a deficiéncia deste paciente, que tipo de dieta vocé recomendaria para o
mesmo para evitar falha hepética e morte prematura?

Uma dieta altamente lipidica seria ideal, pois lipidios praticamente ndo sao glicogénicos,
dando origem quase que apenas a acetil-CoA. Agucares e proteinas seriam convertidas e
armazenadas no figado do paciente, e a hiper-hidratacdo e edema hepatico acabariam por
causar falha sistémica.

d) Qual a finalidade das reservas de glicogénio do figado e musculo? Qual a principal
diferenca bioquimica entre esses tecidos no que diz respeito ao metabolismo de aglcares?
A finalidade do glicogénio do figado é manter a glicemia sanguinea para os tecidos que
dependem exclusivamente de glicose, como as hemacias e 0s neurdnios. Ja o glicogénio do
musculo tem a finalidade de mobilizar energia rapidamente para a célula muscular realizar
atividade fisica extenuante.

Enquanto que o musculo se aproveita de a glicose sair fosfatada do glicogénio para ja
transforma-la em Glicose-6P por uma mutase e processa-la na glicélise, o figado deve clivar
este grupo fosfato através de uma enzima exclusiva, a glicose-6-fosfatase, para exportar a
molécula de glicose para o sangue, tornando 0 processo ainda menos energeticamente
favoravel.



8) Qual (quais) das reacdes a seguir vocé esperaria que ocorressem no sentido
representado, em condi¢bes-padréo, na presenca das enzimas apropriadas? Consulte a
tabela no final desta prova. Explique.

AG = —n.F.E

a) Malato + NAD* — oxaloacetato + NADH + H*
Potencial: -0,154E"V (Desfavoravel)

b) Acetoacetato + NADH + H" — beta -hidroxibutirato + NAD*
Potencial: -0,026E’V (Desfavoravel)

c¢) Piruvato + NADH + H* — lactato + NAD*

Potencial: +0,135E"V (Favoravel)

d) Piruvato + B-hidroxibutirato — lactato + acetoacetato
Potencial: +0,161E"V (Favoravel)

e) Malato + piruvato — oxaloacetato + lactato
Potencial: -0,019E"V (Desfavoravel)

f) Acetaldeido + succinato — etanol + fumarato
Potencial: -0,228E"V (Desfavoravel)

Potenciais EV positivos acoplados por uma enzima indicam uma variagéo negativa de
energia do sistema, o que implica num processo termodinamicamente favoravel a acontecer
e espontaneo, nas condicdes dadas.

9)

a) Oligomicina B e Cianeto inibem a fosforilacdo oxidativa quando o substrato é piruvato ou
succinato. Dinitrofenol pode ser utilizado para distinguir estes inibidores. Explique.

Cianeto inibe o complexo IV. A utilizacdo de DNP nédo causa alteracdo além da ja causada
pelo veneno, ou seja, completa paralizacéo da cadeia de fosforilacéo oxidativa e producéo de
ATP. O desmanche do gradiente de prétons remanescente ndo causa qualquer alteracao.
Ja no caso da Oligomicina B, uma inibidora da ATP Sintase, a aplicacdo de DNP causa o
restauro do funcionamento da cadeia de fosforilacdo oxidativa, antes inibida pelo acumulo de
ions H* no espaco intermembranar que ndo tinham vazdo pela ATP Sintase devido ao
veneno. O DNP desmancha o gradiente de protons, restaurando a funcéo da cadeia, que
regenera os cofatores, mas sem gerar ATP. Assim, distinguem-se os venenos pelo uso do
DNP, pela observacédo da funcdo da cadeia de fosforilacdo (e com ela o ciclo de Krebs
também).

b) Um ionéforo A troca ions K* e H* entre membranas. Um iond6foro B troca apenas ions K*
entre membranas. Expligue que efeitos vocé espera observar com a introducdo destes
ion6foros em mitocondrias.

A introducdo do ionéforo A atuaria como o DNP, desmanchando o gradiente de prétons e
desacoplando a producéo de ATP, atuando como veneno e matando a célula. J& o ionoforo
B seria inerte na mitocondria que esta em equilibrio osmético com o citosol.



Potenciais de reducao padiae de algumas semieagdes de

importanca boldgica
Samirreagio E°[V)
Wi, + 2H™ + 287 —+ H,0 0818
Fe™ 4 @ =——s P 0,771
MOy + 2H* + 2™ — KO,™ + H,0 0,421
Cllocroma 7 (Fe™) +8~ — 0,385
clbocroma F (Fe)
Fe (CH)) (fermelaneto) 4+ & = Fa (CN]; 0,38
Cllocroma g, (Fe'™) + g~ = 0,35
elboerom a; (Fe*)
0y + 20" + 25—+ Hyi, 0,266
Clboeroma @ (Fe™ ) + 8 —— 0.2
clbocroma a (Fat™)
Clboeroma © (Fa™ ) + & — 0,254
clbocroma ¢ (Fe™)
CHocrmma &, (F‘e"] + i 022
clbocroma ¢, (Fet*)
Cltoeroma b (Fe'*) + & — 0,077
clbocroma b (Fe )
Ublquinana + 2H™ + 2~ = ublguinal + H, 0,045
Fumaralo®™ + 2H" + 28~ — succinalo™ 0.0k
2H + 287 = H, (e condigtes padrao, pH o 0,000
Crolonl-CeA + 2HT + 28 = hullril-Cos —0,015
Oxaloacetato™ + 2ZH" + S~ —s malato™ —0, 188
Finmvato™ + 2H* 4+ %~ —— lactato” —i} 185
Acetalieldn + 2H™ + 28~ = atanol —0,187
FAD+ 2H™ + 287 — FAIDH, —0Z1e*
Glulathong + 2H + 28~ —— —i 21
2 plistalionas rediciias
54 ZH" + 28— H.5 —i.243
Acldo Npoien + 2H™ 4 2™ —— —.2f
acldo d-hkdrofipalco
MAD® + 2H" 4 22~ ——s NADH —i},320
MADF" 4 H” + 28~ ——s NADPH —i3m
Avetoacelalo + 2H™ + 227 —— —i, 348
B-hidrosibutiraio
a-celogliarato + CO° + 2H" 4 28— —i},738
Isociralo
2H” + 287 = H, (pm pH T) 0414
Ferredaxing (Fe® ) + &~ = [armedoxina (Fa®) —i 4




