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Estrutura da Disciplina
A disciplina transcorrerá sem aulas expositivas formais, que serão substituídas por discussões de artigos pelos participantes, conduzidas por questões orientadoras.
Como preparo para a compreensão dos artigos, os participantes deverão estudar conceitos bioquímicos fundamentais listados em um roteiro de Estudo Dirigido.
Após uma reunião preliminar para apresentação da disciplina, haverá oito reuniões, nas quais serão discutidos, alternadamente, os itens do Estudo Dirigido e os artigos indicados*, segundo o cronograma.
Todo o material será disponibilizado no portal e-disciplinas
Avaliação

A avaliação será feita por duas provas escritas, nos dias 10 de maio e 14 de junho, com questões sobre os itens dos Estudos Dirigidos e sobre os artigos indicados no cronograma. 
Para a Prova 2 será incluído o artigo indicado no cronograma, para o qual não haverá questões orientadoras; este artigo também não será discutido previamente.
As provas terão pesos 1 e 2, respectivamente.
Critérios de aprovação – Conceito A – equivalente a notas de 8,6 a 10. 
 Conceito B – equivalente a notas de 7,1 a 8,5.

 Conceito C – equivalente a notas de 6,0 a 7,0.
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Calendário e Programa
	Datas
	Atividades

	Abril
	5
	Reunião preparatória

	
	12
	Estudo Dirigido I

	
	19
	The Warburg and Crabtree effects: on the origin of cancer cell energy metabolism and of yeast glucose repression

	
	26
	Estudo Dirigido II e artigo Regulation and function of the mammalian tricarboxylic acid cycle

	

	 Maio
	3
	Estudo Dirigido III e artigo Bempedoic Acid and the Prevention of Cardiovascular Disease

	
	10
	Prova 1 (peso 1)

	
	17
	Estudo Dirigido IV

	
	24
	Ischaemic accumulation of succinate controls reperfusion injury through mitochondrial ROS

	
	31
	Estudo Dirigido V

	

	Junho
	7
	Estudo Dirigido VI e Ketone bodies as signaling metabolites

	
	14
	Prova 2 (peso 2) – Inclui, além dos itens dos Estudos Dirigidos e dos artigos discutidos, o artigo Fructose-driven glycolysis supports anoxia resistance in the naked mole-rat.


Estudo Dirigido I

1. Definir e caracterizar os transportadores de glicose (Gluts). Indicar os tecidos que são dependentes de Glut4 para o recebimento de glicose.
2. Definir quinase e fosfatase.

3. Definir isoforma (referente a enzimas). Quais isoformas da hexoquinase são inibidas por glicose 6-fosfato?
4. Descrever a regulação da captação de glicose em hemácias e em hepatócitos em função da afinidade dos seus transportadores por glicose (Kt, análogo ao KM) e em função da atividade da isoforma da hexoquinase presente.
5. Definir constante de Michaelis-Menten (KM) e KM aparente. Como são determinadas?

6. Verificar o valor do KM da isoforma da hexoquinase presente no fígado e da isoforma presente em outros tecidos. Discutir a consequência desses valores para a manutenção da glicemia.
7. Escrever as reações catalisadas pela fosfofrutoquinase 1 (PFK-1) e pela fosfofrutoquinase 2 (PFK-2). 
8. Indicar os efetuadores alostéricos da PFK-1. Descrever a regulação hormonal da atividade da enzima bifuncional PFK-2/FBPase2. Mostrar a consequência dessa regulação sobre a concentração hepática de frutose 2,6 bisfosfato.
9. Descrever a atividade das enzimas reguladoras da glicólise nos mamíferos, em função dos seus efetuadores alostéricos, nos períodos de abundância de nutrientes e nos períodos de jejum.
10. Além de gerar ATP, a via glicolítica produz precursores de biomoléculas. Dar exemplos de intermediários da via glicolítica que são precursores de biomoléculas e os compostos produzidos.
11. Definir gliconeogênese. Indicar as enzimas reguladoras da gliconeogênese e seus efetuadores alostéricos.
12. Definir fermentação. Caracterizar fermentação lática.
13. Quais são os componentes do complexo piruvato desidrogenase (PDH)? Descrever o controle alostérico e hormonal da atividade de PDH.
Artigo

