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INTRODUCAO E NORMAS GERAIS

A disciplina de Bioquimica (QBQ230-noturno) é formada por mddulos, conforme esquematizado no
cronograma de 2023. Cada modulo tem por objetivo um tépico a ser desenvolvido ao longo da aula, e
envolve 3 atividades:

a) Aula expositiva pelo professor;

b) Grupos de discussao (5 a 6 pessoas por grupo) centrados em questdes objetivas (exercicios da
apostila);

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

Os grupos de discussao serao formados por 6 alunos, organizados no primeiro dia de aula permanecendo
fixos por todo o curso.

Além destes mddulos, desenvolvidos em sala de aula, havera também um conjunto de modulos de
laboratdrio, consistindo em 4 aulas praticas. Cada médulo de laboratério consistira também de 3 atividades:
a) Introducao e explicacao da aula pratica (em sala de aula);
b) Execucao da aula pratica no laboratério;
c) Relatério que sera preparado pelo grupo e entregue na aula seguinte.

Nos dias em que houver atividade na sala multimidia, a turma sera dividida em dois grupos (A e B), os
quais alternarao suas atividades na sala multimidia e na sala de aula. Isto €, enquanto o grupo A esta na
sala multimidia, o grupo B esta na sala de aula (periodo de discussao e realizacdo de exercicios).

NORMAS E RECOMENDACOES NO LABORATORIO

E PROIBIDO COMER, BEBER E FUMAR NO LABORATORIO

v Leia com detalhe o procedimento experimental (protocolo) e preste atengao as instrugdes fornecidas
antes de iniciar a experiéncia.

v Procure utilizar reagentes, vidraria e equipamentos disponiveis com cuidado, para evitar desperdicio
e quebra.

v" Mantenha sua area de trabalho organizada. Ao terminar a experiéncia passe agua na vidraria
utilizada e a coloque no local indicado.

v' Em caso de duvida ou acidente, peca auxilio aos monitores ou aos professores.

USO DO AVENTAL NAS AULAS PRATICAS E OBRIGATORIO!
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CADA ALUNO DEVERA TRAZER SEU PROPRIO AVENTAL

GUIA PARA RELATORIO DE LABORATORIO

OBJETIVOS: Colocar o(s) objetivo(s) da aula pratica de forma clara e concisa.

INTRODUGCAO: Deve conter os fundamentos bioquimicos da metodologia empregada (aspectos
tedricos da aula pratica encontrados na literatura).

MATERIAIS E METODOS: Descrever os procedimentos executados em laboratorio incluindo
todos os reagentes, materiais e equipamentos utilizados.

RESULTADOS E DISCUSSAOQ: Colocar todos os dados obtidos (utilizar tabelas, caso julgue
necessario). Os gréficos serdo aceitos em papel milimetrado ou no Excel. Comentar os resultados e
discutir possiveis diferencas obtidas comparando com dados da literatura.

CONCLUSAO: Comentar quais as conclusdes da aula prética. Ser claro e objetivo nas conclusdes.
Esclarecer se 0s objetivos propostos foram atingidos ou néo.

BIBLIOGRAFIA: Colocar todos os livros e artigos consultados.

NAO ULTRAPASSAR 5 PAGINAS DE RELATORIO!

AVALIACAO

A avaliacao de desempenho sera composta dos seguintes itens:

a) Provas em grupo (grupo de discussao - GD), que consistirdo em trabalhos em grupo para
resolucao de questdes objetivas apds a aula expositiva. Uma das questdes de cada trabalho
sera escolhida para ser avaliada e compora a nota da prova em grupo.

b) Provas escritas individuais (P1, P2 e P3).
c) Nos GDs e relatérios a consulta de livros e materiais na internet € permitido. Contudo plagio
com trechos de texto iguais ou “copy paste” levara a nota 0.

O calculo da média final sera feito através da seguinte formula:

(> PGs+Y Rs)
| 13 sz + P1x2,5 + P2x3,0 + P3x2,5

MédiaFinal = \

10
Havera uma Unica prova substitutiva para substituir a prova individual de avaliagdo com a menor nota.
Reposicoes de GDs estdo vetadas.
A presenca em todas as atividades € obrigatoria. A lista de presenca sera utilizada em todas as aulas.
Alunos que alcangarem a média final = 5,0 e mostrarem frequéncia > 70% ser&o aprovados. Aqueles cuja
média for no minimo igual a 3,0 e apresentarem frequéncia > 70% poderao fazer a prova derecuperacao.




BIBLIOGRAFIA RECOMENDADA

A bibliografia recomendada envolve 2 livros textos em portugués:
TORRES, B. B. & MARZZOCCO, A. Bioquimica Bésica.
VOET, D; VOET, J. & PRATT, C. W. Fundamentos de Bioquimica.

Contudo, outros excelentes textos de Bioquimica, em inglés ou portugués, poderao ser usados com igual
proveito:

VOET, D. & VOET, J. Biochemistry.
STRYER, L.; BERG, J. M. AND TYMOCZKO, J. L. Biochemistry.

LEHNINGER, A. L. Principles of Biochemistry.



CRONOGRAMA 2023

Aula |Data Docente | Médulo Avaliacao
1 10/08 (quinta) Henning | Agua; reacéo acido-base, pH, sistema tampéo e | Exercicios
equilibrio quimico
2 11/08 (sexta) Henning | Aminoacidos: Estrutura, propriedades quimicas Provinha 1
3 17/08 (quinta) Henning | Prética 1: Colorimetria e espectrofotometria Relatério 1
4 18/08 (sexta) Henning | Proteinas: Estrutura primaria, anélise de Exercicios
sequéncias de peptideos e proteinas e
métodos de separacao
5 24/08 (quinta) Henning [ Introducdo a Cinética e Termodinamica Exercicios
Quimica
25/08 (sexta) Henning | Proteinas: Estrutura secundaria e terciaria Provinha 2
7 31/08 (quinta) Henning | Prética 2: Titulagdo e cromatografia de Relatério 2
aminoacidos
8 01/09 (sexta) Henning | Prética 3: Fracionamento de proteinas Relatério 3
07/09 (quinta) Semana da pétria (ndo havera aulg) -
08/09 (sexta) Semana da patria (ndo havera aula) -
9 14/09 (quinta) Ronaldo | Cinética enzimatica Exercicios
10 15/09 (sexta) Ronaldo | Continuagdo cinética enzimatica Provinha 3
11 21/09 (quinta) Carlos Carboidratos: estrutura e fungao Exercicios
12 22/09 (sexta) Ronaldo [ Lipidios, membranas e transporte Provinha 4
P1 28/09 (quinta) Ronaldo | AVALIAGAO 1 Prova 1
13 29/09 (sexta) Carlos Introdugc&o ao metabolismo Exercicios
- 05/10 (quinta) Semana da Biologia (ndo havera aula) -
- 06/10 (sexta) Semana da Biologia (ndo havera aula)
- 12/10 (quinta) Recesso (Dia da Padroeira do Brasil -
- 13/10 (sexta) Recesso (Dia da Padroeira do Brasil -
14 19/10 (quinta) Henning | Prética 4: Cinética da Invertase Relatério 4
15 20/10 (sexta) Henning | Glicolise Exercicios
16 26/10 (quinta) Carlos | Gliconeogénese Provinha 5
17 27/10 (sexta) Carlos | Ciclo de Krebs Exercicios
- 02/11 (quinta) Finados -
- 03/11 (sexta) Recesso -
18 09/11 (quinta) Carlos | Cadeia respiratéria e fosforilagéo oxidativa Provinha 6
19 10/11 (sexta) Carlos Sintese e degradacéao de acidos graxos Exercicios
P2 16/11 (quinta) Henning | AVALIAGAO 2 Prova 2
20 17/11 (sexta) Carlos | Via das pentoses Provinha 7
21 23/11 (quinta) Carlos | Metabolismo de aminoécidos e ciclo da ureia Exercicios
22 24/11 (sexta) Carlos Metabolismo do glicogénio Exercicios
23 30/11 (quinta) Carlos | Integracdo do Metabolismo Provinha 8
24 01/12 (sexta) Carlos Fotossintese e Ciclo de Calvin Exercicios
25 07/12 (quinta) Carlos | Ciclo do Nitrogénio Provinha 9
26 08/12 (sexta) Carlos Plantao de dividas |-
P3 14/12 (quinta) Carlos |AVALIAGAO 3 Prova 3
27 15/12 (sexta) Carlos Plantao de duvidas, revisdo de provas | -—--
PS |20/12 (quinta) AVALIAGAO SUBSTITUTIVA Substitutiva




MODULO 1: AGUA, REACAO ACIDO-BASE, PH, SISTEMA TAMPAO E EQUILIBIO QUIMICO

1. A molécula de agua, H2O, apresenta um angulo de 104,5 graus entre as duas ligacdes O-H, dando-lhe um
carater altamente polar. Além disso, o atomo de O possui 2 pares de elétrons livres, permitindo a formacao
de ligacdes (ou pontes) de H entre moléculas vizinhas. Esta estrutura da a agua propriedades fisicas e
quimicas de enorme importancia biologica.
2. A agua se ioniza através de uma reacéo acido-base:
H.O + H-O <= H3;0*+OH
A reacao acido-base se caracteriza pela troca de prétons entre pares conjugados de acidos e bases. A agua
pode se comportar como acido e como base:
AH+H,0 <= HO"+A
B+H0O =—— BH+OH
Estas sao reacdes de equilibrio, as quais correspondem constantes de equilibrio definidas.
Por exemplo: K = [Hz0*] [A]
[AH] [H20]
K mede a afinidade relativa das bases, de cada par acido-base conjugados (AH/ A- e H30*/ H>0), por protons.
Fala-se comumente em constante de dissociacao de um acido (Ka), significando:
Ka= K [H20] =[H"] [A], onde [H20] é essencialmente constante (55 M).
[AH]

3. [H*] é a concentracdo hidrogenidnica e os valores de [H*] para a maioria das solugdes sdo muito baixos e

dificeis de serem comparados. Um valor mais pratico € conhecido como pH:

pH = - log [H*].

como 1/[H*] = 1/K x [AJ/[AH]

pode-se obter pH = - logK + log [A)/[AH]
por analogia -log K = pK

e pH=pK +log [AT]/[AH]
Conclui-se que pK é numericamente igual a pH da solucéo na qual as concentragcoes molares do acido e sua
base conjugada s&o iguais (ie log [A)/[AH] = 0).
A igualdade pH = pK + log [A]J/[AH] é conhecida como Equacao de Henderson-Hasselbach.

4. Acidos sdo classificados de acordo com sua forca relativa, ou seja, de acordo com sua capacidade de
transferir um préton para a agua. Acidos com constantes de dissociacdo menores do que aquela de H;0*
(que, por definicao, € igual a 1 em solu¢des aquosas) sao so parcialmente ionizados em solugdes aquosas
e sao conhecidos como acidos fracos (K < 1). Ja os acidos fortes tém constantes de dissociagdo maiores que
a de HzO", sendo quase completamente ionizados em solugdes aquosas (K>1).

5. Tampodes sdo sistemas aquosos que tendem a resistir a variagdes no seu pH quando pequenas quantidades
de acido (H*) ou base (OH") sdo adicionadas. Um sistema tampao consiste de um acido fraco (o doador de

prétons) e sua base conjugada (o aceptor de prétons). E comum encontrar os seguintes simbolos para

representar um acido (AH ou BH*) e sua base conjugada (A" ou B:)



6. A adigdo de acido forte (H*) ou base forte (OH") a uma solugdo aquosa de um acido fraco, por exemplo, acido
acético (pKa=4,76), causa pequenas varia¢des de pH, se a solugdo estiver a um pH proximo do pK do acido.

Este comportamento define um tampéo acido-base.

Exercicios do Médulo 1

1) Desenhe a estrutura do gelo, mostrando ligacdes de hidrogénio entre moléculas de agua. O que acontece quando

o gelo derrete? Por que a agua liquida a 4°C é mais densa do que o gelo a 0°C?

2) Desenhe a estrutura do NaCl no estado solido e também no estado aquoso, neste ultimo, destaque suas

interacdes com agua.

3) A agua cerca e solvata compostos. Ao inserir lipidios simples (saturados) numa solucao, quais tipos de estruturas
vocé esperaria encontrar formando-se espontaneamente? Por que?

4) O que é uma interacdo de Van de Waals? Qual é um tipo especialmente importante de interacdo de Van der
Waals formado por moléculas de agua e qual sua energia média?

5) Cotidianamente falamos da dissocia¢do da agua em em um hidroxido e um ion hidrogénio:

HO=— HO +H

No entanto, ions hidrogénio em forma livre praticamente ndo existem em solu¢des aquosas. Explique o motivo disto.
Qual a consequéncia desta propriedade da dgua para reagdes acidobasicas?

6) A que propriedade se devem os altos valores de temperatura de fus&o e ebulicdo da a4gua?

7) Dado que a concentracdo de OH- de uma solu¢do aquosa €& [OH']=3x10'5M,determine a concentracao de
ions [H*] da solucéo.

8) Agua é essencial para a vida, e é necessaria para as funcdes celulares. As células, no entanto, estdo envoltas de
uma membrana composta por uma bicamada lipidica. Tal camada possui fase polar e fase apolar, de modo queé
impermeavel a agua, que nao consegue atravessar a fase apolar. Sugira um mecanismo pelo qual vocé acha queas
células captam agua da matriz extracelular.

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

10) Esquematize a curva de titulagdo de 1 L de uma solugdo de 0,1 M H3;PO4 com uma solugéo de 10 M NaOH,
colocando pH (eixo y) em func&o de volume de base adicional (eixo x). Indicar os pontos na titulagdo (volumes de
NaOH) em que o pH equivale a cada um dos pKas do acido.

Kai=7.5x 103; Ka,=6.2 x 10%; Kas= 4.8 x 103



MODULO 2: AMINOACIDOS

2.

Aminoacidos, bases purinicas e pirimidinicas, nucleosideos e nucleotideos, hexoses (como glicose), sao
componentes monomeéricos dos principais polimeros bioldgicos, ou seja, proteinas, acidos nucléicos (DNA
e RNA) e polissacarideos (glicogénio, amido e celulose). Aminoacidos, bases, nucleosideos e nucleotideos
sao muito soluveis em agua e possuem grupos funcionais que participam em reacgoes acido-base. A Glicose
também é altamente soluvel em agua, mas néao participa em reacdes acido-base.
i. H& 20 aminoacidos que compdem proteinas (Tabela 1), todos mostrando a férmula geral:

R

*HsN — C,— COO- fon dipolar ou zwitterion encontrado em agua pH 7

H

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

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

O carbono o dos aminoacidos, excetuando-se a glicina, € assimétrico, fazendo com que estas substancias

tenham atividade 6ptica e, portanto, apresentem pares de isdmeros opticos.

Exercicios do Médulo 2

1) Quais dos aminoacidos tém dois carbonos quirais e qual deles n&o possui isomeria optica?

2) Mostre porque a seguinte forma ndo-ibnica de um aminoacido ndo pode ser encontrada em solugao aquosa.

3) O etanol ndo tem carater acido em agua, enquanto fenol e acido acético se dissociam em solugado aquosa, sendo

0 acido acético (pK=4,8) mais forte que o fenol (pK=10). Como se pode explicar o comportamento destes trés

compostos em agua a partir de suas estruturas moleculares?



4) Esquematize a curva de titulacdo da glicina com NaOH a partir de pH=1 e do acido aspartico com HCI a partir de

pH=11. Coloque o pH na ordenada e, na abscissa, a quantidade de equivalentes de acido ou base forte.

5) a) Quais os pontos isoelétricos de: glicina (pKs=2,5 e 9,5), acido aspartico (pKs=2,5; 4,0 € 9,5), lisina (pKs=2,5;
9,5 e 10) e histidina (pKs=2,5; 6,0 e 9,5)? b) Calcular as cargas liquidas (aproximadas) do acido aspartico, lisina gu

histidina nos seguintes pHs: pH 1, pH 8, pH 11.

6) Tentar classificar os aminoacidos em termos da natureza quimica dos seus grupos radicais: a) ionizaveis ou ndo
ionizaveis, b) acidos ou basicos, ¢) polares ou nao polares, d) hidrofilicos ou hidrofébicos, €) alifaticos ou aromaticos,

f) lineares ou ramificados e g) pequenos e grandes.

7) Na Figura 1 indicar: a) O cédigo de letra unica para cada aminoacido e b) os pKr dos aminoacidos com grupos
radicais ionizaveis.



Marzzocco & Tomres, Bioquimica Basica.
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Figura 1: Estrutura molecular dos aminoacidos



MODULO 3: PROTEINAS: ESTRUTURA PRIMARIA, ANALISE DE SEQUENCIAS E SEPARACAO

1.

A descricao da estrutura das proteinas € dividida em quatro niveis de organizacdo: estrutura primaria,
secundaria, terciaria e quaternaria.

A estrutura primaria se refere a sequéncia de aminoacidos que compdem a proteina. Trata-se, portanto, da
estrutura de ligagoes covalentes. A principal ligagao covalente entre aminoécidos € aligacdo peptidica.
Os aminoacidos podem formar polimeros atraves da ligacdo do grupo carboxila de um aminoacido com o
grupo amino de outro. Esta ligacdo carbono-nitrogénio chamada ligacao peptidica, € obtida por exclusao de

uma molécula de agua. Quimicamente, a formacéo da ligagao peptidica pode ser representada pela seguinte

equacao:
T i oy H.O 9 19
HN*—C,—C—0~ + H—N*—C,—C—0" A . HN—C,~C-N—C,—~C—0"
ol E el iy
R, H R, R, H R,

Ligacao peptidica

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

mostra apenas o resultado liquido do processo.

