GD: Metabolismo de aminoacidos Instituto de Quimica o\)@_

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

Quadro 17.1 Meia-vida de protefnas

Protefna Meia-vida' (dias)
Hemoglobina falciforme 12 minutos
Ornitina descarboxilase 12 minutos
HMG-CoA redutase 3 horas
Fosfoenolpiruvato carboxiquinase 5 horas
Glicoquinase 1,25
Acetil-CoA carboxilase 2

Alanina transaminase 2.5
Arginase 4

Aldolase 5
Citocromo b 54
Lactato desidrogenase 6
Citocromo ¢ 6,3
Hemoglobina 120

'Meia-vida de uma prote(na é o tempo apés o qual metade das moléculas é degrada-
da. Proteinas defectivas e enzimas reguladoras tém, em geral, meia-vida muito curta,

Cada proteinatem uma meia vida especifica. Os aminoacidos também sao degradados
Por vias especificas e a amonia liberada é toxica e tem que ser eliminada. Nos mamiferos
O amino grupo é eliminado na forma de uréia. Peixes- amonia; aves e repteis: acido Urico
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Proteina da dieta alimentar Proteina intracelular

D74

Aminoacidos

Biosintese 4mm| NH,' J b Esqueleto de carbono

K ¢ )
aminoacidos nucleotideos l

Aminas biolégicas

a-cetoglutarato

g7 \
isocitrato

Fosfato carbamoil

Desvio Succinil-CoA

Aspartato- Ciclodo \

Ciclodauréia arginina- _ acido _

succinato do citrato citrico Succinato
ciclo do acido \ /
citrico Fumarato
""" oxaloacetato
~ &
l Malato

Uréia (excrecao) Glicose (gliconeogenese)
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2. Um adulto normal, com uma dieta rica em carboidratos e
lipidios,tem necessidade deingestéo proteica. Por qué?

Quadro 17.1 Meia-vida de protefnas

Protefna Meia-vida' (dias)
Hemoglobina falciforme 12 minutos
Ornitina descarboxilase 12 minutos
HMG-CoA redutase 3 horas
Fosfoenolpiruvato carboxiquinase 5 horas
Glicoquinase 1,25
Acetil-CoA carboxilase 2

Alanina transaminase 2,5
Arginase 4

Aldolase 5
Citocromo b 54
Lactato desidrogenase 6
Citocromo ¢ 6,3
Hemoglobina 120

'Meia-vida de uma protefna € o tempo ap6s o qual metade das moléculas é degrada-
da. Proteinas defectivas ¢ enzimas reguladoras tém, em geral, meia-vida muito curta,
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pag. 350, questao 1: Citar as funcdes dos aminoacidos.

A degradacdo das proteinas endogenas e da dieta origina um conjunto de aminoacidos,
precursores das proteinas enddgenas e de todos os outros compostos nitrogenados. Os

aminoacidos excedentes sdo degradados, restando as respectivas cadeias carbdnicas e o0 grupo
amino, que € convertido em uréia.

Proteinas Proteinas
da dieta endoégenas
AMINOACIDOS CPmpostqs nitrogenados
nao-proteicos
Cadeia carbdnica

Grupo amino

:

Uréia

1-Bases Nitrogenadas- Nucleotidios (DNA e RNA)
2-Lipidios (fosfolipidios e glicolipidios)
3-Polissacaridios (quitina e glicosaminoglicanas)
4-Adrenalina; histamina; carnitina; creatina;
porfirina; tiroxina
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pag. 350, questdo 1: Citar as funcdes dos aminoacidos.

Aminoacido
precursor

Compostos

Purinas, pirimidinas Aspartato
Purinas, porfirina, glutationa Glicina
Histidina
Carnitina Lisina
Adrenalina, tiroxina, melanina Tirosina

Nicotinamida Triptofano



GD: Metabolismo de aminoacidos Instituto de Quimica o\)@_

pag. 350, questdo 2: Esquematizar as reagdes necessarias para que o grupo amino da alanina
seja liberado como NH,*.