The Warburg and Crabtree effects: on the origin of cancer cell energy metabolism and of yeast glucose repression
1. Indicar as diferenças no metabolismo da glicose em células normais e tumorais segundo a disponibilidade de oxigênio.
2. Caracterizar Efeito Warburg e Efeito Crabtree. Que vantagens esses efeitos trazem para as células tumorais? 
3. Que evidências experimentais podem ser usadas para determinar se uma célula está sob o Efeito Warburg?
4. Qual a importância do predomínio das isoformas Glut1 e Glut3 no tumor? Qual a diferença entre esses transportadores e os demais Gluts?
5. A composição em subunidades das isoformas da PFK-1 influi no metabolismo da célula?
a. Os gráficos seguintes demonstram a atividade da PFK-1 de diferentes extratos de    tecidos (Dunaway et al., Biochem J, 1988). Discutir os resultados obtidos pelos autores.
b. Em tumores há um predomínio das isoformas L (Liver) e P (Platelet) da PFK-1. Como o predomínio destas isoformas leva a um perfil metabólico diferente do de células normais?
c. Qual a consequência do predomínio da isoforma PFK-B3 da PFK-2 na célula tumoral?
Effect of subunit composition on fructose 6-phosphate saturation of PFK-1
[image: image3.png]Atividade relativa (%)

8

3

Frutose 6-fosfato (m)

00
w0

O Misculo

@ Placenta, Figado 60

{ Plagueta

# Fibroblasto

204

o

wld

ds
Frutose 6-fosfato (m)

o




	(A) sem frutose 2,6 bisfosfato
	      (B) com frutose 2,6 bisfosfato


[MgATP] = 1 mM;   [frutose 2,6-bisfosfato] = 1 M.

Integridade das subunidades confirmadas por SDS/PAGE.

Atividade expressa como porcentagem da velocidade máxima medida com: 
1 mM de MgATP, 10 mM de frutose 6-fosfato e 1 M de frutose 2,6-bisfosfato.

Dados do artigo: na presença de frutose 2,6-bisfosfato, o KM aparente das enzimas de placenta (semelhante à de fígado), plaqueta e fibroblasto foi 0,07, 0,35 e 0,55 mM, respectivamente. 
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Efeito da composição das subunidades na inibição da PFK-1 por ATP.
6. A piruvato quinase M2 (PKM2) está predominantemente inativa em tumores. Qual o provável mecanismo dessa inatividade? Discutir a aparente contradição entre a via glicolítica ativada tendo sua penúltima enzima inativa.
7. Qual a provável consequência do predomínio, em células tumorais, da lactato desidrogenase LDH-5, cujo tetrâmero é composto por quatro subunidades M (de músculo)?
8. Qual a consequência da redução na densidade de transportadores do piruvato para o interior da mitocôndria?

9. Discutir a regulação do complexo da piruvato desidrogenase (PDH) e sua relação com o fluxo metabólico na mitocôndria.
10. Como as células tumorais são eminentemente replicativas, o que pode ser previsto sobre a atividade da via das pentoses fosfato?

11. O elevado fluxo de citrato da mitocôndria para o citosol é uma evidência de que o ciclo de Krebs está funcionando de forma mais lenta na oxidação de substratos. No citosol, o isocitrato, derivado do citrato, é substrato da isocitrato desidrogenase citosólica que tem NADP+ como cofator. De uma forma geral, qual a diferença entre produzir NADH ou NADPH nas reações catalisadas pelas desidrogenases?
12. Que metabólitos são gerados pela glutaminólise?
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13. Qual seria a função do aumento da glutaminólise em alguns tumores? A interferência na glutaminólise poderia ser uma boa abordagem terapêutica? Por quê?

14. S. cerevisiae é um bom modelo inicial para teste de terapias antitumorais que têm como alvo o metabolismo dos tumores?

Estudo Dirigido II
e Artigo

Regulation and function of the mammalian tricarboxylic acid cycle
1. Verificar se é possível a ocorrência do ciclo de Krebs adicionando-se a um tubo que contém as enzimas e coenzimas das reações do ciclo:

a. acetil-CoA    b. oxaloacetato    c. acetil-CoA + oxaloacetato    d. acetil-CoA + succinato

Em cada caso, que porcentual do composto adicionado estará presente no final da reação?

2. Uma suspensão de mitocôndrias, suplementada com acetil-CoA marcada com 14C só produz 14CO2 em aerobiose.

a. Por quê?

b. Em anaerobiose, na presença de azul de metileno, há produção de 14CO2. Concomitantemente há a descoloração do corante (azul de metileno reduzido é incolor). Explicar esses dados.