3. As propriedades da ligagédo peptidica impdem restricbes ao dobramento do polimero formado. A ligagao

peptidica (Figura 2) apesar de ser representada por um unico traco de ligacdo, tem caracteristicas
intermediarias entre uma ligagdo simples e uma dupla ligagao, devido as interagdes entre duas formas de
ressonancia.
o 0"
~C-N- == —C—N'—
H i

A consequéncia desse carater parcial de dupla ligagao € que néo ha possibilidade de rotagdo em torno da
ligacao peptidica. Assim sendo, os quatro atomos dos grupamentos que participam da ligacao peptidica ficam

dispostos em um plano rigido, constituindo o que se costuma chamar de grupo peptidico ou unidade
peptidica (vide retangulos). Notar tambem que os dois carbonos alpha (Cq) vizinhos de cada ligagéo peptidica

também se encontram no plano.



Glicina Serina H Alanina

Valina Aspartato Fenilalanina Lisina

(b)

Marzzocco & Torres, Bioquimica Bésica.

Figura 2: Ligacdo entre peptideos
O polimero formado pode, portanto, ser visualizado como uma cadeia constituida por unidades planares
(unidades peptidicas), unidas entre si com uma articulagdo flexivel: o carbono a. Esta cadeia chama-se
cadeia polipeptidica. As proteinas podem ser formadas por uma ou mais cadeias polipeptidicas.

4. Todavia, existem pontos de dobramento entre as unidades peptidicas rigidas, gragas a possibilidade de
rotacdo em torno das ligagdes com o carbono alfa (N-Ca e Ca-C), que séo ligagdes efetivamente simples
(vide figura acima). Estas ligagées sao chamadas phi (¢) e psi ({) respectivamente.

5. A cadeia polipeptidica pode ser dividida entre a cadeia principal e as cadeias laterais (grupos R) ligados

aos carbonos alfas.

Exercicios do Médulo 3

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

2) Esquematize a estrutura de uma ligacao peptidica.

3) Resolva os itens:
a) Desenhar o tripeptideo Ala-Asp-His.
b) Calcular o seu pl.

¢) Calcular sua carga liquidaem pH 1, pH 6 € pH 12.



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

pentapeptideo que, tratado com carboxipeptidase C, liberou Glu.

5) Mostre a reacao de oxido-reducao da cisteina que é importante na estrutura de peptideos.

MODULO 4: CINETICA E TERMODINAMICA QUIMICA

1. A variacdo de energia livre padrao é diretamente relacionada a constante de equilibrio:
AG° = -2.3RT log Keq
2. A composicao de um sistema de reacao (uma mistura de reagentes e produtos) tende a uma variagao continua
até que o equilibrio seja alcancado. No equilibrio, as taxas de reacado para um lado e para outro sdo exatamente

iguais. As concentracdes de reagentes e produtos no equilibrio definem a constante de equilibrio. Na reacéo:

A+B = C+D, aconstante de equilibrio é dada por:
Keq = [C][D] / [A][B]

3. Quando um sistema ndo esta em equilibrio, ele tende ao equilibrio, e a magnitude desta tendéncia pode ser
medida como a variagdo de energia livre da reagédo, AG. A energia livre de Gibbs (G), uma propriedade
termodinamica, é definida pela equagcédo: G=H - TS, onde H, T e S sdo respectivamente entalpia, temperatura
absoluta e entropia, todas também propriedades termodinémicas.

4. Numa transicdo de estado a temperatura (T) e pressao constantes (condicbes comuns as reagdes bioquimicas)

a variagao de G (AG) é: AG = AH - TAS.
Se trata de uma reagao bioquimica, AH é o calor de reacdo. Quando AH € positivo a reacao € endotérmica, se
AH for negativo a reacdo é exotérmica. Nestas condi¢des, a espontaneidade da reagao é definida pelo valor de
AG: se AG é negativo, a reacao é espontanea, sendo denominada exergdnica. Se, ao contrario, AG for positivo,
a reagao nao ocorre espontaneamente e € denominada endergbnica. Portanto, a rea¢do ocorre no sentido em
que a energia livre total diminui.

5. No equilibrio, AG = 0. Logo, é possivel demonstrar a validade das seguintes igualdades:

AG =AG°+2,3RT logB/A ———» B/A=K—— AG°=-2,3RT logK

6. Em condi¢des padrao, a 25°C (298K), com concentragcées de reagentes e produtos iguais a 1M, pH = 0, a
variacao de energia livre é considerada padrao, ou AG°. Entretanto, a maioria das rea¢des bioquimicas ocorrem
em pH 7,0, para as quais utiliza-se AG®".

7. AFigura 3 (abaixo) mostra esquematicamente como varia G com o desenvolvimento da reagao, indicado no eixo

das abcissas como coordenada de reagao



10.

Estado de Transi¢do

Energia Livre (G)

AG*

Estado Inicial (S)

AG®

Estado Final (P)

Coordenada da reacao

Figura 3. Variacdo de energia livre (G) no decorrer de uma rea¢ao genérica.

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

Na reacgéo genérica A - B a velocidade (v) € proporcional a [A], isto &, vi=ki[A]. A velocidade da reagao inversa

sera, consequentemente, v.1=k_{[B]. ki e k.1 s&o constantes de velocidade e reagées como A->B e B->A sao ditas

de primeira ordem, porque as suas respectivas velocidades dependem de concentragdo molar de um unico
reagente elevado a poténcia 1. As constantes de velocidade ki e k.1 sdo diferentes da constante de equilibrio da
reacao, K=[B]/[A]. No estado de equilibrio, por defini¢cdo, vi=v.1 e, portanto, formalmente, K=ki/k.1. As reagdes
representadas pelas equacgdes seguintes: 2A->B e A+B->C sdo de segunda ordem, cujas velocidades séo,
respectivamente, v=ka[A]?> e v=kas[A][B]. Notar que a ordem da reagdo nao coincide necessariamente com a
estequiometria da equagao quimica.

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

Sao chamados compostos de alta energia substancias orgéanicas com o grupo fosfato em ligagdes anidrido ou
fosfoenol, cuja hidrélise libera fosfato inorganico (Pi) com um AG® negativo e em valor absoluto superior a
8kcal/mol. Outros compostos fosforilados com o fosfato em ligagdes éster ou tioéster também mostram um AG”
de hidrdlise negativo, mas de valor absoluto da ordem de 3kcal/mol. Estas classes de compostos estdo ilustradas
na Tabela 2. O principal composto fosforilado da célula € o ATP; cuja férmula estrutural esta na Figura 4. O ATP
possui fosfato em ligagdes anidrido e éster, aos quais correspondem AG? de hidrélise de, respectivamente, -

8kcal/mol e -3,5kcal/mol. Todas estas rea¢fes sao, portanto, muito voltadas para os produtos de hidrdlise,



sendo praticamente irreversiveis. No entanto, nenhuma destas reagdes ocorre na célula a velocidade

significante se ndo houver catalise por uma enzima especifica, da classe das fosfatases.
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ATP = Adenosina 5-trifosfato

Nacélula:  [ATP]+ [ADP]+ [AMP] = Constante

Figura 4. Férmula estrutural do ATP
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Figura 5. Compostos Fosforilados

11. No metabolismo é muito importante a transferéncia de fosfatos de um composto fosforilado de alta energia para
outro (Figura 5). Uma das reac¢des chave deste tipo é:
fosfoenolpiruvato + ADP — ATP + piruvato

AGY=-5kcal/mol
Como esta reacao nao ocorre sem catalise, seu controle pela célula é feito através de uma enzima quinase

especifica.



12. Além das quinases que catalisam a transferéncia de grupo fosfato do ATP para metabdlitos, existem as quinases

que tém como substratos proteinas, genericamente referidas como quinases de proteina ou, simplesmente,
proteina-quinases.

Ha alguns milhares de proteina-quinases diferentes em um organismo, que catalisam a transferéncia de fosfato
de ATP para o grupo OH da cadeia lateral de residuos especificos de serina e treonina formando um éster de
fosfato. As reacdes deste tipo sdo genericamente chamadas de fosforilagoes e sao modificagcdes covalentes que
causam mudanca de conformacdo das proteinas, alterando sua atividade biologica. Por exemplo, um grande
numero de enzimas sao fosforiladas para sofrer uma transicdo do estado inativo ao ativo ou vice-versa.Mais

raramente as proteinas sao fosforiladas no grupo endlico de residuos de tirosina.

Exercicios do Médulo 4

1)

2)

3)

4)

5)

6)

7

Defina reacdes exotérmicas e endotérmicas. Qual a relagédo entre estes conceitos e a fungdo termodinamica

entalpia?

Defina reagdes exergdnicas e endergdnicas. Qual a relagdo destes conceitos com RGP

AGY é caracteristico de cada reagdo (desde que a temperatura seja constante) e ndo varia com as
concentracoes de reagentes e produtos no equilibrio. AG, por outro lado, nao é caracteristico da reacao, podendo
assumir qualquer valor em funcao das concentracdes iniciais de reagentes e produtos (quociente Q na
expressado de AG). Mostre por que estas afirmagdes sado verdadeiras discutindo a expressao que relacionaAG®

e AG.

Na reagdo genérica A = B Keq=10%. Qual o valor de AG”? No ponto de equilibrio as concentragdes molares de

A e B podem variar? Como varia AG com as concentragées molares iniciais de A e B?

Ainda para a reagao A = B (questdo 4) proponha uma condi¢cdo na qual a reagdo inversa seja espontanea.
Mostre que a sua proposta € possivel calculando o respectivo ®G. Esta questao possui multiplas respostas ou

apenas uma unica resposta?

Para a reacdao A = B (questado 4), se a constante de velocidade de primeira ordem, ki for igual a 10, qual deve
ser o valor da constante k4 para a reagdo inversa? Para um mesmo K, constante de equilibrio, pode haver

multiplos valores de k1 e k.1 ? Qual a interpretagdo termodindmica para a sua resposta?

Considerando a equagdo AG?” = -2,3 RT log K, sendo: R = 1,98 x 103 kcal/mol K; T = 298K e 2,3 RT = 1,36

kcal/mol. Calcule os valores de AG” quando K varia de 10° a 10-%. Faga uma tabela.



8) Porque a hidrélise de ATP necessita catalise enzimatica, sendo este um composto rico em energia? Utilize-se
do grafico esquematico de variagao de G (energia livre) em funcao de coordenada de reacao para responder a

esta questdo, definindo estado de transicao e energia de ativacao.

MODULO 5: ESTRUTURA SECUNDARIA E TERCIARIA DE PROTEINAS

1. A estrutura secundaria é definida pela conformacao local do esqueleto de ligagbes peptidicas que compdem
o0 eixo da proteina. Esta conformacéo local pode ser explicitamente expressa através dos angulos phi ( ¢) e
psi () (vide Modulo 3). Em geral, certas combinacgdes de angulos phi (¢) e psi ({) sdo permitidas enquanto
outras nao sao permitidas devido a impedimentos estéricos entre atomos de grupos vizinhos. Este principio

pode ser resumido num diagrama de Ramachandran (Figura 6).
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Figura 6: Diagramas de Ramachandran. Esquerda: Estruturas secundarias correspondentes as combinacoes
estericamente permitidas para angulos phi e psi. Direta: angulos observados para todas as ligagbes em 12

proteinas com estruturas de alta resolugdo determinadas por cristalografia.
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Figura 7: a -hélice. Figura 8: Folha B -pregueada.

2. Ha duas estruturas secundarias principais: a-hélice (Figura 7) e folha B -pregueada (Figura 8), que sao
estruturas organizacionais regulares e repetitivas. Estas duas estruturas podem ser caracterizadas por
combinacdes de angulos phi e psi (Figura 6) adotadas pela cadeia principal. Além de a -hélice e folha B, as
proteinas globulares mostram também algas de formas definidas, mas irregulares e nao repetitivas.

A estrutura terciaria descreve o arranjo tridimensional da cadeia principal da proteina, incluindo a disposi¢ao

espacial das cadeias laterais dos aminoacidos. Ha muitas possibilidades de arranjos tridimensionais para a

estrutura terciaria das proteinas.

a. As propriedades bioquimicas e biolégicas de uma proteina sdo determinadas pelo arranjo tridimensional de
sua cadeia, isto é, pela sua estrutura terciaria. Logo, nas condic¢des fisioldgicas a proteina adquire uma
estrutura terciaria bem definida e necessaria a sua fungdo, que € conhecida como estrutura nativa. O
desarranjo da estrutura terciaria leva a perda de fungdo da proteina, processo que € genericamente chamado
de desnaturacao.

b. Em proteinas pequenas da estrutura primaria define a estrutura terciaria nativa da proteina. Nestes casos,
0s processos de desnaturacdo e renaturacao da estrutura da proteina sao reversiveis. A estrutura nativa é
a conformacao da proteina de menor nivel de energia livre (G) e é alcangcada espontaneamente (processo
exergobnico). O exemplo classico desse comportamento € dado pela proteina Rnase A, uma enzima que no
seu estado nativo catalisa a hidrélise de RNA. Para proteinas grandes o processo de desnaturagéo é
irreversivel e o fendmeno de alcance da conformacgao nativa € complexo e ainda mal entendido.

c. A estrutura tridimensional das proteinas € mantida por ligagdes fracas como pontes de H, ligagées ibnicas e
interagcdes hidrofébicas. A excegao é a ponte de dissulfeto (-S-S-) que, apesar de covalente, é importante

na manutencao da conformac¢ao nativa de proteinas.



d. Proteinas possuem muitos grupos ionizaveis através de reacao acido-base, cujos pKs variam enormemente.
O pl de uma proteina é definido como pH da solug¢ao na qual a carga liquida da molécula de proteina € nula.

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

Cytochrome ¢ Lysozyme Ribonuclease

Estrutura de mioglobina de baleia, uma protefna globular tipica

Fita (azu =Ho) moddlo “spacefilling”

Exercicios do Modulo 5
1) Distinga estrutura secundaria e terciaria de uma proteina. D& exemplos.

2) Descreva a-hélice e folha B pregueada. Aponte as diferengas essenciais entre estas formas de estrutura
secundaria encontradas em peptideos.

3) Discuta os dois diagramas de Ramachandran apresentados na Figura 6 e relacione-os com as estruturas
apresentadas nas Figuras 7 e 8.



4) Descreva a experiéncia classica de Anfinsen com a enzima ribonuclease A, indicando sua conclusao principal.
Qual o papel das pontes de dissulfeto na manutencgao da estrutura nativa (terciaria) da ribonuclease? Conceitue
estrutura nativa e desnaturacdo de proteinas, mostrando o que isso tem a ver com a atividade enzimatica da
ribonuclease A. Que fung¢do termodindmica promove espontaneamente a transicdo da ribonuclease de

desnaturada para nativa?

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

desempenhar a mesma funcéo. Explique como isto é possivel.

6.) Pesquisar informacgdes sobre a estrutura de hemoglobina. Descrever a sua estrutura terciaria e quartenaria.

Descrever as mudancas na estrutura quartenaria que acontecem devido a ligacao de oxigénio.

7) O que é efeito hidrofébico e qual o seu papel nha manutencdo da estrutura terciaria das proteinas? Qual o fator

preponderante no efeito hidrofébico: o entalpico ou o entropico? Explique qualitativamente sua resposta.

8) Mostre porque uréia desorganiza a a-hélice.

MODULO 6: ENZIMAS — CONCEITOS GERAIS

1) O fato de uma reacgao ser espontanea néo significa que ela ocorrera imediatamente. Espontaneidade ndo esta
relacionado com velocidade. Um exemplo: A quebra do acgucar (glicose) em subcomponentes é altamente
exergobnica, e constitui uma reagéo espontanea. No entanto, podemos armazenar agucar no agucareiro sem medo
de que ele exploda. Isto se deve a energia (ou potencial) de ativacéo das reag¢des, conforme visto na Figura 4 do
Mdédulo 3. Deste modo, mesmo espontaneas, a grande maior parte das reacdes nao ocorre imediatamente, mas ao
longo de minutos, horas, anos ou séculos, muitos compostos sendo tdo estaveis que sdo virtualmente nao-
reagentes, mesmo com sua desconstrucdo sendo espontanea.

2) Nos seres vivos, ha necessidade de que estas reagbes ocorram em altas velocidades (milisegundos a
nanosegundos). Evolutivamente, proteinas catalisadoras especificas foram selecionadas por suas habilidades em
acelerar reagdes exergbdnicas ou acoplar reagdes endergdbnicas a reagdes exergdnicas, como a
transferéncia de um grupo fosfato do ATP, tornando o balang¢o geral exergdnico.

3) Para uma reacgéo ocorrer naturalmente, as moléculas envolvidas devem chocar-se espacialmente em &ngulos
restritos e com energias cinéticas minimas, formar um composto intermediario e entao gerar os produtos. Isto
envolve, geralmente, muitos fatores alheios a determinancia, o que torna as reagdes nao catalisadas extremamente
lentas.

4) Existem diversos modos pelos quais enzimas catalisam reagées. Geralmente, enzimas provém leito com seus
residuos de aminoacidos para o estado de transicdo da reagcdo que catalisam, complementando a forma
(estereoquimica), a carga e a polaridade das moléculas envolvidas. Isto diminui significativamente o potencial de
ativacao da reacao, e, portanto, sua velocidade. Além disso, as enzimas proporcionam em seus espagos cataliticos
vias para “encaixe” entre as moléculas reagentes que estao dentro dos angulos apropriados para a reagao ocorrer
(orientacao estereoespecifica), eliminando ainda este outro problema.

5) Reacgdes catalisadas ocorrem, em média, 10'? vezes mais rapidamente que suas contrapartes ndo catalisadas,
ou seja, um trilhdo de vezes mais rapido, com as enzimas mais eficientes conhecidas alcangando a marca de
aceleragao de 10.



6) Com a excecao de algumas moléculas catalisadoras feitas de RNA, enzimas sdo em sua enorme maioria
proteinas, mas frequentemente tém grupos prostéticos, como metais.

7) Enzimas geralmente sdo muito especificas e tém apenas um substrato. Isto significa que cada célula tem milhdes
de enzimas, uma para cada reagao que precisa ocorrer dentro dela.