Aminotransferase ou transaminases s T
i . P R—C—COO R—C—COO
1-Transaminase glutamico-piruvica (TGP) |
2-Glutamato desidrogenase Aminodcido a-Cetodcido
slele} ¢O0 7 OH—NH
= HiN*— C —H "H
NAD(P)H+ C=0 : + NADIPY o Npone-e o oo
(I:H2 (I:HZ HaC 4 HaC +
CH, CHz N i
| Glutamato Piridoxal-fosfato Piridoxamina-fosfato
COQ- desidrogenase COO
ga-cetoglutarato v glutamato ><
NH,* ) e ) T
00C—CH,—CH,—C—CO00 00C—CH,—CH,—C—CO0
;
Glutamato a-Cetoglutarato

Fig. 17.2 Reacéo geral de transaminac&o. Inicialmente, o grupo amino de um
aminoacido é transferido ao piridoxal fosfato, que é convertido a piridoxamina
fosfato; a seguir € doado ao o-cetoglutarato, produzindo glutamato.
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pag. 350, questdo 2: Esquematizar as reacdes necessdrias para que o grupo amino da alanina

seja liberado como NH,*.

Alanina Piruvato
®00; CoOr
H3|\IJr_(]:_H Alanina CII:=O
CH:‘;;\minotransferaseCH3
coO RO
=0 H3N+—C|:—H
CHy Ch
CH, CH

[
COQ- Glutamato COO
a-cetoglutarato esidrogenas glutamato

>~
NH,*

NH; 0
R—C—COO™ R—C—COO~
H
Aminoacido a-Cetoacido
O
V4 +
c\H CH,—NH3
Ho | “X—CH,—0—® HO ’ X —CH,—0—®
HaC + HaC i
N N
H H
Piridoxal-fosfato Piridoxamina-fosfato
TH; 0

I
~00C—CH,—CH,—C—CO00"~ ~00C—CH,—CH,—C—C00~
I
H

Glutamato a-Cetoglutarato
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3. Pag 350. Esquematizar as rea¢des necessarias paraincorporar o NH,* como grupo amino do Aspartato

COO ¢O0

-0 H3N+—CII—H
cI:H2 ?Hz
H CH,
| Glutamato I

COO- desidrogenase COO-

a-cetoglutarato \_J

¥ glutamato
NH,*
(IZOO' (I:OO_ Aspartato-transaminase (ISOO' (EOO'
C=0 HN*=C—H . =0 HsN—C—H
| < |
CH,  * ek CH, + CH,
|
coor th: CH, c00
COO- COO-
Oxaloacetato glutamato
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pag. 350, questdo 4: Ratos alimentados com dieta desprovida de aspartato e de alanina
apresentam crescimento normal; quando a dieta ndao contém fenilalanina, desenvolvem-se
sintomas de caréncia, que sao revertidos pela adicao de fenilpiruvato a dieta. Justificar.

oxaloacetato
glutamato
aspartato
aminotransferase | ®*a-cetoglutarato

lisina «——aspartato—> asparagina

A glutamato a-cetoglutarato
metionina treonina piruvato Z=m» alanina
l A aminotransferase

a-cetobutirato — jsoleucina valina leucina
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pag. 350, questao 4: Ratos alimentados com dieta desprovida de aspartato e de alanina
apresentam crescimento normal; quando a dieta nao contém fenilalanina, desenvolvem-se

sintomas de caréncia, que sao revertidos pela adicao de fenilpiruvato a dieta. Justificar.

---------------- =>» fenilalanina + alfa-cetoglutarato

Fenilpiruvato + Glutamato € ================
Fenilalanina transaminase
_ T T o
Oy | [ Ol i :
s — CH,—C—C00™ %.. HO CH,—C—CO00™
tirosina a-Cetoglutarato | . .
minoanstoese. \-Glutamato NH, fenilalanina NH,
AT Fenilalanina hidroxilase Tirosina
p-Hidroxﬂenihim:'slo
P-hidroxifenil- (—Oz
piruvato
oddase [\ [co] o a-Cetoglutarato
S fenilalanina
HO@ON transaminase
s Glutamato
- '

H _
H I oHr
C—G;
o=d % O
- " I
WO CH,—C—CO0O0
a

Fenilpiruvato

C=C,
W coo-

Fumarato
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pag. 350, questado 6: A partirde figado de rato foram feitas duas prepara¢des, uma contendoapenas o
citossol (C) e outra contendo citossol e mitocondrias (C+M). Ambas foramincubadas com altas

concentragdes de alanina e a-cetoglutarato, medindo-se o piruvato formado. Os resultados encontram-se
no grafico abaixo:

Alanina Piruvato pmoles de plruvato 30 :_ (C)
CI:OO- (|:OO_ . (C+M)
HsN*=C—H -
’ (I: _Alanina (f_o " cianeto
CHjﬁlmlnotransferaseCH3 o -
coor O 15 (C+M)
Lo HsN*—C—H
| (IJH 10
T [ (C+M)
CI:HZ CI:HZ 5
COO- Glutamato COO- 0 J
_ esidrogenas
a-cetoglutarato glutamato 0 5 10 15 20 5 30
b
—_— Minutos
4

a) Como podemser interpretados esses resultados?

b) Quaisseriam os resultados esperados se a ambas as preparacdes houvesse sido adicionado:
b1. Dinitrofenol (desacoplador)?

b2. Cianeto (inibidor da cadeia de transporte de elétrons)?
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NADH + H* NAD, FADH, FAD

oxaloacetato
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pag. 350, questao 7: Escrever a equacgao geral do cicloda uréia.

NH," + HCO] Fig. 17.5 Ciclo da uréia — as
{’ enzimas  envolvidas sdo: (1)
LA carbamoil-fosfato  sintetase, (2)
HN—C—0-@® ornitina transcarbamoilase, (3)
v ey argininossuccinato  sintetase, (4)
ommLi»cmuum argininossuccinato liase e (5)
s g e, 0 arginase. As duas primeiras enzimas
W s h H(E.:)C_NHE sdo mitocondriais, e as restantes,
(CH,), L), . L. ; "
Hﬁg_ﬁHa H(:;_&Ha mto_p_lasmatlcas_. A migracao de
coo" coo ornitina e citrulina entre estes
| oo e compartimentos é mediada por
ot AP . translocases especificas (indicadas
N— 3 H,N—C—H . .
T 5 , dx, nas setas tracejadas). A enzima 1, a
HO doo rigor, ndo faz parte do ciclo da uréia.
AMP + PP, ASPARTATO
'flillH; I NH, COO"
HN—TC—NH, | HN—g—H—é—H
(CH,), (cle) (le
| 4 S
HC—I".IH3 HC—NH, coo
(IZOO' ‘ﬁ/ (IDDD
ARGININA ARGININOSSUCCINATO
?OO‘
HC
JléH
Coo”
FUMARATO
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pag. 350, questao 7: Escrever a equacao geral do ciclo da uréia.

Argininosuccinato sintetase
Aspartato+ Citrulina + ATP ===========================% Argininossuccinate + AMP + PPi

Argininosuccinato Liase

Argininossuccinate €=====================9 Arginina + Fumarato
Arginase

Arginina + H20 €======================9 Ureia + Ornitina (mito)
Carbamoil-fosfato sintetase

NH;* +HCO, + 2 ATP ==============================) Carbamoil-fosfato + 2 ADP + Pi + 2H*

Ornitina-transcarbamoilase

Ornitina + Carbamoil-fosfato €=========================9 Citrulina + Pi
Argininosuccinato-sintetase

Citrulina+ ATP + Aspartato €=====================9 Argininosuccinato + AMP + Ppi

Argininosuccinato Liase
Argininosuccinato €=======================% Fumarato + Arginina
PPi + H,0 € ========) 2 Pj

Eq. Geral: NH;* + HCO; + 4 ATP + aspartato + 2 H,0 €=======» uréia + fumarato+2 ADP + AMP + 4 Pi
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pag. 350, questao 8: Calcular o saldo de ATP do ciclo da uréia, considerando a
regeneragao de aspartato a partir de fumarato.

Eqg. Geral: NH3;* + HCO3 + 4 ATP + aspartato + 2 H,O €=======9 uréia + fumarato+ 2 ADP + AMP + 4 Pi

Fumarase
Fumarato + H20 €============ Malato

Malato desidrogenase
Malato + NAD* €=======================9 Oxaloacetato + NADH + H+
Aspartato Transaminase (AST)

Glutamato + Oxaloacetato €======================9 Aspartato + alfa-Cetoglutarato
NADH + H*+ 3 ADP + 3 Pi €=============9 NAD*+ 3 ATP
eq. geral: NH;*+ HCO;3 + ATP + glutamato + 2 H,0 €=======9 uréia + alfa-cetoglutarato + ADP + AMP + Pi