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

4. Que composto do ciclo de Krebs acumula-se quando a razão ATP/ADP é alta? E quando a razão NAD+/NADH é baixa?

5. Mostrar como a regulação da piruvato carboxilase interfere na velocidade do ciclo de Krebs.

6. Descrever as regulações alostéricas da isocitrato desidrogenase e da -cetoglutarato desidrogenase.

7. Bactérias da linhagem A de uma determinada espécie não expressam lactato desidrogenase nem succinato desidrogenase. Bactérias dessa linhagem foram inoculadas, em anaerobiose, em um meio de cultura contendo excesso de piruvato. Verificou-se que as células excretaram fumarato e succinato no meio de cultura, na proporção de 3:1. O experimento foi repetido com a linhagem B da mesma bactéria, que, além de lactato desidrogenase e succinato desidrogenase, não expressa o complexo -cetoglutarato desidrogenase. Verificou-se que as células excretavam fumarato e -cetoglutarato na proporção de 2:1. Explicar estes dados.

8. Descrever a regulação do Ciclo de Krebs: enzimas reguladoras e seus efetuadores alostéricos.
9. Qual é a função da lançadeira aspartato-malato?

10. Quando a razão NADH/NAD+ for elevada, qual deve ser a razão malato/oxaloacetato?
11. Por que o Ciclo de Krebs é considerado uma via anfibólica? Definir cataplerose e anaplerose.
12. O que justifica a designação ciclo dos ácidos tricarboxílicos redutivo? Como se chegou a essa hipótese?
13. O lactato pode ser uma fonte de carbonos oxidáveis pelo Ciclo de Krebs? Em que órgãos/tecidos?

14. Qual a diferença da quebra do citrato em oxaloacetato e acetil-CoA no citosol e na mitocôndria? Compare abordando as enzimas envolvidas e as consequências destas reações.
15. Descreva o principal controle alostérico que evita o ciclo fútil na oxidação/biossíntese dos ácidos graxos.

Estudo Dirigido III e 

Artigo Bempedoic Acid and the Prevention of Cardiovascular Disease
1. Verificar na via de síntese do colesterol:

a. a fonte de carbono utilizada.

b. as coenzimas utilizadas

2. Indicar as vias de produção de NADPH, a coenzima usada na síntese de ácidos graxos.
3. Descrever a regulação da síntese de colesterol.

4. Que vantagens clínicas tem o ácido bempedoico sobre as estatinas?

Estudo Dirigido IV

1. O que determina o sentido do fluxo de elétrons (NADH → O2) na cadeia de transporte de elétrons mitocondrial?

2. Qual é a diferença entre potencial de redução padrão (E0) e potencial de redução (E)?
3. Explicar o fenômeno descrito pelo excerto seguinte.

Em bactérias que oxidam compostos de enxofre, os elétrons deles derivados são introduzidos na cadeia de transporte de elétrons no nível dos citocromos, em razão dos valores de seus potenciais de redução padrão, bem maiores do que o potencial de redução padrão do par NADP+/NADPH. Tendo acesso à cadeia respiratória, os elétrons fluem em dois sentidos: no sentido dos maiores potenciais de redução padrão e no sentido contrário, levando à redução de NADP+. Este último fluxo é conhecido como transporte reverso de elétrons. Como se explica o fenômeno descrito?
4. Definir: a) radicais livres; b) espécies reativas de oxigênio (ROS); c) ânion radical superóxido. Como e por que se formam essas espécies na cadeia de transporte de elétrons?
5. Escrever a reação catalisada pela succinato desidrogenase.

6. Dimetilmalonato é precursor de um inibidor da succinato desidrogenase. Competitivo ou não competitivo? Em células normais supridas com glicose, a presença de dimetilmalonato deve levar ao acúmulo de que composto?

7. Como o ciclo da purina (Figura abaixo) aumenta a concentração de succinato? Qual a principal semelhança e a principal diferença desse ciclo com o ciclo da ureia, com relação ao metabolismo do nitrogênio e dos carbonos?
Artigo

Ischaemic accumulation of succinate controls reperfusion injury through mitochondrial ROS
1. Em casos de isquemia há lesão tecidual. Quando é possível promover a reperfusão, há um aumento relevante da lesão. Quais as causas da lesão na isquemia e na reperfusão?
2. Quais as fontes de succinato na célula?