8) Enzimas frequentemente podem ser ativadas ou desativadas por outras enzimas controladoras, sinalizadoras
dependentes de hormdnios. Esta ativacao ou desativacdo geralmente se da pela transferéncia ou remogao de um
grupo fosfato (originario do ATP) de um sitio especifico da enzima. Isto € essencial para que a célula controle seu
metabolismo, ajustando que tipo de reag¢des ocorrem em seu interior, € para que o corpo se ajuste as necessidades
metabodlicas de acordo com a disponibilidade energética corporal e as necessidades de sobrevivéncia
momentaneas.

9) As enzimas séo classificadas de acordo com um catalogo internacional, mencionado abaixo:

Tabela 1. Classificagdo das enzimas.

Classe | Nome Tipo de Reacéao

1 Oxirredutases | Transferéncia de Elétrons (ions hidrido ou prétons)

2 Transferases Reacdes de transferéncia de grupos

3 Hidrolases Reacdes de Hidrélise

4 Liases Clivagem de C-C, C-O, C-N ou outras liga¢des por eliminagéo,

rompimento de liga¢des duplas ou anéis, ou adi¢do de grupos a
ligacbes duplas

5 Isomerases Transferéncia de grupos dentro de uma mesma molécula produzindo
formas isoméricas

6 Ligases Formacéao de ligagdes C-C, C-O e C-N por reagdes de condensagao
acopladas a hidrélise de ATP ou cofatores similares

Fonte: Principios de Bioquimica de Lehninger, 6a Edigdo, Pagina 191

10) Enzimas tradicionais ndo afetam o equilibrio da reacdo, apenas acelerando (muito) o alcance de tal equilibrio.
Imagine o seguinte exemplo:

E+S - ES - EP ——— E+P

Onde E é Enzima, S é Substrato e P é Produto. Se ndao houver consumo do produto, e passar a acontecer consumo
do substrato, a reagao passara a ocorrer no sentido inverso.

11) Algumas enzimas catalisam reagdes irreversiveis. Estas reagdes invariavelmente envolvem gasto de energia,
na forma de ATP, pela célula. Elas sdo usualmente pontos de controle do metabolismo, alvo de hormdnios e de
controles da propria via, regulando a velocidade com a qual uma cascata de reagdes ocorre, ditando o sentido do
metabolismo. Enzimas com esta func¢ao transformam substrato em produto, mas sao incapazes de transformar seu
produto em seu substrato.

Exercicios do Médulo 6
1) Grande parte do poder catalitico de uma enzima provém da energia livre liberada ao estabilizar as moléculas

substrato de sua reacgao. Tal estabilizacdo da-se através de qual tipo de interagbes quimicas?
2) Quais fatores determinam a especificidade de uma enzima por seu(s) substrato(s)?



3) Esquematize, com Energia Livre no eixo das ordenadas e Coordenada da Reagao nas abcissas, uma reagao

simples S P e entdo a mesma reacgao catalisada, indicando os compostos ES e EP na

trajetoria.
4) Pesquise em livros e explique os fendmenos proporcionados pelas enzimas de:
a) Dessolvatacao
b) Reducao da Entropia
c) Estabilizacao, evitando redistribuicao de elétrons
d) Ajuste Induzido

5) As enzimas podem fazer ligagdes covalentes com seus substratos? Explique, caso positivo ou caso negativo.

MODULO 7: CINETICA ENZIMATICA

1. Enzimas sao catalisadores bioldgicos cuja natureza quimica é proteica. A natureza proteica das enzimas lhes
proporciona alto grau de especificidade.

2. A grande maioria das reacoes biolégicas nao ocorre, ou ocorrem a velocidades baixissimas nas condicoes
fisiolégicas de pH e temperatura. Logo, as reacoes bioldgicas, em geral, necessitam de catalise para ocorrer,
isto é, necessitam de enzimas. Para cada reacdo ha uma enzima especifica.

3. Nareacgao genérica A = B a diregdo espontanea da reagao é dada pela variagédo de energia livre, AG?, conforme

esquematizado no grafico da Figura 9.

Energia = o R Estado de transicao da
R reacao nao catalisada
Livre (G)

AGO#_l

................ Estada de transigéo da
reacag\catalisada

Estado Inicial

©)

Coordenada de Reacao

Figura 9. Variacéo de energia livre (G) nareacdo genérica A — B.

AGP é uma constante que se relaciona com a constante de equilibrio da reacédo pela expressdo -AG°=2.3

RTlogK. Por outro lado, as velocidades das reacdées A—->B e B->A ou, respectivamente, as constantes de



velocidade k1 e k.1 ndo dependem do AG° da reacdo, mas dos respectivos, AG+ e AG"" que por sua vez so
dependem da energia livre (G) do estado de transicdo (energias de ativacdo). A enzima (catalisador) néo
muda o AG® da reacdo, pois catalisadores nédo interferem com os estados inicial e final das reagGes, mas
mudam o “caminho” da reacédo e, por consequéncia diminuem a energia do Estado de Transicéo.

Ureia é uma substancia muito estdvel em agua, mas que pode ser rapidamente decomposta por hidrolise se a
reacao for catalisada pela enzima urease:

HoN UREASE
C=0+H,O — CO,+2NHs

H2N

Trata-se de reacao de primeira ordem, onde v=ki[ureia], apesar da equacao estequiométrica indicar a existéncia
de 2 reagentes. Esta reacéo pode ser acompanhada em tubo de ensaio no laboratério. As Tabelas 3 e 4 mostram
resultados obtidos na pratica.

Tabela 2. Cinética da enzima urease.

Tubo r° Tempo (minuto) NHs(umoles)
1 0 0
2 2 0.084
3 4 0.168
4 6 0.252
5 8 0.336
6 10 0.420

Concentragao da ureia: 5 mM; Concentracao da urease: 0,1 ug/mL;

Volume de reagdo: 1 mL; Temperatura: 30°C.

Os dados da Tabela 2 mostram que a velocidade da reacao é constante ao longo do tempo estudado. Ja os
dados da Tabela 3 mostram variagdes relativamente complexas da velocidade de reagcdo em funcéo da
concentracdo da ureia para um periodo de 10 minutos de reagcdo. Os dados da Tabela 4 permitem medir
experimentalmente duas constantes importantes das reagdes enzimaticas Vmax (velocidade maxima) e Ky,

(constante de Michaelis) através da equagao v = Vmax[S] / (Km + [S]).



Tabela 3. Cinética da enzima urease.

Tubo n°® Ureia (mM) Urease (Ig) | NHs(Imoles)
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

Os significados de Vmax € Km sd@o definidos no modelo de cinética enzimatica proposto por Michaelis e Mentem
no inicio do século passado onde ES € um complexo enzima — substrato formado antes de conversao do

substrato em produtos.

Kcat
E+s< ¥ s /% gip
k-1

A derivacdo da equacéo Michaelis — Mentem:
V = Vinax[S] / (K + [S]) = Keal E][S] / (Km + [S])

€ apresentada a seguir.

. L. Concentragdo
. Velocidade maxima ¢
Velocidade do substrato

naquela [S] \

v~ VawlS]
" K, +[S]
K,;,. aparente do/

Complexo enzima-substrato Fragao de Ey; naformadeES =
[SI(K g +[SD)




5.

6.

7.

k, k., Kz = [E][SV[ES]= k /K,
E4#8 =— ES& = EY¥B
1
Velocidade de reagcdo = d[P]/dt =kcat[ES]
Podemos assumir que d[ES}/dt = 0 (premissa de estado
estacionario)
Logo: taxa de formacédo de ES = taxa de sua destiuigéo
k,[E][S]=(k, +k.)[ES]
ki {[Eror]-[ES]}[S]= (k; + Kk ,)[ES]
k,[Ergr] [S]-k, [ES][S]=(k; +k ,)[ES]
K, [Eror] [S]=K, [ES][S]+ (k t kcat)[ES]
k) [Eror] [S]=[ES] L1[“1] Ko
[ES]=Ky[Eror] [SIK,[S]+ 1\ 1T K
[ESTF [E<oq] [SVAIS]+ (k; +k )/ kK )
[ES]= [E1orl [SK{[S] + Ky} ondek =(k,+k

’ij_

Yk,

cat

Logo: velocidade =kcat[E ][ S]/(K,; + [S])

V'o = Vmax[s]/(KM & [S]) onde \'max = kcat[ETOT]

Notar que K;; = (k ; + k_,)/ k,
Logo,se k; >k, = Ky=k /k=Ks=[E][SJ/[ES]=
Constante de dissociacdo

Dondipiy e do complexo ES (enzima-substrato)

equilibrio rapido
Entre E, Se ES.

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

A presencga de um inibidor competitivo se manifesta em uma mudanga no valor do Kn:

Km obs = Km(1+[1]/K)) = aKm onde a= (1+[I]/K))

A presencga de um inibidor misto/ndo-competitivo se manifesta em uma mudanga nos valores do K e no valor
do Vmax:

Km obs = Km(1+[I/K)/(1+[IJ/Kr) = aKm /o’



Vimaxobs = Vmax / @’
8. A presenca de um inibidor acompetitivo se manifesta em uma mudanca nos valores do Km e no valor do Vmax:
Kmobs = Km / (1+[I)V/Kp) = K / &

Vimax obs = Vimax / @’

Exercicios do Modulo 7
1) As velocidades de uma reacdo enzimatica foram determinadas para diversas concentracdes de substrato,

conforme a tabela abaixo:

[S] (1M) V (umol/L.min)
5 22
10 39
20 65
50 102
100 120
200 135

Os graficos de, respectivamente, V em fungéo de [S] e 1/V em func¢ado de 1/[S] podem servir para determinar Kn,

€ Vmax? Como?

2) Numa reagao enzimatica, o valor de Vmax, mas néo o de Kn, € diretamente proporcional a concentragao da enzima?
Justifique.

3) A velocidade inicial de uma reagao enzimatica em fung¢do da concentragcao do substrato S, na auséncia e na

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

(S (uM) VELOCIDADE.(EMOL/L X MIN) _
SEM I Com Inibidor A Com Inibidor B

1,25 1,72 0,98 1,01

1,67 2,04 1,17 1,26

2,5 2,63 1,47 1,72

5,0 3,33 1,96 2,56

10,0 4,17 2,38 3,49

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

b) Determine Vmax € Km Na auséncia e presencga dos inibidores.



4) Utilizando-se dos valores de K e Vimax determinados nas questoes 1 e 3, esquematize num mesmo grafico, para
as duas reacgdes, V em fungao da concentracao de substrato, expressa em multiplos de K. No eixo dos Y ajuste
arbitrariamente as escalas para cada reacao fazendo coincidir os pontos de V = Vmax. Como sdo as curvas para
duas reac¢bes? Justifique o resultado.

5) O que sdo enzimas alostéricas? Defina utilizando-se de graficos esquematicos de V em funcédo de [S], compare

uma enzima michaeliana (da questdo 4) com uma enzima alostérica positiva e com uma enzima alostérica

negativa.

MODULO 8: CARBOIDRATOS: ESTRUTURA E FUNCAO

1. Os carboidratos sdo compostos que apresentam a férmula empirica (CH20), (n> ou = 3), sendo
funcionalmente poliidroxialdeidos ou poliidroxicetonas. Os carboidratos mais simples sao os
monossacarideos, que se apresentam na forma de aldoses ou cetoses, conforme o grupo funcional
carbonilico que possuem, isto &, respectivamente, aldeido ou cetona. Ha duas trioses: o gliceraldeido, uma
aldotriose, e a diidroxiacetona, uma cetotriose (Figura 10). O gliceraldeido apresenta um carbono (C2)
assimétrico, dando origem a dois isdbmeros opticos, as formas D e L (Figura 11). Ja a diidroxiacetona ndo
possui C assimétrico e, por isso, ndo mostra esse tipo de isomeria. Os outros monossacarideos podem ser
derivados pelo crescimento da cadeia destas duas trioses. A Figura 10 mostra a familia D derivada do D-

gliceraldeido, cujas formulas estruturais planares obedecem as regras de Fisher.

H 40 H
N\ / |
(I] H—(IJ—OH
H—(|J—OH (|3=O
H—(|3~OH H—(|3—OH
H H
Glyceraldehyde, Dihydroxyacetone,
an aldotriose a ketotriose
(a)

Figura 10. Gliceraldeido e diidroxiacetona.

COOH HOOC

Figura 11: Carbono quiral ou carbono assimétrico.



Relacdes esteroquimicas das aldoses

Aldose mais

simples (aldotriose) aldotetrose aldopentose
Three carbons Four carbons Five carbons
H, H H
N Cy" NP B A
B AP N | f ? (l:

H o0 (f (l? H—C—OH HO—C—H H-—I—OH HO—C—H

3 Iy H—C—OH  HO~C—H H—(—O0H H—C—0H Ho—cl‘—-ﬂ HO-—C—H
H—C—OH H—C—0OH H—(I —OH H—C—OH H—(l —OH H—(—OH
CH.OH CH,0H CH,OH CH,OH CH,0H CH,OH CH,O0H
-Glyceraldehyde | n-Erythrose = p-Threose | -Ribose | | p-Arabinose v-Xylose n-Lyxosa

Six carbons aldohexose

H\ Io H\ /0 H\ _IO H\ /0 |‘l\ &’0 H\ /O ‘\ 49‘0 H\ /o
i U A S . . A
H—'—OH HO—C—H H——OH HO—C—H H—C—0OH HO—C—H H—C—O0H HO—C—H
H—'—OH H—(lt—O)l HO—(—I1 Ii()—(‘l—l{ H——0H II—(IT—OII H l?—ll IIO—('.‘»—II
H—'—OH H—C—OH H—(C—0OH H—('—OH HO—U'—H HO—C—H HO—(—H HO—(C—H
H——0OH H—C—OH H—C—on Il—('l—()}l H—C—0H II—(['—-()II H—C—O0H Il—(l‘-—-OH

H,0H CH,OH “H,OH CH,OH "H,OH "H,OH “H,OH CH,OH
p-Allose n-Altrose n-Glucose . I)-Mam\asc: n-Gulose n-Idose | n-Galactose | n-Talose
D-Aldoses

(a)

Figura 12. Familia D derivada do D-gliceraldeido.

Y.
1
HEC—O0H

HO—C—H  p-Glussee

H C—OH
3C—oH
“CH,0H
';il[g()l{
B ~-OH
il{l ;
MO w \L/lﬂ
\(m H '
R :c‘lf '2‘%
H OH \
$CH,OH / T "CHOH
| N
H H
P . Y\
i (I; / \OH mutarotation H(S\ ‘L / \H
3 ar
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a-0-Glucopyranose A-n-Glucopyranose

Figura 13. Ciclizacéo da D-glicose.

O aumento da cadeia do monossacarideo leva ao aparecimento de novos Cs assimétricos e, portanto, mais
isdbmeros estruturais, também chamados estereoisdmeros. O nimero de isdmeros é dado pela expressao 2" onde
n € o numero de carbonos assimétricos. Por exemplo, em aldoexoses ha 4 Cs assimétricos, logo o numero de
isdbmeros é 24 =16, sendo 8 da forma D e 8 da forma L. Mas, as estruturas lineares como representadas na Figura
12 tanto para pentoses como para hexoses sdo poucos estaveis em solugao, formando estruturas ciclicas segundo

a reacao mostrada na Figura 13. Esta € uma reacdao bem conhecida da quimica organica, pela qual um alcool (OH)



faz uma adicao nucleofilica a carbonila de um aldeido, formando um composto de condensagao da conhecido como
semiacetal. No caso do exemplo da Figura 13 a hexose é a D-glicose e, como a figura mostra, a ciclizagéo leva ao
aparecimento de uma outra isomeria estrutural devido as duas posi¢ées possiveis do OH do C1 em relacéo ao plano
do anel, gerando os isémeros a e B. E importante enfatizar que o OH do C1 n&o é quimicamente equivalenteaos
demais OHs que s&o alcodlicos, sendo por isso chamado de OH glicosidico. A existéncia do OH glicosidico permite
que todos os monossacarideos sejam oxidados em condi¢des brandas pelo reagente de Fehling, uma reacéo de

oxido-reacao na qual os OHs alcodlicos nao participam.

Estereoisoméros / Enantiomeros / Diastereomeros / Epimeros / Anémeros

Possiveis estereoisomeros 2% ; n= numero dos centros chirais

CHO CHO (|:Ho CHO
H.C-OH HO-(IZ-H H-C-OH HO-(|3-H
[HiC-OH HO-C-H 1{0.(|:-H
lHCcoH| [HO-CH|

CH,OH CH,OH CH,0H CH,OH
D-ribose L-ribose D-xilose D-lixose

Enantiomeros: todos os centros chirais diferentes
Epimeros: apenas um centro chiral diferente
Diastereomer (qualguer par de esterecisomeros gue nao sao enantiomeros)

1 CHO---

H-C-OH
2

Andmeros

H-C-OH

HO-C-H !
3 !

Figura 14. Nomenclatura para estereoisdomeros.

2. Conforme exemplificado na Figura 14 ha uma nomenclatura especificamente designada para distinguir pares
de estereoisébmeros. Enantibmeros possuem estruturas isoméricas que sdo uma imagem especular da outra,
por exemplo, cada membro da familia D de hexoses mostrada na Figura 12 tem um, e, somente um,
enantidmero na familia L. Sdo epimeros pares de estereoisdbmeros que diferem apenas pela configuragéo de
um C assimétrico. Sdo anémeros os dois isdmeros resultantes da posicao do OH glicosidico do C1 na
estrutura ciclica da hexose. E, finalmente, sdo denominados diastereoisbmeros pares de isbmeros que nao
caem em nenhuma das categorias anteriores.