Aminoacidos

Glutamato Fig. 17.6 Esquema geral da sintese de

uréia, mostrando o balanco energético do
processo. A regeneracdo do aspartato a
NH Aspartato partir de fumarato formado no ciclo da uréia
=8 envolve a participacdo das seguintes
Okalgacsiala enzimas citossolicas: (1) fumarase, (2)
malato desidrogenase e (3) transaminase;
il forma_—se um N_ADI_—I que proqluz 3 ATP pe!a
fosforilacdo oxidativa, reduzindo a energia

Fumarato /1 consumida na sintese da uréia.

NADH — — 3 ATP

4 ATP 2




GD: Metabolismo de aminoacidos Instituto de Quimica Bygly _

pag. 350, questao 9: Verificar a veracidade da seguinte afirmacao: quanto mais proteinaforingerida,
maior é a quantidade de uréia que um individuo elimina.

Proteina da dieta alimentar Proteina intracelular
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pag. 350, questdao 10: A degradacdao dosaminoacidos inicia-se coma remogao do grupo amino, restando
os respectivos alfa-cetoacidos. Indicar os destinosdo grupo amino.

A amolnia é convertida
em uréia e transportada

z . aminoacidos a-ceto acidos i .
pelo sangue ate os rins COO- COO- Alanina Piruvato
_& (I: COO- coo-
H;N*—C —H =0 o
| H;N*-C-H ¢=o0
R ? S FE | o N
CH; CH,
3 COO-
(e{e 0]
é:O H3N+—é—H
CI:H COO-
CHz 1 HZ H3N*—(%—H
2
CH2 Glutamato éOO CI:H
COOdeS|drogenase CH
a-cetoglutarato dlutamato glutamina | 2
v e _~ C
/\
NH, O
: «"""' ~
: 42\
; . >a 4'
-
H,N- C — NH, ] g &
II <> ’-\' ’
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pag. 350, questdao 11: Analisar o destino da cadeia carbdnicados aminoacidos e o balanco de nitrogénio
gue ocorrem com as seguintes dietas:

Balanco nitrogenado: (g Nitrogénio ingerido - g Nitrogénio perdido)

BN = zero - equilibrio.

BN negativo - o nitrogénio esta sendo excretado em maior quantidade que o ingerido (trauma,
gueimaduras, infeccdo) ou a ingestdo esta abaixo da excrecdo (anorexia), ou fornecimento
inadequado de Aas indispensaveis pela alimentacéo.

BN positivo - situacfes de anabolismo, como gravidez, realimentacdo apos jejum, etc.

a) normalem carboidratos, lipidios e proteinas.

b) rica em proteinasenormal nosdemaiscomponents

c) pobreem carboidratos e normal nos demaiscomponents

d) pobreem proteinasenormal nosdemais componentes.

e) ricaem proteinasdeficientesem um aminodacido essenciale normal nos demais componentes.
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Questao 4: Comparar a qualidade nutricional de proteinas animais e vegetais.
O NPU mede a fragdo de nitrf)génio ingerido que ¢ efetivamente retido:
Nrclido N

% 100 ou NPU - ingerido g NCXCMIC’D X l(x)

ingerid N mgerido

NPU =

Quadro 18.1 Contetido proteico de alimentos

Teor de

Alimento’ (g/100 g de alimento)
Quadro 18.3 Valores de NPU de alimentos

Carne bovina 27 :
Queijo 27 Alimento NPU
Figado bovino 26
Peixe 22 Leite humano 95
Carne de frango 22 Ovo 90
Cm de porco 21 u‘w dc vaca 8]
Ovo 13 Carne bovina 70
Feijao 6,0 Arroz polido 60
Ervilha 5,1 Farinha de soja 58
Leite? 35 Amendoim 50
Milho 2,6 Trigo integral 45
Batata 2.3 Milho 40
Arroz 2,0
Banana 1,4
Cenoura 1,1
Laranja 1,0
Mandioca 0,6
Magi 0,2

'O conteiido de proteina refere-se aos alimentos cozidos, exceto no caso
das frutas, que sfio consideradas cruas,

Leite contém caseina, uma protefna de excelente valor nutricional, mas
tem alto teor de dgua.
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«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 intervencoes terapéuticas, quando possiveis, sdo muito diferentes.
Por qué?
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Fenilcetonuria (PKU) € um distarbio no metabolismo de
fenilalanina

0 E uma doenca autossémica recessiva causada pela deficiéncia da enzima
fenilalanina hidrolase

Fenilalanina Tirosina| —— | P-hidroxifenil-piruvato——| Acido acético

l \ Fenilpiruvato==2 compete com a piruvato translocase,
na mitocondria.Restringe producao de ATP e o cérebro é lesado.