3. De que forma os autores identificaram as vias que contribuem para o aumento de succinato?

4. Ao examinar as reações do Ciclo de Krebs é possível prever o acúmulo de outros intermediários além do succinato? Quais? Discutir essa previsão teórica em relação aos resultados relatados no artigo.

5. Correlacionar o aumento da concentração de succinato com o funcionamento da lançadeira malato-aspartato.

6. Como está a atividade do ciclo das purinas na isquemia-reperfusão?

7. Como é possível ocorrer o transporte reverso de elétrons durante a isquemia-reperfusão?
8. O transporte reverso de elétrons pode levar à produção de espécies reativas de oxigênio?

Estudo Dirigido V
1. Escrever as reações catalisadas por piruvato carboxilase, citrato sintase, fosfoenolpiruvato carboxiquinase (PEPCK), frutose 1,6-bisfosfatase e glicose 6-fosfatase.
2. Indicar os efetuadores alostéricos das enzimas listadas no item 1.
3. Uma suspensão de hepatócitos, tornados permeáveis aos compostos testados, foi incubada com glicose e ATP contendo 32P nos grupos fosfato e/ou fosfato inorgânico (Pi) também com 32P, além de outras adições. Pesquisando a presença de compostos e enzimas radioativos na preparação, obtiveram-se os resultados apresentados na tabela a seguir. O sinal (+) significa a detecção do composto e o sinal (–), a sua ausência.
	Tubo
	Adições ao meio de incubação
	Glicose
 1-fosfato
	Glicose
 6-fosfato
	Glicogênio fosforilase quinase
	Glicogênio sintase
	cAMP

	1
	ATP + Pi
	
	
	
	
	

	2
	Pi + glucagon
	
	
	
	
	

	3
	ATP + glucagon
	
	
	
	
	

	4
	ATP + glucagon + Pi
	
	
	
	
	

	5
	ATP + glucagon + Pi + X
	-
	-
	-
	-
	+

	6
	ATP + glucagon + Pi + Y
	++
	++
	+
	+
	

	7
	ATP + glucagon + Pi + Z
	-
	-
	+
	+
	

	8
	ATP + glucagon + Pi + W
	+++
	-
	+
	+
	


a. Prever os resultados que seriam obtidos para os tubos 1, 2, 3 e 4.
b. Propor uma hipótese sobre o modo de ação de

b1. X,
b2. Y,
b3. Z e
b4. W.

4. Após o início do jejum, durante quanto tempo, aproximadamente, a glicemia é mantida pela degradação do glicogênio hepático? 
5. Durante o jejum prolongado, a mudança da degradação de carboidratos para a de lipídios preserva o conteúdo de proteínas dos mamíferos. Verdade?
6. Acetil-CoA é substrato da gliconeogênese?

Estudo Dirigido VI
e
Artigo

Ketone bodies as signaling metabolites
1. Definir corpos cetônicos. Considerando a estrutura das moléculas e suas solubilidades, a designação é apropriada?
2. Qual(is) é(são) o(s) substrato(s) para a síntese dos corpos cetônicos?

3. Que órgãos sintetizam os corpos cetônicos? 
4. Por que tecidos extra-hepáticos são capazes de utilizar corpos cetônicos e o fígado, não?
5. Em que compartimento celular os corpos cetônicos são formados e degradados?
6. Em que condições fisiológicas a síntese de corpos cetônicos é intensificada? Por quê?
7. Quais as consequências do aumento da concentração de corpos cetônicos no plasma?
8. Que hormônios regulam o metabolismo dos corpos cetônicos? Como regulam?

9. O metabolismo dos corpos cetônicos é controlado no nível da expressão gênica?
10. Que modificações pós-traducionais a hidroximetilglutaril-CoA sintase pode sofrer? Como essas modificações alteram a sua função?
11. Qual é a relação entre histonas desacetilases e regulação gênica?

12. Qual é a relação entre corpos cetônicos e a atividade das histonas desacetilases?
13. Discutir a função das histonas desacetilases da família das sirtuínas, em particular a sirtuína 3.

14. O que indica a ligação de β-hidroxibutirato com receptores ligados à proteína G?
15. O β-hidroxibutirato pode participar na transferência de grupos acila em proteínas? De que forma?

16. Discutir as consequências de uma dieta cetogênica. Que fatores são determinantes para modular o ganho de peso e a longevidade?

17. Discutir a relação entre β-hidroxibutirato e dietas cetogênicas.