3. Ligacao glicosidica: os monossacarideos podem se apresentar na forma de oligo ou polissacarideos, onde
0s mondmeros sao ligados através de ligagdes glicosidicas. Oligossacarideos sdo formados por um pequeno

numero de monossacarideos, resultantes da condensac¢ao de um OH glicosidico com um OH alcodlico, como



exemplificado abaixo pela dimerizacdo de duas moléculas de a-glicose por ligacao 1-4, originando o

dissacarideo maltose:

6
CH,OH

Ligacao glicosidica
(a-1,4)

Caso a ligacao glicosidica envolva a condensacao dos dois OHs glicosidicos como é o caso da trealose, uma
a1-1-diglicose, o dissacarideo ndo pode ser oxidado pelo reagente de Fehling (dissacarideo n&o redutor). Ja
a maltose, que possui um OH glicosidico livre € um dissacarideo redutor, sendo oxidado pelo reagente de
Fehling.

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

O glicogénio é altamente ramificado, as suas cadeias lineares sao formadas por ligagdes a1l-4-glicosidicas
e suas ramificagcdes decorrem de ligacdes a1-6-glicosidicas (Figura 15). O glicogénio apresenta uma unica
extremidade redutora livre (C1 no residuo final na ultima molécula de glicose da cadeia) e inumeras
extremidades nao redutoras. A partir das extremidades nao redutoras ha acréscimo ou retirada de residuos

do polimero. Portanto, as moléculas de glicogénio ndo tém tamanhos definidos.

H
Branch
)
g o1 = 6) branch point
CH,OH CH,OH (f'l | B8 CH,OH
}
Main §1 o f o H H O H
chain H H H
e OH H OH H o OH H O=—=<s
H OH H OH H OH H OH
Amylopectin

Figura 15. Glicogénio Poli (a1-4) (a1-6) glicose.

Exercicios do Médulo 8

1) Desenhe o conjunto dos isébmeros de D-aldoses de 6 C, através das formulas de projecdo de Fisher. Quantos
epimeros possui uma hexoaldose. ldentifique todos os epimeros de D-glicose. Existem pares enantioméricos na

familia D de monossacarideos. Explique.



2) Descreva o fendbmeno da mutarrotacdo de D-glicose, incluindo as reagbes quimicas pertinentes com as
respectivas formulas estruturais dos reagentes. O que este fendmeno tem a ver com os conceitos de C

anomeérico e anébmeros.

3) Compare os dissacarideos maltose e sacarose, identificando a ligacao glicosidica em cada caso. Por que maltose

€ redutora e sacarose nao é.

4) Analise a estrutura do glicogénio. Procure destacar as vantagens e desvantagens da funcéo deste polimero como

composto de reserva energética.

5) Verifique as principais caracteristicas dos polissacarideos estruturais, comparando celulose, quitina e
glicosaminoglicanos (estes também chamados mucopolissacarideos).

6) A porcao de natureza sacaridica de algumas glicoproteinas pode servir como sitio de reconhecimento celular.
Para desempenhar esta fungéo, os oligossacarideos ou glicoproteinas devem ter a capacidade de formar um
grande numero de diferentes estruturas. Qual dos dois pode produzir uma maior variedade de estruturas:
oligopeptideos compostos de cinco residuos de diferentes aminoacidos ou oligossacarideos compostos de cinco

residuos de diferentes monossacarideos? Explique.

7) Frutose, o principal agucar do mel, € comumente usada como adogante de alimento. Este agucar na forma B-D-
piranose € provavelmente a substéncia mais doce conhecida. A forma B-D-furanose € muito menos doce.
a) Quais sao as estruturas da B-D-frutopiranose e B-D-frutofuranose?

b) A dogura do mel diminui ao deixa-lo em repouso e ao mesmo tempo aumentando a temperatura. Explique.

8) Interconversédo das formas de D-galactose. Uma solugcédo recém-preparada da forma a de D-galactose (1g/ml em
um tubo polarimétrico de 1 dm) mostra uma rotagcdo optica de + 150,7°. Quando deixada em repouso por um
longo periodo de tempo a rotacao decresce gradualmente até atingir um valor de equilibrio igual a + 80,2 °. Em
contraste, uma solugao recém-preparada (1g/ml) da forma B mostra rotagéo 6tica de apenas +52,8° . Quando
esta solucao é deixada em repouso por varias horas a rotagdo aumenta até o valor de equilibrio igual a +80,2°
, valor idéntico aquele observado para a a-D-galactose.

a) Escreva as férmulas de projecao de Haworth das formas a e B da D-galactose. Qual caracteristica distingue as
duas formas?

b) Por que a rotagcdo de uma solugéo recém-preparada da forma a decresce gradualmente com o tempo? Explique
por que solugdes das formas a e B (de concentragbes iguais) atingem o mesmo valor de rotagdo Optica no
equilibrio?

¢) Calcule a composi¢ao percentual das duas formas de galactose no equilibrio.



MODULO 9: LIPIDIOS, MEMBRANAS E TRANSPORTE CELULAR

1.

3.

4.

Moléculas anfifilicas, como lipideos com uma unica cauda hidrofobica, acidos graxos livres e detergentes,

quando em solug¢ao aquosa e acima de um limiar de concentragdo (concentragcdo micelar critica ou cmc)
formam agregados globulares chamados micelas.

Por outro lado, lipideos com duas caudas hidrofébicas, como glicerofosfolipideos e esfingolipideos, tendem

a formar bicamadas lipidicas, que s&o a base estrutural das membranas bioldgicas.

i

Bicamada

Micela
As membranas biolégicas sdo compostas por proteinas associadas a uma matriz de bicamada lipidica. As
proteinas que compbéem as membranas pertencem a duas categorias: a) integrais ou intrinsecas e b)
periféricas ou extrinsecas. Este arranjo estrutural foi originalmente proposto em 1972 por Singer e Nicholson

como o modelo de mosaico fluido para as membranas biolégicas, que foi plenamente confirmado por
resultados experimentais estruturais e funcionais.

Hydrated
solute

(a) :,.\_

Simple diffusion
without transporter
N\,

A
AGGn ple
diffiusion

Diffusion
with transporter

.3
AL Lrannspors

Froe enargy, ¢

(b) ‘-"{

-
Transporter ~

Figura 17. Membrana e transporte celular

As membranas sao barreiras hidrofobicas que oferecem grande resisténcia a passagem de solutos
hidrofilicos, cuja permeacao exige proteinas transportadoras especificas, conforme esquematizado na figura

abaixo. Desta maneira a membrana, através de transportadores especificos, regula o transporte de
metabdlitos entre compartimentos celulares.



5. Um exemplo classico de transporte é a tomada de glicose pela hemacia mediada por um transportador
especifico, cuja velocidade depende da concentracédo externa de glicose e obedece a uma curva hiperbdlica
de saturagao ja bem conhecida da cinética enzimatica, sendo K;analogo a Kn:

6. Esta forma de transporte é conhecida como transporte passivamente mediado ou difusdo facilitada. Trata-
se de um processo exergOnico, pelo qual o soluto, no caso a glicose, atravessa espontaneamente a

membrana indo do compartimento de maior para o de menor concentragao.
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Figura 18. Modelo de mosaico fluido para as membranas celulares
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Figura 19. Grafico da concentracado da glicose durante a difusédo facilitada



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

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

e ions contra gradientes de concentragdo.

Exercicios do Médulo 9

1) O que € concentragao micelar critica. Como varia tamanho e forma de micelas formadas por anfifilicos de uma

unica cauda hidrocarbonada? Explique.

2) Uma hipotese central na pesquisa de membranas é que os lipideos da membrana devem ser fluidos (em oposicao
a "congelados") a fim de que a membrana possa desempenhar suas fungdes. O apoio para esta hipbtese &
fornecido pela observacdo de que a composi¢do de acido graxo das membranas pode ser alterada pelas
condicoes nas quais a bactéria cresce. Por exemplo, se a bactéria esta crescendo em temperatura menor que a
normal, as quantidades observadas de acidos graxos insaturados (relativas ao conteudo de acido graxo saturado)
estdo acima do normal. Contrariamente, se a bactéria esta crescendo em temperatura acima da normal, as
quantidades observadas de acidos graxos insaturados nos lipideos da membrana (relativas aos acidos graxos
saturados) estédo abaixo do normal.

a) Sugira razdes para o fato de que o conteudo lipidico na membrana bacteriana deve ser fluido para que a

membrana intacta opere apropriadamente.

b) Explique como a alteracdo observada nos niveis dos acidos graxos insaturados relativa aos niveis dos acidos

graxos saturados, em diferentes temperaturas de crescimento, apodia a hipétese da fluidez da membrana.

3) Fornega uma explicagéo termodinamica para o fato de que moléculas de fosfolipideo difundem rapidamente no

plano da bicamada, mas muito lentamente mudam de uma face a oposta.

4) Descreva 0s mecanismos pelos quais detergentes extraem proteinas integrais de membrana, mantendo-as em

solucdo.

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



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

evidéncias de transporte mediado.

Componente Concentracéo [M] Velocidade Inicial (unidades arbitrarias)
Leucina 1x10°6 110
2x10°® 220
5x 10 480
1x 105 830
3x10° 1700
1x 10 2600
5x 104 3100
1x103 3200
Etileno glicol 1x 103 1
5x103 5
0,01 10
0,05 50
0,1 100
0,5 500
1,0 1000

7) Células epiteliais de intestino de camundongo isoladas em cultura transportam L-leucina e D-leucina mostrando
Ki (mMM) e Vmax, respectivamente iguais a: 0,24 e 420 para L-leucina e 4,7 e 310 para D-leucina, ambos em
presenca de Na* no meio de cultura. Mas na auséncia de Na* , L-leucina mostra 0,24 e 23 enquanto D-leucina
mostra 4,7 e 5 para K;(mM) e Vmax, respectivamente. Classifique esse transportador de leucina quanto ao tipo
e mecanismos de acdo. Que efeitos vocé esperaria se nesse meio de cultura fosse colocada valinomicina

(ionéforo de Na+)? E se fosse dissolvida ouabaina (inibidor da ATPase Na+/K+) no meio de cultura? Explique.

8) O pH e a absorc¢éo de drogas. A droga aspirina, intensamente receitada, € um acido fraco com um pKade 3,5. A
aspirina é absorvida para o sangue através das células de revestimento do estdbmago e do intestino delgado. Para
uma substancia ser absorvida ela deve atravessar facilmente a membrana celular. A passagem através da
membrana celular € determinada pela polaridade da molécula: moléculas idnicas (carregadas) e moléculas
altamente polares passam lentamente, enquanto aquelas neutras e hidrofébicas passam rapidamente. Como o
pH do suco gastrico é cerca de 1 e o pH no intestino delgado, cerca de 6, pergunta-se:

a) Escreva por férmulas estruturais a ionizagao reversivel da aspirina.

b) Onde a aspirina é mais absorvida para a corrente sanguinea, no estdmago ou no intestino delgado? Justifique

claramente a sua escolha.



MODULO 10: INTRODUCAO AO METABOLISMO, BIOENERGETICA E ATP

1) Metabolismo é o conjunto das rea¢cBes quimicas que ocorrem num organismo vivo com o fim de promover a
satisfacdo de necessidades estruturais e energéticas. O metabolismo tem quatro funcdes especificas: (1) obter energia
quimica pela degradacdo de nutrientes ricos em energia oriundos do ambiente; (2) converter as moléculas dos
nutrientes em unidades fundamentais precursoras das macromoléculas celulares; (3) reunir e organizar estas unidades
fundamentais em proteinas, acidos nucléicos e outros componentes celulares; (4) sintetizar e degradar biomoléculas
necessarias as funcdes especializadas das células.

2) O metabolismo pode ser dividido em duas "fases™: catabolismo e anabolismo. O catabolismo ¢ a fase degradativa
do metabolismo; nela, as moléculas organicas nutrientes, carboidratos, lipidios e proteinas provenientes do ambiente
ou dos reservatdrios de nutrientes da propria célula sdo degradados por reagdes consecutivas em produtos finais
menores e mais simples. O anabolismo é uma fase sintetizante do metabolismo, na qual unidades fundamentais sdo
reunidas para formar as macromoléculas componentes das células, como as proteinas, DNA etc.. Para ocorrer essas
duas "fases" do metabolismo, é necessario um transito acentuado de energia. No catabolismo, por haver a "quebra”
de moléculas, ha a liberacdo de energia; por outro lado, 0 anabolismo é uma fase de sintese, necessitando de energia

para sua ocorréncia.

Complex metabolites

ADP + HPOZ-
NADP*

CATABOLISMO Degradation Biosynthesis ANABOLISMO

ATP
NADPH

Simple products

3) Catabolismo:
- Caracteristicas das vias metabdlicas:
- lrreversiveis;
- Sintese e degradacao diferentes;
- Pontos de regulacéo;
- Todas as vias sao reguladas;

- Compartimentalizagao



Exercicios do Modulo 10
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MAPA |: DEGRADACAO (OXIDACAO) DE ALIMENTOS
1) Qual a finalidade bioldgica dos processos representados no mapa?

2) Analisar a fungdo das coenzimas e do oxigénio na oxidagao dos alimentos.

3) Discutir as seguintes afirmacgoes:

3a. A energia dos alimentos é obtida por oxidacgao.




3b. A oxidagao bioldgica consiste na retirada de hidrogénio (2H) do substrato.

3c. Uma parte da energia derivada da oxidacao dos alimentos € usada para sintetizar um composto rico em energia
(ATP).

3d. A unica fung&o dos alimentos é fornecer energia.

4) Por que os hidrocarbonetos, plasticos e metais ndo s&do alimentos para o homem?

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

6) Resuma: por que é necessario alimentar-se e respirar?

CARBOIDRATOS PROTEINAS LIPIDIOS
’ I
x 2
[ aucose | [ AamiNocaciDos | [acioos Graxos]
Asp | Ala l lle | Glu
Cys Leu 4
Gly Lys
Sar Phe
A
Plruvato {(3) — : —
x 21 4 Ld
' co,
\ |
=3 '\‘\
Oxaloacetato (4) Cifrato (6)
') -~
‘ é
Malato (4) Isocitrato (6)
~ !
A‘"" n/\. CO,
Fumarato (4) a-Catoglutarato (5) «—

.\
N

T4 Succinato (4) '/< o,

MAPA 1I: INTERCONVERSAO DE MACRONUTRIENTES

Um paciente com sobrepeso foi admitido a um hospital portando uma patologia que o impedia de alimentar-se por
via oral. Durante os dias do seu tratamento, a equipe que o atendia prescreveu a aplicagdo intravenosa de soro
glicosilado. O paciente, que pretendia perder algum peso, solicitou que o soro ndo fosse aplicado. Seu pedido ndo
foi atendido. Para julgar a corre¢ao da conduta adotada pela equipe de atendimento, resolva as questdes seguintes
(1 a 4) consultando unicamente o Mapa Il, que mostra, entre parénteses, o numero de atomos de carbono de alguns

compostos.

1) Quais sao as reacdes 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 sdo essenciais para a sobrevivéncia. Nado havendo outras restricbes na
dieta, prever que o grupo de animais sobreviveria, verificando se & possivel sintetizar:

3a. acido graxo a partir de glicose



3b. proteina a partir de glicose

3c. proteina a partir de acido graxo
3d. glicose a partir de proteina

3e. acido graxo a partir de proteina
3f. glicose a partir de acido graxo

Indicar no mapa a via utilizada para cada converséao.

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 se tornam insuficientes para manter a glicemia?

MODULO 11: VIA GLICOLITICA

1. Aglicodlise é a principal via catabélica da glicose compreendendo as 10 reagdes enzimaticamente catalisadas que
sao mostradas na figura abaixo e cuja estequiometria total pode ser observada na equacéo quimica seguinte:
Glicose + 2 NAD* + 2 ADP + 2 P; - 2 Piruvato + 2 NADH + 2 ATP + 2 H,O + 2 H*

A glicolise, como todas as vias catabdlicas, € exergbnica e a equacao acima corresponde a AG® =-43,4 kJ/mol.
Mas o dado da variacao de energia livre mais interessante é em termos de AG, cujo valor exato dependede cada
célula especifica, por exemplo, em musculo cardiaco estima-se que seja igual a -74,0 kdJ/mol.

2. Afinalidade da glicdlise é obtencao de energia, como a equacgao estequiométrica indica, cada molécula de glicose
€ degradada a duas de piruvato e parte da energia livre liberada nesta degradacéo é retida nos produtos na forma
de 2 NADH e 2 ATP.

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

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

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

2. Diversas outras hexoses, como frutose, galactose e manose, também sdo metabolizadas pela via glicolitica.

3. A glicdlise em condicbes anaerdbicas tem energia e fungdes variadas, conforme o organismo. Cabe fazer dois
destaques importantes.
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4. Em vertebrados, encontram-se musculos esqueléticos muito pobres em mitocéndria, que sdo especializados para
produzir ATP a partir de glicolise anaerdbica, cuja energética obedece a seguinte reagcao geral: Glicose —
2l actato + 2H* ; AG® =-196kJ/mol. Mas, parte dessa energia livre liberada que seria dissipada (6 1kJ/mol) é retida
na forma de 2ATP produzidos por mol de glicose degradada. Deve-se ainda enfatizar que o lactato ndo é
descartado, pois vai ser aproveitado no figado, onde é reoxidado a piruvato, alternativa metabdlica importante a
ser examinada mais a frente.

5. Leveduras mostram um exemplo de glicélise anaerébica na forma da fermentagéo alcodlica, segundo a reacao
geral: Glicose — 2Etanol + CO 2; AG® = -235kJ/mol. Aqui também parte da energia livre, +61kJ/mol, € mantida
com a producao de 2ATP. A parte final da fermentacao alcodlica compreende duas reacdes: a primeira envolve
a descarboxilacédo de piruvato e liberacdo de acetaldeido, catalisada pela enzima piruvato-carboxilase, que néo
existe em animais. Na segunda reacao a desidrogenase alcoolica catalisa a redugéo do acetaldeido por NADH.