Acido fenil pirtvico §Tirosina

| |

Acumulo no sangue JMelanina

Cruza a barreira
hemato-encefdlica —

Hipopigmentacao

M odor
Fluido cérebro espinhal — Retardo mental
eczema
l = tremores

Atraso mental

Acumulo de Phe cérebro
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Fenilcetonuria (PKU) é diagnosticada através do teste

geneético - genotipagem

O Mais de 400 mutacodes ja foram encontradas para PAH

Andlise Inibicdo bacteriana Guthrie ——

Barato, simples, mas falsos positivos

Analise fluorométrica —_— uantitativo
Quantitat
Espectrometria de massatandem —  Quantitativo
A 190600
BL219474l 8 (0.321) cm (B:20)
5= 1 1: MRM of 12 Channels ES+2.91e5
— = 291031
207
182698
- 240
#7] oot 2 202 68501
132 148 150 oo ¥ ot 35165
Jozss 19537 15327 2339 | 1671 |
© —H TP T T I e ™
140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240
B 190600
3001 9 (0.361) cm (7:17) 1: MRM of 12 Channels ES+1.50e5
= 222
2 150268 227
188 105223
B8302 (1:8:13 209
A Auear 240
. . R 146 o 22404 Prass
enilalanina T 0 1
J132 12769 — 245
130 | | 3949 |
= |\||||||H||\|||\||\|||H||\||||||\||||||H||||||\||||||\||||||\||H|||\||\|||\|‘|H||||||\||||||H||\|||\| mwz
140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240

Van Wegberg et al., 2017 — Orphanet J Rare Dis. 12:162.
NIH Consensus Development Panel, 2001 — Pediatrics. 108.
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Fenilcetonuria (PKU) é diagnosticada através do exame
sanguineo

[ Teste para detectar hiperfenilalaninemia (PAH)

Phe > 120 pmol/L (2 mg/dL)

Normal: Phe 50 — 110 pmol/L

Phe < 360 ymol/L — sem recomendacéo de tratamento

Phe > 360 umol/L — recomendacg6a de tratamento

Van Wegberg et al., 2017 — Orphanet J Rare Dis. 12:162.
NIH Consensus Development Panel, 2001 — Pediatrics. 108.



GD: Metabolismo de aminoacidos Lnstituto de Quimica @ﬂ@_

Tratamento de Fenilcetonuria (PKU)

Dieta Exame sanguineo Medicamento

\ 4 ¥ \ 4
Phe > 20 mg/dL \ /

Sapropterina (Kuvan)

Reduzir o leite
PKU Periflex* Farly Years
materno

Leite sem PKU

Evitar alimentos ricos
em proteinas

Evitar alimentos com
aspartame

- 120 Tablets
BIOMARIN

)/ Co-fator da PAR\

Van Wegberg et al., 2017 — Orphanet J Rare Dis. 12:162.

NIH Consensus Development Panel, 2001 — Pediatrics. 108. Feldman et al., 2017 —Acta Paediatrica. 106:953-959.
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Um novo tratamento de Fenilcetonuria (PKU) surgiu
recentemente — uso de fenialanina amonia liase

Palynzig
z',l g Pl Lok W&
njecton
%&i ;ﬁww""“'“aj—ww PoE
\ S N
Phenylalanine
hydroxylase (PAH) 4 w
Tyrosine 0
> OH
o NH,
\
+ 0, + Fe?* 4
i b
Phenylalanine (Phe)
(0] Tetrahydrobiopterin
(BH,, Sapropterin)
OH . J
NHg ) ~ N
Trans-cinnamic acid Ammonia
(o)
N
3 N
Phenylalanine
ammonia lyase k! y
PAL
(PEG-PAL)

Levy et al., 2018 — Mol Genetics Metabol. 124:223-229.