Exercicios do Médulo 11
1) Classifique as reac¢des da glicélise, destacando as que séo de 6xido-reducéo.

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

3) Na reacao do item 2) parte da energia € utilizada para produzir ATP. Mostre como isso é possivel, equacionando

as etapas relevantes da reacdo. Defina fosforilacdo ao nivel do substrato.

4) Equacione a reacéo liquida da transformacéao de glicose em piruvato. Como é regenerada a capacidade oxidante
do sistema NAD*/NADH necessaria a atividade glicolitica nos glébulos vermelhos humanos (que nao tém

mitocdndria) e na cultura de levedura sem O; (fermentacao).

5) Examine uma tabela com as 10 reacgdes da via glicolitica que contenha, respectivamente, o AG” e o AG das

reacoes. Quais sdo as reacdes irreversiveis da glicolise?

6) Porque os valores de AG” e de AG da mesma reacdo podem ser diferentes? Para decidir se a via glicolitica numa

determinada célula é reversivel ou irreversivel, que valor € mais relevante, AG” ou AG?

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

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

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

8) Calcular a porcentagem de energia armazenada pela célula ao degradar glicose pela via glicolitica. Sabe-se que:

Glicose - 2 lactato G°' =-47.000 cal/mol



MODULO 12: GLICONEOGENESE

1.

O figado humano precisa manter niveis minimos da glicose circulante, porque cérebro e hemacias
dependem quase exclusivamente de glicose para producéo de energia. No entanto, a reserva de
glicogénio hepatico ndo é suficiente para essa finalidade. Por isso, o figado sintetiza glicose de
novo a partir de lactato, piruvato, glicerol, intermediarios do ciclo de Krebs e aminoacidos, através
de uma via anabdlica chamada de gliconeogénese. No jejum, mesmo o jejum de poucas horas, a
gliconeogénese ¢é a principal fonte da glicose liberada pelo figado na circulacao.

A glicdlise, como ja foi visto, € um a via catabdlica com a finalidade de produzir energia na forma
de 2 NADH + 2 ATP a partir da degradacao de glicose a piruvato de acordo com a equacgao quimica

seguinte:

Glicose + 2 NAD+ + 2 ADP + 2 Pi =—> 2 Piruvato + 2 NADH + 2 ATP + 2 H20 + 2 H+

A gliconeogénese tem a finalidade de sintetizar glicose a partir de piruvato, isto &, faz o0 caminho
metabdlico inverso ao da glicolise. Mas, a gliconeogénese, contrariamente a glicdlise, € muito
endergdnica. Para produzir glicose a partir de piruvato necessitam-se 2 NADH + 4 ATP +2 GTP,

conforme a estequiometria indicada na equacao abaixo:

2 Piruvato + 2 NADH + 4 ATP + 2 GTP + 2 H20b === Glicose + 2 NAD+ + 4 ADP + 2 GDP + 6 Pi + 2 H+

A gliconeogénese utiliza enzimas glicoliticas reversivelmente, mas trés dessas enzimas, a
hexoquinase, a fosfofrutoquinase e a piruvato quinase, catalisam reagcdes com AG- muito negativo,
sendo essencialmente irreversiveis. Estas reagbes sado substituidas na gliconeogénese por
reagdes exergobnicas, tornando termodinamicamente favoravel a sintese de glicose a partir de
piruvato. Destas reacbes, as duas primeiras correspondentes as enzimas hexoquinase e
fosfofrutoquinase, sado substituidas por reagdes simples de hidrolise de ligacao fosfo-ester,
catalisadas, respectivamente, pelas enzimas glicose-6-P-fosfatase e frutose-1,6-bis-fosfatase. Ja
a terceira reagao, que permite a volta de piruvato para P-enolpiruvato € mais complexa e se da em
duas etapas catalisadas, respectivamente, por piruvato-carboxilase e P-enolpiruvato-
carboxiquinase.

O balanceamento entre glicolise e gliconeogénese é coordenadamente controlado por um
complexo sistema de regulacdo enzimatica, envolvendo interagdes alostéricas e modificacdes
covalentes. Todo esse controle esta concentrado nas 3 reagdes nas quais glicolise e
gliconeogénese seguem reacgdes independentes, irreversiveis e opostas, que sao: 1) glicose /

glicose-6-P; 2) frutose-6-P / frutose-1,6-bisP; 3) P-enolpiruvato / piruvato.



Exercicios do Modulo 12

1

2)

3)

4)

5)

6)

7

Explique como a hemacia mantém glicose a 5 mM e G6P a 0,0083 mM, se a conversao de glicose
em G6P é muito exergbnica. Como seriam afetadas as concentracdes relativas dos intermediarios
da glicdlise se a glucoquinase (Km = 5mM) fosse colocada artificialmente na hemacia em lugar da

hexoquinase (Km = 0,1mM)?

Na gliconeogénese, como sao revertidas as reagoes de glicose — G6P e F6P — F-1,6-BP, que sdo

altamente exergonicas. Conceitue ciclo futil.

A reversdo da reacdo de PEP + ADP — piruvato + ATP ndo pode ocorrer por um processo
relativamente facil como a reversao de glicose + ATP — G6P + ADP. Qual é a solucéo bioquimica

gue os sistemas biolégicos utilizam para ir de piruvato a PEP?

Qual é o consumo de energia na sintese de glicose a partir de piruvato, medido em equivalentes de
ATP. Indique as reacdoes onde ha consumo. Compare o rendimento da via glicolitica com o

consumo da gliconeogénese, sdo iguais ou diferentes?

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

a) succinato,

b) glicerol,

¢) acetil CoA,

d) piruvato e

e) butirato.

Escreva as férmulas estruturais das substancias relacionadas de (a) a (e).

Citar os efetuadores alostéricos positivos e negativos de fosfofrutoquinase e frutose 1,6
bisfosfatase no figado. Quais sdo as consequéncias destes efetuadores no fluxo relativo dos

metabolitos através da neoglicogénese e da glicolise?

O nivel de frutose 2,6 bisfosfato nos hepatécitos varia com a disponibilidade da glicose: € baixo no
jejum e alto ap6s as refeigcdes. Como isso se explica em termos das reacgdes catalisadas por

fosfofrutoquinase-2 e frutose 2,6 bisfosfatase.



MODULO 13: CICLO DE KREBS

2. Em condigdes aerobicas, o destino do piruvato produzido na glicélise é sofrer uma descarboxilagdo oxidativa
catalisada pela piruvato desidrogenase, que € um complexo multienzimatico existente no interior da mitocdndria
de eucariotos. Portanto, o piruvato precisa entrar na mitocondria para ser degradado por essa via. A reacao geral
€ a seguinte:

Piruvato + CoA + NAD" - Acetil-CoA + NADH + CO;

3. O acetilCoA resultante da metabolizagdo do piruvato é totalmente oxidado no ciclo do acido citrico, também

chamado ciclo de Krebs, conforme a seguinte reacao geral:

Acetil-CoA + 3 NAD* + FAD + GDP + P; + 2 H,O— 2 CO, + 3 NADH + FADH; + GTP + CoA + 2 H*

O ciclo de Krebs, esquematizado na figura, compreende 8 reacdes, envolvendo 8 enzimas e 8 acidos carboxilicos,
di e tri-acidos, todos dispersos na matriz da mitocondria. Portanto, comegando no piruvato e passando pelo
acetilCoA, ocorre oxidacdo completa desses metabolitos liberando 3CO, sem participacao de Oz molecular. Os
agentes oxidantes em todas as reagdes sdo NAD* ou FAD e as formas reduzidas destas co- enzimas (NADH +
FADH?>), resultantes do processo, s6 s&o reoxidadas na cadeia respiratoria, uma via especializada que se localiza
na membrana mitocondrial interna e sera considerada mais adiante.

1. O ciclo de Krebs, conforme sua reacao geral indica, é essencialmente catabdlico, pois promove a oxidacéo do
radical acetil a 2CO; e retém parte da energia livre desta reacdo na forma de coenzimas reduzidos que,
posteriormente, servirdo a producdo de ATP através da fosforilagdo oxidativa. Para cumprir esta funcdo basta
que os 8 intermediarios do ciclo ocorram em concentragdes cataliticas. Mas, o ciclo possui outra fungéo, além
da catabdlica, diversos de seus intermediarios alimentam as vias de sintese de aminoacidos, lipideos e glicose,
isto é, o ciclo tem também func¢ao anabdlica e, portanto, deve ser classificado como anfibdlico. Para que o ciclo
desempenhe concomitantemente ambas as funcdes, catabdlica e anabodlica, as concentracoes dos
intermediarios sdo mantidas e controladas através de um complexo sistema de reagdes auxiliares, conhecidas
como reacgdes anapleroticas. Um exemplo de reag¢do anaplerética é a carboxilagdo de piruvato para obter
oxalacetato, catalisada pela enzima piruvato carboxilase.

2. A transformacao de piruvato em acetil-CoA, € uma reagao para a qual convergem diversas vias catabolicas e
anabdlicas, além da glicélise. Por esse motivo a piruvato desidrogenase esta sujeita a um controle altamente
elaborado, compreendendo dois niveis de regulacdo: a) controle alostérico através da inibicao pelo produto,
exercido por NADH e acetil-CoA; b) modificagdo covalente reversivel da subunidade E; da enzima, por
fosforilagao/desfosforilagao.

3. Asenzimas citrato sintase, isocitrato desidrogenase e a-cetoglutarato desidrogenase sao as reguladoras do fluxo

metabolico através do ciclo de Krebs e estao sujeitas a controle alostérico, envolvendo NADH como inibidore Ca*

e ADP como ativadores.



Piruvato
CoASH + NAD-+
K’» CO:z + NADH

Acetil-CoA

H:O
» CoASH

Oxaloacetatg Clitrato

NADH + 1.«
NAD+ » 0
1-Malato cis-Aconitato

H=0
H:O

Fumarato
FADH:

Ciclo de Krebs Isocitrato

NAD-

FAD
. » NADH + H-+
Succinato
GTP « Oxalosuccinato
» COn

GDP + P

Succinil-CoA a-Cetoglutarato

NADH NAD+
+He

Exercicios do Médulo 13

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

c) a sua localizagao celular
2) Como é a equacao quimica, estequiometricamente equilibrada, que representa a oxidagao de acetil-CoA no ciclo
de Krebs? Como se pode medir o rendimento do ciclo de Krebs em termos de coenzimas reduzidas (poder

redutor) e ATP (“ligacdes de fosfato de alta energia”).

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

4) Equacione a descarboxilacdo oxidativa de a-cetoglutarato a succinato, respeitando a estequiometria da reacéo.

Mostre as etapas que compdem esta reagcdo com as respectivas enzimas e coenzimas.

5) Quais sao as enzimas do ciclo de Krebs sujeitas a regulagdo? Explique como cada uma delas é regulada.

6) Explique por que o piruvato € estequiometricamente convertido a CO2 na respiragdo de fatias de musculo
mantidas em solucao fisioldgica, enquanto oxalacetato e citrato tém efeito catalitico neste mesmo processo.



Mostre porque a respiracao pode ser sustentada pelo consumo estequiométrico de citrato, mas nao de acetato,

quando o ciclo de Krebs ¢ inibido por malonato.

7) Dispondo das enzimas necessarias, a adicdo de que compostos fard aumentar a concentracdo de oxaloacetato

em um sistema “in vitro” que contém mitocéndrias: acetil-CoA, piruvato, glutamato, citrato ou acidos graxos?

8) Uma suspenséo de mitocondrias, suplementada com acetil-CoA marcada com C', produz CO2 marcado apenas
quando suprida de oxigénio. Em condi¢des anaerdbias, a adicdo de azul de metileno restaura a producéo de
CO2 marcado, observando-se também a descoloracao do corante (azul de metileno reduzido € incolor). Explique

estes dados.

MODULO 14: CADEIA RESPIRATORIA E FOSFORILACAO OXIDATIVA

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

2. A cadeia respiratéria contém 4 complexos, 1,11, 11l e IV, ordenados por ordem crescente de potencial redox, indo
do potencial padrao de NAD*/NADH (E%=-0,315V) ao do O2/H,0 (E”= +0,815V). Os elétrons sao transferidos do
complexo | ou Il para o complexo lll pela coenzima Q (ou ubiquinona), e do complexo Ill para o complexolV
pelo citocromo C para chegar ao O,. NADH e FADH, , cedem elétrons, respectivamente, aos complexos | e
Il. A transferéncia exergdnica de elétrons do nivel redox de NADH para o de O, (AE”= 1,130V) envolve uma
diferencga de energia livre liberada (AG®= -218kJ/mol) que é em parte retida pelo transporte de H* do lado interno
para o externo da membrana, criando o gradiente eletroquimico de prétons que permitira “empurrar” 0 processo
endergonico de fosforilagdo de ADP por Pi para gerar ATP, através da bomba de prétons que constitui a ATP
sintase (também conhecida com FiFo- ATPase).

3. A ATP sintase é distinta e fisicamente separada da cadeia de transporte de elétrons. A transferéncia de 2e de
NADH até O, envolve um AG?= -218kJ/mol, que gera um incremento no gradiente de proétons suficiente para
mover a ATP sintase, permitindo a produgao de 3 moles de ATP (AG®= +30,5kJ/mol). Nestas condicdes, a ATP
sintase trabalha com uma eficiéncia termodinamica igual a 42%. E, no entanto, necessario destacar que quando
0s 2e saem do nivel redox de FADH, formam-se apenas 2ATP. Naturalmente, para uma melhor medida da real
eficiéncia termodindmica da fosforilagdo oxidativa seria preciso estimar o AG da transferéncia de elétrons em vez
do AGY.

4. A grande quantidade de energia livre que seria dissipada na oxidagdo completa da glicose a CO; e H>O [C¢H1206
+6 02> 6 CO,+ 6 H,O; AG”=-2823 kJ/mol] é aproveitada para producdo de ATP, gracas quase exclusivamente
ao processo de fosforilacdo oxidativa, rendendo 38 ATP por mol de glicose (incluindo neste total 2ATP da glicélise
e 2 do ciclo de Krebs).



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

- Rotenona e amital inibem a reducédo dos complexos | e Il por NADH.

- Antimicina A inibe o transporte de elétrons no complexo Il

- Cianeto inibe o transporte no complexo V.

- DNP é desacoplador, pois promove o “vazamento“ de H + ,levando a dissipacdo do gradiente de protons e
continuo transporte de elétrons, desacoplado da sintese de ATP.

6. A sintese de ATP a partir de ADP e P; na mitocondria, que é catalisada pela ATP sintase, é dirigida pelo processo
de transporte de elétrons. Mas como a ATP sintase é fisicamente separada das proteinas do transporte de
elétrons, a energia livre liberada no transporte de elétrons deve ser conservada em uma forma que possa ser
utilizada pela ATP sintase. A energia livre do transporte de elétrons é conservada pelo bombeamento de H* da
matriz mitocondrial para o espaco intermembranar, criando um gradiente de H*. A volta dos prétons ao interior da
mitocdndria é termodinamicamente favoravel. A membrana interna da mitocéndria € impermeavel a prétons em
toda sua extensao, exceto na ATP sintase; e é entdo por este canal que os prétons atravessam a membrana,de
volta & matriz mitocondrial. A variacdo de energia livre associada ao transporte de um proton através da
membrana interna da mitocondria pode ser determinada através de medidas da diferenca de pH e do potencial
de membrana estabelecidos em mitocéndrias consumindo oxigénio.

Exercicios do Modulo 14

1) Definir potencial de 6xido-reducéo (E), potencial de oxido-redugédo padrao (E°) e potencial de 6xido-reducao

padrao bioquimico (E°’).

2) Entre os transportadores universais de elétrons da cadeia respiratoria estdo NAD* e os nucleotideos de flavina
(FAD e FMN), quais sao as diferengas entre estes transportadores de elétrons quanto a potencial redox e forma

de interacdao com as enzimas com as quais atuam?

3) Classifique os seguintes inibidores quanto a seus mecanismos de a¢cao na cadeia respiratéria: a) rotenona; b)

antimicina A; c) oligomicina e d) DNP (2,4-dinitrofenol).

4) Descreva o mecanismo de agao do DNP (2,4-dinitrofenol), mostrando porque o mecanismo de ag¢ao deste inibidor

€ uma demonstragao experimental importante da hipétese quimo osmética da fosforilagdo oxidativa.

5) Porque F1 e Fo sdo ambos necessarios para a sintese de ATP?

6) Em mitocOndrias isoladas, o transporte de elétrons ndo ocorre na auséncia de ADP e Pi, mesmo que haja
abundancia de succinato para fornecer elétrons. Como se explica que mitocdndrias nessas condigdes passam

a transportar elétrons e consumir oxigénio se forem tratadas com DNP?

7) A relagao entre energia livre padrao de uma reagéao e o potencial redox é:



AG® = -nFAEgonde n € o nimero de elétrons transferidos
F é a constante de Faraday (F = 23.60 cal V")
AE,' é o, diferenca de potencial padrao da dupla redox.

A uma solucdo 1 M de NAD*, NADH, Piruvato e Lactato, adicionou-se lactato desidrogenase:
Lactato + NAD*<>Piruvato + NADH + H*

Eo.' (NAD*/NADH) =-0,32 V
Eo' (Piruvato/Lactato) =-0,19V

a) Em que sentido a reacao ocorrera?

b) A medida que a reacéo ocorre, como variam esses potenciais redox?

9) Na hipotese do acoplamento quimo osmético, a energia que comecga na forma de potencial quimico de
reducdo/oxidacdo, é convertida na forma de potencial préton-motriz e finalmente é convertida na forma de
potencial quimico de ATP. Qual é a diferenca entre o potencial quimico (G) e o potencial elétrico ( L) de um

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

MODULO 15: SINTESE E DEGRADACAO DE ACIDOS GRAXOS

1. Lipides ou lipideos sdo substancias bioldgicas sollveis em solventes organicos, como cloroférmio e
metanol e, praticamente, insoluveis em agua. Os lipides compreendem: a) acidos graxos, em geral na
forma de triacilglicerois; b) glicerofosfolipides; c) esfingolipides; d) colesterol e derivados. Este médulo se
restringe a acidos graxos e triacilglicerois.

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

3. As propriedades fisicas dos acidos graxos dependem do grau de insaturagdo da cadeia hidrocarbonada.
As moléculas dos acidos graxos saturados sdo muito flexiveis, facilitando a atracdo e coeséo entre si.
Duplas ligacdes entre C impde rigidez a cadeia, tornando-a menos flexivel e limitando a coesividade entre
as moléculas do acido graxo. Em consequiéncia disso, a temperatura de fusdo (transicdo de fase
sélido/liquido) diminui com o grau de insaturacao dos acidos graxos.

4. Os triacilglicerideos desempenham um papel de reserva de energia metabdlica. Algumas de suas
propriedades fisico-quimicas sao ideais para essa fungdo: a) elevado grau de reducdo de seus C,
maximizando a quantidade de energia livre liberada na oxidagcdo e b) alta hidrofobicidade, permitindo
estocagem livre de agua (estoques anidros). Nao é por acaso que ostriglicerideos compde cerca de 90%
da reserva de energia metabdlica e também da dieta lipidicados humanos.

5. Areserva de triacilglicerideos do tecido adiposo é mobilizada através da hidrdlise a glicerol e acidos graxos
livres, catalisada por lipase especifica. Os acidos graxos livres sao carregados pela corrente sanguinea



9.

na forma de complexos com albumina, que representa 50% da proteina do plasma. Acidos graxos livres

sao muito insoluveis, a ~“1microM formam micelas, que sao altamente téxicas.

Muitas fungbes celulares que envolvem reagdes endergdnicas sdo efetuadas gracas a hidrélise exergbnica de
ATP. Outras reagdes endergbnicas, como a sintese de acidos graxos e colesterol e a fotossintese, requerem
NADPH, que tem um grande poder redutor.

Os acidos graxos séo sintetizados no citosol por via anabdlica propria que adiciona sequencialmente unidades
de 2 C a cadeia em crescimento. Esta via é alimentada por acetilCoA, mas s6 a primeira unidade de 2 C entra
como acetilCoA, as subseqtientes sao na forma de malonilCoA. Portanto, o acetilCoA precisa ser previamente
ativado a malonilCoA, por carboxilacdo e consumo de 1 ATP, para permitir a reacao de condensacéo, levando
ao crescimento da cadeia do acido graxo de uma unidade de 2 C, por ciclo de sintese. A ativacédo de acetilCoA
€ catalisada pela acetilCoA-carboxilase, uma enzima sujeita a controle complexo, envolvendo regulacao
alostérica e ativagao / desativacao por modificagdo covalente (fosforilagao / desfosforilacéo).

O primeiro passo no processo de sintese de acido graxo ocorre com a sintese de malonil-CoA a partir de acetil-
CoA (2C). Isso ocorre através da carboxilacdo da biotina (vitamina B7) pelo bicarbonato e conseguinte
descarboxilacéo da biotina que doa um carbono ao acetil CoA que

$-CoA . 5. CoA

formara o malonil-CoA (3C).
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O malonil-CoA se ligara a um sitio da acido graxo sintase e o grupo acetil se ligara ao outro sitio, neste

momento ocorrerd a condensacao destes dois compostos com a liberagdo de uma molécula de CO2. Ocorrera a

reducdo do composto condensado realizada pelo NADPH com adi¢cdo de 2H*. Seguida a essa redugao ocorrera

uma desidratacdo com saida de uma molécula de H>O. Ocorrera uma nova redugao realizada pelo NADPH com

nova adicao de 2H".

10. Novos grupamentos malonil-CoA serdo adicionados realizando as 4 etapas : condensacgdo, reducao,

desidratacdo e redugao, criando um acido graxo, adicionando cada vez 2 carbonos. Toda vez que ocorrer uma

condensacéao havera liberagdo de um CO2. O acido graxo com 16 carbonos (palmitato) pode dar origem a outros

acidos graxos através de processos que envolvem dessaturacdo e alongamento.



11. A sintese de palmitato (16 C) é altamente endergdnica, obedecendo a seguinte estequiometria:

AcetilCoA + 7 malonilCoA + 14 NADPH + 7H" - palmitato + 7 CO.+ 14 NADP*+ 8 CoA + 6H,0

12. A elongacao da cadeia além de 16 C e a inser¢cao de duplas ligacdes é feita por outros sistemas enzimaticos
especializados, que se localizam na membrana do reticulo endoplasmatico. Mas, mamiferos ndo possuem enzimas
para introduzir duplas ligagcdes em cadeias de acidos graxos acima do C9. Por isso, linoleato (18:2) e linolenato
(18:3), sao acidos graxos essenciais que precisam ser adquiridos pela dieta.

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

14. A via catabdlica de degradacdo de acidos graxos para producédo de ATP ocorre na matriz mitocondrial e se
chama beta-oxidacdo. Esta via leva a clivagem sequencial da cadeia do acido graxo em pares de C, liberando a
cada ciclo: 1 acetilCoA, 1 NADH e 1 FADH2 (ver reagdes abaixo), que alimentarao, respectivamente, o ciclo de
Krebs e a cadeia respiratoria. Mas, a beta- oxidacao exige previamente uma ativacao inicial que consome 1 ATP e
libera o acido graxo na forma de acilCoA. Esta etapa preliminar de ativagdo se da associada a membrana externa
da mitocbéndria e, a transferéncia da acilCoa para dentro da mitoCdéndria, € mediada pela carnitina.

15. A oxidagdo completa de uma molécula de palmitato (16 C) a CO2 e H20, através da beta- oxidacao, ciclo de
Krebs e cadeia respiratéria, rende 129 ATP. E importante destacar que este rendimento, medido em ATP/mol-
oxidado, é muito superior ao da oxidagcao completa de agucares e proteinas, pois a oxidacao de um acido graxo leva
a liberacao de 37,6 kJ/g de energia livre, enquanto oxidacao de agucares ou proteinas libera apenas 16,7 kJ/g.

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

Reacdes de um ciclo de beta-oxidagéo:
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Exercicios do Modulo 15

1

2)

3)

4)

5)

6)

7

a)
b)

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

ponto de fusao.

Mostre como os acidos graxos sao ativados antes de serem degradados. Em que compartimento

celular isso ocorre?

Aonde e sob que forma sao estocados os acidos graxos? Como os acidos graxos da reserva

metabdlica sdo mobilizados para serem oxidados na matriz mitocondrial?

Explique os passos da B-oxidacdo dos acidos graxos, partindo de uma molécula de palmitato.

Calcule o rendimento energético da oxidagdao completa de palmitato a CO, e H,O.

Na p-oxidagéo, a cadeia de acidos graxos € degradada aos pares de carbono. Na sintese de acidos
graxos, a cadeia cresce também aos pares de carbono. No entanto, o precursor na elongacao da

cadeia, durante a sintese, € malonil-CoA e nao acetil-CoA. Explique porqué.

Equacione as etapas que compdem o conjunto de reagdes que permitem adicionar acetil-CoA a
cadeia de acido graxo crescente durante a sintese de palmitato. Mostre que etapa torna o processo

favorecido termodinamicamente.
Compare a -oxidacao e a biossintese de palmitato, mostrando diferencas e semelhangas em:
carregadores de grupos acila;

reagdes de 6xido-reducao;

coenzimas de 6xido-reducao;



d) gasto ou producao de energia em termos de equivalentes de ATP e de coenzimas redutoras.

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

MODULO 16: METABOLISMO DO GLICOGENIO

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

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

O ¢licogénio € um polimero de a-D-glico-piranose altamente ramificado. Na cadeia os monbémeros sao
interligados por ligacdes glicosidicas a (1->4); nos pontos de ramificacao a ligagdo também é glicosidica, mas a
(1-6).

A glicose, na forma de glicose-1-P, € liberada da reserva de glicogénio pela fosfordlise da ligacdo a (1->4) da
extremidade n&o redutora do polimero. Esta reacdo é catalisada pela glicogénio fosforilase.

A glicogénio fosforilase degrada até restarem 4 residuos antes de uma ramificacdo até que a enzima
desramificadora transfere 3 dos 4 residuos para outra extremidade da cadeia de glicogénio formando uma nova

ligacdo a (1->4). O residuo restante esta ligado a cadeia pela ligagao a (1->6) que é hidrolisada pela enzima

desramificadora através de sua atividade a (1-6) glicosidase.

Glicose-1-fosfato é convertida a glicose-6-fosfato pela fosfoglicomutase, esta pode ser liberada pela circulacdo
no figado pela acao da glicose-6-fosfatase ou degradada pelo musculo.

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

Gli 6-P é Gli 1-P

Gli 1-P + UTP - UDP-Gli + PP, (1-fosfato uridil transferase)

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

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

PP + H20 - 2 P, (pirofosfatase)
UDP + ATP > UTP + ATP (nucleosideo difosfato quinase)



8. A glicogénio fosforilase e glicogénio sintase formam um ciclo que, respectivamente, libera e deposita glicose-1-

10.

11.

12.

P no estoque de glicogénio:

UT<+ H,O 2P,
%G

Glicose-1P
Glicogénion
Fosforilase Sintasel
Pi Glicogénion-+ UDP

E facil notar que se estas enzimas funcionarem concomitantemente o ciclo sera FUTIL, cujo Unico resultado
liquido sera dissipacao de energia através da reacao:

UTP + H,O > UDP + P;
Conclui-se que, necessariamente, no hepatdécito estas enzimas sao coordenadamente reguladas, isto €, quando
a fosforilase é ativada para mobilizar glicose-1-P, a sintase é desativada, e vice-versa, conforme a necessidade
celular.
Ambas fosforilase e sintase sao reguladas por fosforilacdo (modificacdao covalente) em residuos especificos de
serina, reacdes catalisadas pela mesma proteina-quinase que possui dupla especificidade, sendo por isso
chamada de sintase-fosforilase quinase. A fosforilase e a sintase sdo espécies fosforiladas, portanto a
fosforilagdo, catalisada pela sintase-fosforilase quinase, causa ativacao da fosforilase e inativacao da sintase.
A fosforilase a e a sintase | (formas ativas), por um lado, e a fosforilase b e a sintase D (formas n&o ativas), por
outro, sdo, respectivamente interconversiveis. Para tanto é necessario que fosforilase a e a sintase | sejam
desfosforiladas, através de uma reagdo que requer catalise. A principal enzima, catalisadora comum destas
desfosforilagdes, é a fosfoproteina fosfatase 1.
A integracdo metabdlica requerida pelo bom funcionamento do organismo faz com que as interconversoes
coordenadas da fosforilase e sintase do glicogénio no figado, por fosforilacdo, sejam controladas
extracelularmente por hormdnios especificos, principalmente: adrenalina, glucagon e insulina.
As formas inativas fosforilase b e sintase D s&o intracelularmente estimuladas por fatores alostéricos positivos,
por razbes de economia interna do metabolismo celular, independentemente de controle hormonal. Sao

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

Exercicios do Médulo 16

1) A ativacao de glicose-1-fosfato (G1-P), requer a clivagem de uma ligagao de alta energia, liberando PP..

Considere os passos de ativacdo de G1-P e a reacao de regeneracado de UTP e analise o gasto de energia
necessario para a sintese de glicogénio. Compare o gasto de energia para a adi¢cao de um residuo de glicose ao

glicogénio, com a obtencao de energia a partir da liberagao de glicose na degradacao do glicogénio.

2) Qual a finalidade das reservas de glicogénio do figado e musculo? Qual a principal diferenga bioquimica entre

esses tecidos?



3) Equacione as etapas de mobilizagdo da glicose a partir do glicogénio no figado e no musculo. Mostre:

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

b) no musculo (desde a fosfordlise até o aproveitamento na glicolise).

4) Qual a fungdo da hidrolise de PP; no controle da sintese de glicogénio?

5) Esquematize as etapas de degradacdo total do glicogénio, indicando as enzimas envolvidas, reagentes e

produtos da reacéo.

6) Mostre como sdo coordenadas sintese e degradacdo do glicogénio. Restrinja-se a ativagdo e inativacdo da
fosforilase e da sintase, explicando a natureza do processo e as enzimas envolvidas (ndo considere o controle

hormonal).

MODULO 17: DEGRADACAO DE AMINOACIDOS E CICLO DA UREIA

1. Em animais, o N do grupo amino dos aminoacidos sao eficientemente obtidos a partir de NH4* pelas reacdes
catalisadas pelas enzimas desidrogenase glutdmica e glutamina sintetase, fornecendo, respectivamente,
glutamato e glutamina.

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

3. H43, no entanto, aminoacidos que ndo podem ser sintetizados por animais devido a falta do precursor que fornece
o esqueleto de C. Estes sao ditos aminoacidos essenciais e tém que ser obtidos na dieta. Por exemplo, humanos
tém que conseguir da dieta 9 aminoacidos essenciais.

4. Triglicerideos e glicogénio sdo compostos de reserva, mobilizados quando ha necessidade de energia. Em
animais, nao existem espécies de proteina com fungcdes de reserva energética, mas no jejum prolongado
proteinas sao hidrolisadas para liberar aminoacidos que seréo catabolizados para producao de energia. O figado
€ o0 centro de catabolizagdo de aminoacidos.

5. O catabolismo de aminoacidos envolve a eliminagdo de N na forma de NH4* e a transformacgao dos esqueletos
de C em intermediarios da glicélise e do ciclo de Krebs.

6. Duas reacgdes principais permitem a eliminagdo do grupo amino. Diversos aminoacidos podem transferir o grupo

amino para o alfa-cetoglutarato numa reacgao catalisada por transaminases:

aspartato + alfa-cetoglutarato -> oxalacetato + glutamato



Por outro lado, glutamina e glutamato podem ser desaminados em reagdes catalisadas pela glutaminase e
desidrogenase glutadmica, respectivamente:

glutamina + H20 - glutamato + NH4*
glutamato + NAD* (ou NADP*) + H.O - NH4" + alfa-cetoglutarato + NADH (ou NADPH) + H*

O cation aménio é toxico, sendo utilizado para a sintese de glutamina ou convertido em uréia no ciclo

correspondente, para fins de excregao.

7. Aminoacidos como alanina, aspartato e glutamato sdo ditos glicogénicos porque podem ser convertidos em,
respectivamente, piruvato, oxalacetato e alfa-cetoglutarato, que, por sua vez, podem ser transformados em
fosfoenolpiruvato para sintese de glicose. Ja os aminoacidos leucina e lisina sdo chamados cetogénicos por
produzirem exclusivamente acetilCoA como produto de degradacao, portanto servindo a sintese de corpos
cetbnicos, mas nao de glicose.
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Exercicios do Moédulo 17
1) Como € a reagao de transaminacgao e qual a sua importancia para o metabolismo de aminoacidos?

2) A aménia pode ser téxica para a mitocéndria hepatica? Como se explica bioquimicamente esta toxicidade? Que

reacoes e respectivas enzimas protegem a mitocondria da toxidez de amobnia?



3) Uma das duas principais reagées de entrada de NH3 no metabolismo € a reag&o catalisada pela glutamina
sintetase. Mostre a equacgao dessa reacao. Qual a importéancia da glutamina para o metabolismo? Dé exemplos.

4) O que sdo aminoacidos glicogénicos e cetogénicos? Dé exemplos e explique mostrando as reagdes relevantes

do metabolismo.

5) Humanos sintetizam parte dos aminoacidos que precisam, o restante € obtido da dieta e por isso, chamados
essenciais. Mostre, com as reacgdes pertinentes, porque e como alguns aminoacidos sao sintetizados por

humanos e qual a limitacdo que impede a sintese dos essenciais.
6) Animais em geral ndo possuem reservas na forma de proteinas ou qualquer outra macromolécula nitrogenada.

Quais as consequéncias desse fato para o balanco de nitrogénio nesses organismos em condi¢coes de

alimentagdo abundante e de jejum acentuado?

MODULO 18: VIA DAS PENTOSES

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

2. A via das pentoses também catalisa a interconversdo de agucares de 3, 4, 5, 6 e 7 carbonos, em uma série de
reacdes ndo oxidativas que ocorrem no citosol.

3. As reacobes da via das pentoses sdo as seguintes:
- glicose-6-fosfato é desidrogenado e convertido a ribulose-5-fosfato, em trés reacgoes, produzindo 2 NADPH +
H+.
- ribulose-5-fosfato € isomerizada a ribose-5-fosfato.

Nestas reacdes, 2 NADPH + H* e uma ribose-5-fosfato sao gerados para cada glicose-6-fosfato oxidada.
- ribose-5-fosfato é convertida a gliceraldeido-3-fosfato e frutose-6-fosfato pela transcetolase e transaldolase.

A transcetolase catalisa a transferéncia de unidades de C2 de uma cetose para uma aldose. A transaldolase
transfere unidades de C3 de uma aldose para uma cetose.

As reacdes de transcetolase e transaldolase criam uma ligagcao reversivel entre a via das pentoses e a via
glicolitica. O resultado dessas reagdes € a formacgao de 2 hexoses e 1 triose a partir de 3 pentoses:
Cs+Cs — C3+C7 Transcetolase
C7+C3 — C4+Cs Transaldolase
Cs+Cs — C3+Cs Transcetolase
4. O excesso de ribose-5-fosfato formado pelas vias das pentoses pode ser completamente convertido em
intermediarios da via glicolitica.

5. A primeira reagao da via das pentoses, a desidrogenagao da glicose-6-fosfato, é praticamente irreversivel. E é
essa a reagcao em que a via das pentoses € controlada. O fator regulatério mais importante € o nivel de NADP*,
o receptor de elétrons na oxidacao da glicose-6-fosfato a 6-fosfogluconolactona. Além disso, NADPH compete



com NADP* pela ligacao a enzima. A parte ndo oxidativa da via das pentoses é controlada principalmente pela
disponibilidade de substratos.
6. A via percorrida pela glicose-6-fosfato depende da necessidade celular de NADPH + H*, ribose-5-fosfato e ATP:
- Quando muito mais ribose-5-fosfato € requerida que NADPH + H*, a maior parte de glicose-6-fosfato &
convertida a frutose-6-fostato e gliceraldeido-3-fosfato pela via glicolitica, a transaldolase e a transcetolase
convertem esses em ribose-3-fosfato.
- Quando a necessidade de NADPH + H* e ribose-5-fosfato estdo balanceadas, a reacdo predominante éa
formacao de 2 NADPH e uma ribose-5-fosfato de glicose-6-fosfato pela fase oxidativa da via das pentoses.
- Quando muito mais NADPH + H* é requerido que ribose-5-fosfato, a glicose-6-fosfato € completamente

oxidada a COg, ou convertida a piruvato.

Exercicios do Modulo 18

1) Mostre a parte oxidativa do ciclo das pentoses com as equacdes das reagdes envolvidas, indicando os agentes

oxidantes e a origem do carbono presente no CO; liberado.

2) Compare NADH e NADPH, indicando suas fun¢des no metabolismo de carboidratos. Explique porque a via da

pentose-fosfato € muito mais ativa no tecido adiposo que no musculo.
3) Quando ha necessidade de NADPH, o ciclo das pentoses pode funcionar dando um resultado liquido que equivale
a oxidacdo total de glicose a CO.. Explique este processo através das respectivas reacoes

estequiometricamente equilibradas.

4) Ribose 5-fosfato pode ser obtida para a sintese de nucleotideos através da via das pentoses, com ou sem

oxidacgao da glicose. Mostre como isso é possivel com as respectivas equacdes quimicas.

4.) Explique como a via da pentose-fosfato € controlada, tendo em vista que grande parte das reac¢des dessa via €

reversivel.

6) Compare as reacoes catalisadas por transaldolases e transcetolases, indicando reagentes, produtos e a natureza

das reacoes.

MODULO 19: INTEGRACAO DO METABOLISMO

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

2. Pode se controlar a sintese ou degradagao enzimatica; também se pode modular a atividade enzimatica através

de mudangas conformacionais da propria enzima provocada através da ligagdo de compostos ou grupos na



cadeia peptidica: regulacdo alostérica e regulacdo por modificagcdo covalente. A concentracdo enzimatica
também pode variar conforme a oferta do substrato; alteracdo mediada através de hormonios.

Hormdnios sdo sinais quimicos que permitem a comunicacdo entre células. Sdo sintetizados em células
glandulares para atingir células alvo através da circulagdo sanguinea. As células alvo respondem a horménios
especificos por possuirem os respectivos receptores hormonais. A ligacdo do hormdnio ao receptor segue uma
reacao de equilibrio semelhante a interagdo enzima-substrato: H + R - [RH]: a constante de dissociagdo de RH
(Kp), correspondente a reagao inversa & muito baixa - (102 a 10° M) - devido a alta afinidade entre hormonioe
receptor.

Uma parte importante dos receptores hormonais sdo proteinas integrais de membrana, muitas das quais tem,
atualmente, sua estrutura primaria conhecida e sua estrutura tridimensional modelada, em consequéncia da
clonagem e sequenciamento dos seus respectivos genes. Por exemplo, o receptor B-adrenérgico do hormdnio
adrenalina, encontrado em hepatécito e outros tipos celulares, possui um peso molecular de 64 kD,
compreendendo uma unica cadeia peptidica que, de maneira serpentiforme, atravessa a membrana 7 vezes,
deixando do lado extracelular, a extremidade N-terminal e 3 alcas, e do lado intracelular, outras 3 algcas mais a
extremidade C-terminal. A porcao extracelular do receptor contém o sitio de ligagdo da adrenalina, enquanto a
porcao intracelular se associa a um trimero de proteinas conhecidas como proteina-G, por ter um sitio especifico
para ligacao do nucleotideo GTP. Sao hoje conhecidos mais de 1000 receptores, de multiplos horménios, com
esta estrutura basica formando a superfamilia chamada dos receptores associados a proteina-

G. A funcao deste receptor é transduzir o sinal “adrenalina” de fora para dentro da célula, processo que é
mediado pelas proteinas-G. Ha também receptores presentes no citoplasma nuclear e citoplasmatico e neste
caso, o hormbnio precisa ter alta solubilidade a lipideos, atravessando a membrana plasmatica como os
horménios esterdides para encontrar o seu receptor dentro da célula.

Os horménios estdo envolvidos no metabolismo em dois niveis: indugao ou repressao génica de determinadas
enzimas ou através da modificagdo covalente: A fosforilagcdo € mediada pelas proteinas quinases que
transferem o grupo fosfato do ATP para residuos especificos de serina, treonina e tirosina, formando uma ligacao
éster fosférico ou a retirada do grupo fosfato é catalisada pela acao de fosfoproteinas fosfatases atravésda
hidrélise.

A ligacao de adrenalina ao receptor B-adrenérgico acoplado a proteina G ativa a enzima adenilato ciclase através
da ativacao da subunidade & (por ligagado de GTP), presente na face interna da membrana citoplasmatica, qual
ativa a adenilato ciclase, catalisando a formagao de cAMP a partir de ATP e desencadeandoa transducgao de sinal.
A descoberta de cAMP, por Sutherland e colaboradores ha cerca de 40 anos, levou a criagédo do conceito do
segundo mensageiro da acao hormonal, sendo cAMP o primeiro a ser descrito, e permitiudar inicio a progressiva
compreensdo dos mecanismos de acdo do receptor de adrenalina. Devemos lembrar que os primeiros
mensageiros quimicos extracelulares sao os horménios. CAMP tem efeito transiente e € hidrolisada pela agao
da fosfodiesterase. Na célula, o balancgo entre as reagdes de sintese (a) e degradacéao (b)regula a concentragao
intracelular do cAMP.

a) ATP + H,O > cAMP + 2 P;; catalisada pela adenilato ciclase

b) cAMP + H,O - AMP; catalisada pela fosfodiesterase.



7.

10.

11

12.

A base da acdo metabdlica do cAMP ¢é a ativacao alostérica de uma quinase cujos substratos sao proteinas,
sendo conhecida como proteina quinase dependente de cAMP, ou simplesmente PKA (Protein Kinase
dependent on cAMP). A PKA, uma vez ativada, catalisa a fosforilag&do ativadora (modificagdo covalente) de uma
cascata de proteinas quinases que terminam na fosforilagdo da fosforilase a e da sintase do glicogénio,
causando, respectivamente, a ativacdo e a inativacdo dessas enzimas. O resultado final dessa sequéncia de
ativacdes enzimaticas, com alternancia de regulacao alostérica e modificacdo covalente, é a fosfordlise do
glicogénio liberando glicose-1P, comandada por sinais hormonais extracelulares.

Os efeitos de ativacdo ou ndo da via dependem do receptor ativado, no caso dos receptores a-adrenérgicos,

os efeitos de a-1 sdo mediados atraves dos ions calcio e e a ativagido de a-2 leva a inibicdo da via de adenilato
ciclase. Ha casos em que a proteina G é do tipo Gs, sendo ativadora de adenilato ciclase e do tipo Grinibindo a
adenilato ciclase. Algumas toxinas podem ativar ou bloquear a via de transducéao de sinal: toxina da coélera e a
toxina da coqueluche.

Dois hormdnios s&do os principais responsaveis pelo equilibrio da concentracdo da glicose circulante: glucagon
e insulina.

O glucagon € um horménio que tem efeitos equivalentes aos da adrenalina no controle do metabolismo do
glicogénio: possui um receptor da familia dos receptores acoplados a proteina-G e ativa a cascata que se inicia
com cAMP/PKA. Este é liberado em condicbes de hipoglicemia ativando processos degradativos para
manutengdo da glicemia sanguinea. A PKA (proteina quinase ativada por cAMP) fosforila a fosforilase quinase
tornando-a ativa. A fosforilase quinase fosforila agora glicogénio fosforilase. A glicogénio fosforilase ativada
(quando fosforilada, glicogénio fosforilase b - a) catalisa a hidrélise de residuos de glicose do glicogénio
liberando grupos de glicose-1-fosfato. No mesmo tempo, a fosforilase quinase, ativada pela cascata do receptor
de glucagon-proteina-G, cAMP/PKA, fosforila a glicogénio sintase, a qual se torna inativa quando fosforilada

(sintase | - sintase D).

. A insulina tem efeito oposto, promove a absorgado de glicose pelo figado e musculos e usa deposi¢cao nas

reservas de glicogénio. Mas é importante notar que a insulina tem mecanismos de agao totalmente diferentes da
adrenalina e do glucagon. Os receptores de insulina ndo pertencem a familia dos receptores acoplados a
proteina-G e nao tém acao sobre a adenilato ciclase. Seus receptores sdo do grupo de receptores cujo dominio
intracelular apresenta atividade intrinseca de proteina-quinase de tirosina. A insulina estimula fosfoproteinas
fosfatases. Para reverter a acdo do glucagon, a insulina promove a ativacao da fosfoproteina fosfatase que
catalisa a desfosforilagdo da glicogénio fosforilase e da glicogénio sintase, levando a inativagao da primeira
(fosforilase a - b) e ativagdo da segunda (sintase D - sintase |). Desta forma o fluxo glicose->glicogénio é
favorecido. O transporte da glicose no interior das células com a atuagao da insulina € um processo passivo
mediado por uma familia de permeases denominadas GLUT (glucose transporter).

Respostas celulares rapidas desencadeadas por hormonios s6 podem ser obtidas através da ativagao, ou da
inibicdo, de enzimas pré-existentes. Hormonios esteroides (por exemplo cortisol) quando secretados difundem-
se pela membrana citoplasmatica e ligam-se ao seus receptores intracelulares os quais, quando ativados,
promovem no nucleo a regulagdo do metabolismo pela inducdo da transcricdo de genes que codificam enzimas

especificas, levando a sintese de novo das proteinas correspondentes, fendbmeno conhecido como indugao



enzimatica. Mas o mecanismo de indu¢do enzimatica desencadeado por hormdnios resulta necessariamente
numa resposta celular lenta, uma vez que os RNAs mensageiros (mMRNAs) precisam ser transcritos,
processados, transportados para o citoplasma e finalmente traduzidos para produzir as proteinas enzimaticas
exigidas.

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

14. Regulacao da glicolise e gliconeogénese. A glicolise € uma das vias metabdlicas principais para o fornecimento
de energia. No figado, encontra-se também a gliconeogénese, a qual é, de forma geral, uma via antagénica da
glicolise. A regulacdo das duas vias é feita de forma reciproca, isto €, quando uma delas esta ativa, a outra esta
inibida. Ha trés vias sob controle metabolico: as conversdes reversiveis de: (i) glicose para glicose -6-fosfato
(hexoquinase e glicose-6-fosfatase); (ii) frutose-6-fosfato e frutose-1,6-bisfosfato (fosfofrutoquinase e frutose-
1,6-bisfosfatase; e (iii) fosfoenolpiruvato e piruvato (piruvato quinase e fosfoenolpiruvato carboxiquinase,
piruvato carboxilase). A fosfofrutoquinase é o principal ponto de regulacao da glicélise. AMP e frutose-2,6-
bisfosfato agem como efetuadores alostéricos positivos. A formacao de frutose-2,6-bisfosfato esta sob controle
hormonal. Em condi¢des de hipoglicemia, o glucagon estimula a produ¢do de cAMP no figado. Isso ativa a PKA
a fosforilar e inativar a fosfofrutoquinase e ativar a frutose-bisfosfatase-2, diminuindo a concentracao de frutose-
2,6-bisfosfatase. Como resultado, o equilibrio entre as reacoes de fosfofrutoquinase é alterado, em favor da
sintese de frutose-6-fosfato, aumentado o fluxo gliconeogénico e a sintese de glicose-6-fosfato. Ao contrario, em
condig¢des de hiperglicemia, as concentragées de cAMP diminuiram, e o consequente aumento de frutose- 2,6-
bisfosfato ativa a fosfofrutoquinase e promove a glicélise.

15. Toda e qualquer comunicacao dentro do nosso organismo deve ocorrer através do sistema nervoso ou sistema
enddcrino. Ao sistema endocrino pertencem todas as glandulas que secretam hormoénio.

16. Horménios

17. Definicdo: Toda substancia quimica (mensageiro) produzida em um tecido especifico (glandula) onde ele é
secretado para agir em uma célula alvo.

18. Caracteristicas:

-Coordenacao do metabolismo nos 6rgaos separados dos mamiferos € alcangada por uma sinalizagao hormonal e

neuronal (células enddcrinas secretam horménios e neurdnios secretam neurotransmissores);

-Meia vida curta;

-Baixas concentracdes no sangue;

-Produzem respostas fisioldgicas e bioquimicas

-Possuem acao lenta (expressao génica) e acao rapida (a¢do na atividade de uma ou mais enzima -mecanismo

alostérico (retroalimentagao) ou modificagdo covalente.

19. Exemplos de horménios peptidicos ou protéicos = glucagon e insulina

20. Esses hormdnios agem especialmente no figado, musculo e tecido adiposo para manter o nivel da glicose

sanguinea ajustado.

21. INSULINA



A insulina avisa os tecidos: figado, musculo e adiposo que a concentragao de glicose sanguinea é maior que a
necessaria, isto resulta na captacao do excesso de glicose presente no sangue pelas células e sua conversao
em composto de armazenamento: glicogénio e triaciglicerois (TAGS).
Quando o nivel de glicose no sangue estd alta, o metabolismo ativo da glicose nas células B aumenta a
concentracao intracelular de ATP, provocando o fechamento dos canais de K + presentes na membrana
plasmatica e a consequente despolarizacdo da membrana. Em resposta a essa mudanga no potencial de
membrana, os canais de Ca2+ sensiveis a voltagem na membrana plasmatica abrem-se, permitindo que o Ca2+
entre dentro da célula, isto eleva a concentracdo citosélica de Ca2+ o suficiente para acionar a liberagdo da
insulina por exocitose.
Imediatamente apds uma refeicao rica em calorias, glicose, acidos graxos e aminoacidos chegam ao figado. A
insulina liberada em resposta a alta concentragéo da glicose no sangue estimula a captacao dela pelos tecidos.
Alguma glicose € exportada para o cérebro para suprir suas necessidades de energia, e uma parte da glicose vai
para os tecidos muscular e adiposo. No figado, a glicose em excesso € oxidada até acetil-CoA, que € empregado
na sintese acidos graxos para a exportacao para o tecido muscular e adiposo, na forma de TAGs integrando
VLDL. O NADPH necessario para a biossintese desses lipidios € obtido pela oxidacdo de parte da glicose
disponivel na via das pentoses fosfato. Os aminoacidos em excesso sao convertidos em piruvato e acetil-CoA, que
também sera empregado na sintese de lipidios. As gorduras da dieta sao transportadas pelo sistema linfatico, na
forma de quilomicrons, do intestino até os tecidos muscular e adiposo.
A insulina estimula a captacgao da glicose pelos tecidos aumentado o transportador GLUT4, nos quais a glicose
€ convertida em glicose 6-fosfato pela hexoquinase no musculo e glicoquinase no figado, primeira enzima da via
glicolitica (reacao irreversivel).
No figado, a insulina também ativa a glicogénio sintase e inativa a glicogénio fosforilase, de forma que a maior
parte da glicose 6-fosfato seja canalizada para glicogénio.

22. GLUCAGON
O glucagon inibe a degradacdo da glicose pela glicdlise no figado e estimula a sintese de glicose pelo
gliconeogénese. Ambos os efeitos resultam da diminui¢do do nivel de frutose 2,6 bisfosfato, um inibidor alostérico
da enzima gliconeogénica: a frutose 1,6 bisfosfato e um ativador da fosfofrutoquinase-1. Lembre-se que a
concentracao da frutose 2,6 bisfosfato €, em ultima instancia controlada pela reacao da fosforilagdo de proteinas
dependentes do AMPc
Ao contrario do que acontece quando os niveis de insulina estao altos, o glucagon favorece a formagéao de glicose
no figado, aumento da atividade da glicogénio fosforilase e inativagdo da glicogénio sintase.
O glucagon induz um aumento na concentracao de glicose sanguinea de varias maneiras. Da mesma forma que
a epinefrina age no musculo, o glucagon estimula a degradagéo de glicogénio hepatico ativando a glicogénio
fosforilase e inativando a glicogénio sintase, ambos os efeitos s&o resultado da fosforilacdo de enzimas
reguladas, desencadeada pelo AMPc. * A glicogénio sintase esta inativa quando fosforilada.
23. No metabolismo absortivo prevalece a agdo da insulina. Sintese de compostos de reserva: glicogénio e
TAGs.Nas primeiras poucas horas de uma refei¢cao, a concentragdo de glicose no sangue diminui levemente e
os tecidos recebem glicose liberada pela degradagéao do glicogénio hepatico. A sintese de lipidios € pequena ou
nao ocorre. Ocorre a degradacado dos TAGs nos adipécitos e degradacao de glicogénio no figado para suprir



necessidade energética cerebral e no musculo para sua propria utilizacdo. No figado também ocorre a
gliconeogénese a partir da degradacao de proteinas nao-essenciais e do glicerol dos TAGs.

Eventualmente, o uso de intermediarios do ciclo de Krebs na gliconeogénese esgota o oxaloacetato, impedindo
a entrada da acetil-CoA no ciclo. O acetil-CoA produzido pela oxidacao do acido graxo acumula-se favorecendo
a formacéao de acetoacetil-CoA e corpos cetbnicos no figado. Depois de alguns dias de jejum, os niveis de corpos
cetbnicos no sangue se elevam a medida que estes combustiveis sdo exportados do figado para o coragao,
musculo esquelético e cérebro, que os usam no lugar da glicose.

Diabetes melito: Os individuos com qualquer um dos tipos de diabetes sédo incapazes de captar eficientemente

a glicose do sangue, por isso o metabolismo se assemelha ao de um jejum prolongado.

Exercicios do Modulo 19

1

2)

Os horménios podem ser de natureza quimica muito diferente, por exemplo, adrenalina, uma catecolamina, e
glucagon, um peptideo. Apesar disso, desencadeiam o mesmo processo metabdlico no figado, isto é, a
mobilizacado de glicose da reserva de glicogénio. Se um horménio € um sinal quimico, como é possivel que

substancias quimicamente tao diferentes transmitam a mesma sinalizacao metabdlica para o hepatdcito?

O sinal hormonal, por exemplo, da adrenalina no hepatdcito, é rapidamente decodificado e amplificado numa
cascata que alterna ativacdes alostéricas e reacdes enzimaticas. Mostre quais sdao os fundamentos desse

processo que garantem essa rapidez e amplificagao.

3) As vias metabdlicas classicas como, por exemplo, a glicélise e a via de biossintese de acidos graxos, cuidam da

4)

5)

6)

grande massa do trabalho metabdlico, como, respectivamente, produgdo e armazenamento de energia. Ha, no
entanto, vias ou circuitos, quantitativamente insignificantes, mas fundamentais, para o controle das vias
metabolicas massivas. Os circuitos, ou vias regulatérias, acionados pelos hormonios pertencem a este grupo.

Que circuito regulatério permite a adrenalina promover a glicolise no musculo e a gliconeogénese no figado?

O nivel de glicose no sangue ap6s um periodo de jejum € de aproximadamente 0,8 mg/ml (4 mM). Depois da
ingestdo de alimentos, o nivel de glicose passa a ser de aproximadamente 1,2 mg/ml (6 mM). Explique porque
0s niveis de glicose variam tdo pouco em situagdes alimentares tao diferentes. Como esses niveis sao

controlados?

A inducao enzimatica € uma importante forma de adaptacao do hepatécito as necessidades metabdlicas do
organismo, mas nao serve para respostas ultra rapidas como a mobilizagao de glicose da reserva de glicogénio.

Explique porqué.

A concentracao de ATP na célula esta em torno de 5 mM. A quantidade total de ATP é pequena e é fonte
primaria de energia para o funcionamento celular. Por outro lado, o ATP é também o reagente que permite gerar
cAMP, um dos mais importantes sinais quimicos intracelulares de regulacdao metabdlica. Além disso, cabelembrar

que todos os efeitos regulatérios do cAMP decorrem da ativagdo da enzima quinase de proteina



dependente de cAMP, conhecida como PKA. Tendo em conta todos estes fatos conhecidos, qual deve ser a

ordem de grandeza da constante de ativacao (Ka, semelhante a K,,) de PKA por cAMP? Justifique sua resposta.

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

7a. O tecido muscular realiza beta-oxidag¢ao porque o nivel de triacilglicerol plasmatico esta elevado.

7b. O nivel de triacilglicerol plasméatico esta elevado porque a lipase dos adipdcitos esta na forma ativa.

7c. O paciente vai ganhar peso porque sua glicemia permanece alta.

7d. Haverd intensificacdo do ciclo de Krebs, no tecido muscular, porque a glicemia esta elevada.

7e. A producéo dos corpos cetbnicos intensifica-se nos periodos de jejum prolongado porque ha necessidade de

fornecer estes compostos para o cérebro.

8) Descrever as alteragcdoes metabolicas decorrentes da falta de insulina (diabetes).

9) Descreva a acao dos horménios peptidicos no periodo pés-absortivo.

MODULO 20: FOTOSSINTESE E CICLO DE CALVIN

1. A fotossintese € o processo pelo qual a energia luminosa é transformada em energia quimica e
poder redutor, armazenada nas moléculas de ATP e NADH +H*. Num segundo passo fase escura
(na verdade, fase independente de luz) a energia armazenada é utilizada para sintese de glicose
a partir de CO2 +H,O. A fotossintese ocorre nos cloroplastos, uma organela que, como a
mitocdndria, possui uma membrana externa altamente permeavel e uma membrana interna
praticamente impermeavel, separadas por um espaco intermembranar.

A equacao geral da fotossintese é:
6 CO2 +6 H O — CgH1206 + 6 O2 AGP®'=+2.870 KJ x mol"

3. As reacgOes dependentes de luz ocorrem na membrana tilacdide e envolvem processos
semelhantes ao transporte de elétrons e fosforilagdo oxidativa da mitocondria. As reagoes
independentes de luz ocorrem no estroma.

4. Os primeiros estudos de fotossintese realizados levaram a conclusao de que CO;era a fonte do
O2 gerado na fotossintese. Em 1931, entretanto, demonstrou-se que bactérias fotossintetizantes
anaerdbicas, sintetizam glicose a partir de CO2, sem gerar Oz:

COz + 2 HsS 2— (CH20) +2 S + H.0
5. A reacdo geral da fotossintese pode ser demonstrada como segue:
CO2 + 2 HoA ¥2— (CH20) + 2 A + H,0
Em cianobactérias, H2A € H.S, e em plantas, H2O. Isso sugere que a fotossintese seja um
processo de duas fases, nos quais a energia solar € utilizada para oxidar H.2A (fase clara):
2 H A2 2 A + 4[H]

e o0 agente redutor resultante [H] subsequentemente reduz CO; (fase escura):



4[H] + CO, "2 (CH.0) + H.0O
6. O principal fotorreceptor na fotossintese é a clorofila. A luz absorvida pelas clorofilas antena e
pigmentos acessoérios € transferida para centros de reacao fotossintéticos, onde ocorrem as
principais reacdes da fotossintese.

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

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

9. Quando iluminado, o FS Il passa para uma forma excitada e perde elétrons, os quais sdo
transportados por reagcbées de éxido-reducédo para o fotossistema |I. O PS | iluminado fornece
elétrons para a reducdo de NADP+. Como resultado temos a oxidagédo do FS Il e a reducao do
FS I. A reposicao de elétrons em PS Il é feita por elétrons provenientes da oxidacao de agua e, em
PSI, por elétrons emitidos por PSII.

10. Os componentes envolvidos no transporte de elétrons de H,O para NADP+ com producao de
NAPDPH + H+ estao organizados em trés particulas, que estao ligadas a membrana tilacéide: (1)
fotossistema II; (2) complexo do citocromo bef; (3) fotossistema | (fotofosforilagdo ndo-ciclica).

11. Os cloroplastos geram ATP de maneira muito semelhante a da mitocondria, ou seja, através do
acoplamento da dissipacdo de um gradiente de prétons a sintese de ATP.

12. Na fotofosforilagéo ciclica, os elétrons emitidos por P700 (PSI) sao transferidos ao complexo
citocromo bsf, retornando finalmente a P700. Nao ha sintese de NADPH + H*, nem liberacdo de
oxigénio.

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

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

as quais o ciclo recomeca.

Exercicios do Médulo 20

1) Porque as folhas das plantas sao verdes? Explique em termos de composi¢cao e espectro de

absorcao dos pigmentos foliares.

2) Ha muito tempo, foi observado que a eficiéncia da fotossintese, medida em termos de Oz produzido



por energia luminosa absorvida, cai drasticamente quando uma fonte de luz monocromatica
alcanca o comprimento de onda de 700 nm (queda no vermelho). Além disso, observou-se também
que a aplicacdo concomitante de um feixe de luz de baixa intensidade e comprimento deonda de
650 nm complementava a luz vermelha de 700 nm, recuperando a eficiéncia fotossintéticade liberar
O2. Que importancia teve no passado a descoberta deste fenébmeno e qual a explicagéoatual para

sua existéncia?

3) O que é fotofosforilagdo ciclica e no que difere da fotofosforilagdo n&o ciclica? Quando o [NADPH

+ H* / NADP*] é alto, a produgéo de O, durante fotofosforilagdo € suprimida. Explique o
fendmeno considerando os papéis dos dois fotossistemas.

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

propondo que o O; da fotossintese vem da agua?

5) Compare a fase clara da fotossintese com o processo de respiracao na mitocdndria, indicando

diferencas e semelhancas.

6) Sabe-se que a produgdo de O2 na fotossintese requer o funcionamento de dois fotossistemas.
Explique resumidamente como ocorre a interacao entre os dois fotossistemas, incluindo doador
e receptor de elétrons no processo.

7) Compare a fase clara da fotossintese com o processo de respiragdo na mitocéndria, indicando

diferencas e semelhancas.

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

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

10) Expliqgue como organismos fotossintetizantes sintetizam carboidratos a partir de CO2 e H20.

11) Explique a regulagao do ciclo de Calvin, mencionado as enzimas-chave sujeitas a regulagao e

como as reagodes da fase controlam o processo da fixagao de COo.

12) Quando uma suspenséo de algas verdes € iluminada na auséncia de CO2 e depois incubada no
escuro com CO;radiomarcado [“CO-], o *CO; é convertido em ["“C]-glicose por um curto tempo.
Qual é o significado dessa observagao e como ele esta relacionado com as reagdes luminosas da



fotossintese? Por que cessa a conversao de '“CO; depois um curto intervalo de tempo?
MODULO 21: CICLO DO NITROGENIO

1. Os gases mais abundantes no ar atmosférico, Oz e N», sdo essenciais para a existéncia da vida
biolégica no planeta Terra, mas divergem quanto a reatividade quimica. O O2tem propriedades
de radical livre reagindo com relativa facilidade, dai servir muito bem como oxidante final na
respiragdo de todos os organismos. J& o N2 possui uma tripla ligagcdo altamente estavel que lhe
confere baixissima reatividade quimica. Apesar disso, o N2 gasoso da atmosfera € a fonte do
elemento N que garante a vida na Terra. Por essas razdes fisico-quimicas a reducdo do N

atmosférico pelos sistemas bioldgicos tem caracteristicas muito peculiares.

2. Areducao quimica do N2 a NHsexige condi¢des drasticas, 500 graus Celsius de temperatura e 300
atm de pressédo, certamente incompativeis com a vida biolégica. Mas bactériasespecializadasdo
género Rhyzobium, que sdo simbiontes de plantas leguminosas, reduzem eficientemente N>a NH
*, uma espécie quimsica totalmente compativel com o metabolismo de todos os organismos.
Portanto, o Ny fixado por essa simbiose entre planta e bactéria garante a disponibilidade do
elemento N para todas as formas de vida terrestre. As bactérias fixadoras de N> possuem um
complexo enzimatico singular, a nitrogenase. A reacado de reducado do Nz a NH “*(fixacao d.e
nitrogénio), qual envolve um redutor poderoso a grande investimento de energia na forma de ATP,
€ catalisado pela nitrogenase, qual usa NADPH + H* como doador de elétrons:

N, +8H"+8e-+16 ATP + 16 H,O — 2 NH3 + H, + 16 ADP +16 P;

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

As etapas sumariamente mencionadas compreendem o ciclo do nitrogénio na natureza: a) redugéo
do N2 a NH *; b) oxidagdo de NH * a nitritose nitrato; c) redugdo de nitrito e nitrato a NH * e d)
transformacao do elemento N de inorganico para organico com a sintese de aminoacidosa partir de

NH *, reagao posasivel em todas a formas de organismos biologicos.

Exercicios do Médulo 21

1) CO2 e Nz existem na atmosfera e sdo fontes dos elementos C e N para os seres vivos. CO é
eficientemente fixado pelas plantas em geral através da fotossintese. N2 por outro lado, apesar de
extremamente abundante, 70 a 80% do ar, ndo é fixado pela grande maioria das plantas, que
necessitam espécies reduzidas ou oxidadas de N, para a sintese de compostos nitrogenados.
Somente algumas poucas formas de bactérias tém a capacidade de fixacdo de N,. Compare o
processo de fixacdo de CO,com o de fixacdo de N2, e procure mostrar porque as plantas fixam

muito bem CO2, mas ndo Na.



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

3) Qual é a fungcao de compostos nitrogenados na respiragdo anaerobica? Descreva a respiragao

anaerodbica identificando doadores e aceptores de elétrons?

4) Certas bactérias oxidam NHs3 a nitritos e nitratos, enquanto plantas e bactérias em geral reduzem

nitritos e nitratos a NHs. Qual a fung&o da redugao de nitritos e nitratos na vida desses organismos?

5) Cianobactérias conseguem fazer fotossintese e fixagdo de nitrogénio no mesmo tempo. Explique

Como isso ocorre.

6) Compare as vias de assimilagdo de amdnia em organismos ricos e deficientes em nitrogénio.
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MICROPIPETADORES

DESCRICAO

F

B)
C)
D)
E)
F)
H)
n

Botao com codigo de cores
Corpo da pipeta ou handle
Porca de conexao

Ponteira Diamond

Ejetor de ponteiras

Botao de ejecao
Porta-cone

Tambor de ajuste do volume

AJUSTE DO VOLUME

V) Volimetro

O volimetro € formado por trés digitos indicadores
que sao usados para ajustar o volume de liquido a
ser transferido. Sao lidos desde o alto (digito mais
significativo) até a base (digito menos significativo).

Um marcador (ponta de seta) € usado para ajustar o
volume exato ou intermediario contra a escala dos
indicadores da base. Os digitos possuem as cores
preta ou vermelha para indicar a posicao do ponto
decimal, de acordo com o modelo

O volume é ajustado girando-se o tambor de ajuste
do volume (T) ou o botao da pipeta (A). O botao da
pipeta € a maneira mais facil e rapida de acertar o
volume, especialmente quando o operador estiver
usando luvas. O tambor de ajuste deve ser utilizado
para se alcancar lentamente o volume desejado. Para
obter maxima exatidao no ajuste do volume, siga as
recomendacoes abaixo:

* Quando diminuir o
volume, cuidadosa-
mente chegue ao
valor desejado e nao
ultrapasse a marca.

* Quando aumentar o
volume, ultrapasse o
valor desejado 1/3 de
volta e depois, cuida-
dosamente, diminua o
volume até chegar ao
desejado, nao ultra-
passando a marca.

Tambor de ajuste do volume

Modelo Cor dos nimeros do volimetro
Preto Vermelho
P2 a P200 ul 04 ple0.01 pul
P1000, P5000 0.1 mle0.01 mi ml
P10ml mil 0.1 ml

Exemplo para cada modelo:

P10 P20 P100

]
EU‘IMHN

1.25 ul 7.5 pl 125 ul 75 ul

1 o 1 0
2 7 2 7
=) =) 5 5




TECNICAS DE PIPETAGEM

Preé rinse a ponteira

Quando uma nova ponteira & colocada (ou
aumenta-se o volume a ser aspirado), é
necessario pré-rinsar a ponteira. Para isso, basta
aspirar e dispensar o liquido algumas vezes.

A acao de pré-rinsar a nova ponteira garante
a exatidao e precisao do volume a ser
posteriormente transferido. Isto porque quando
se aspira um liquido, forma-se um filme na parede
interna da ponteira. A natureza desse filme, que
& o causador de erro na primeira medida,
depende do liquido a ser transferido. Entretanto,
este filme se mantem relativamente constante
apoés algumas pipetagens com a mesma ponteira.
E preciso pré-rinsar a ponteira para maximizar o
desempenho da pipeta.

Encaixe da ponteira Diamond Gilson

Ponteiras plasticas devem ser utilizadas uma
Unica vez - nao devem ser lavadas ou reutili-
zadas. Empurre o porta-cone contra a ponteira
fazendo um movimento de rotacao, a fim de
garantir o encaixe perfeito e o blogueio contra
entrada de ar.

Aspire

Pressione o botao até o primeiro estagio (que
corresponde ao volume de liquido selecionado).
Segure a pipeta verticalmente e mergulhe a
ponteira no liquido. A profundidade de imersao
da ponteira varia de acordo com 0 modelo da
pipeta

Solte o botao de modo lento e constante para
aspirar o volume selecionado;

Espere alguns segundos e retire a ponteira
Dispense

Encoste a ponta da ponteira na parede interna
do recipiente e incline a pipeta aproximadamente
de 10 a 40°C;

Pressione o botao ate o primeiro estagio de forma
lenta e constante;

Ao final, aguarde pelo menos um segundo; entao
pressione o botao até o segundo estagio
(purga) para eliminar possiveis goticulas que
permaneceram na ponteira;

Mantenha o botao pressionado até o final e retire
a ponteira de dentro do recipiente mantendo-a

em contato com a parede do mesmo (“arranhar”
a ponta da ponteira na parede do recipiente);

Solte o botao suavemente.

------------- -- = =Posigao inicial
S T 1. . _Primeiro estagio
- 1 Segundo estagio
e -
- -

Fonte: http://www.analiticaweb.com.br/
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AULA PRATICA 1: COLORIMETRIA EESPECTROFOTOMETRIA

FUNDAMENTOS

A Colorimetria e a Espectrofotometria podem ser conceituadas como um procedimento
analitico através do qual se determina a concentracdo de espécies quimicas mediante a absor¢éo de
energia radiante (luz).

Fotometria € uma técnica de analise quantitativa que envolve a medida de intensidade de
absorcéo de luz monocromatica de um composto quimico em solugdo.

Serve para identificar o comprimento de onda caracteristico para cada composto e para
quantificacdo do composto através de 1) absorcao direta e 2) através de método colorimétrico. Essa

intensidade de absorcéo depende:

1) do comprimento de onda escolhido (normalmente usa 0 A max - onde o composto absorve
mais luz),
2) do percurso que o feixe de luz percorrera na solucao e

3) da concentragdo do composto nessa solugao.

A lei de Lambert-Beer estabelece que a absorbancia é diretamente proporcional a
concentracao da espécie absorvente. A fracdo de luz que passa por uma amostra (a transmitancia =
I/lo) esta relacionada logaritmicamente, e ndo linearmente, com a concentragdo da amostra (figura 1).

A lei de Lambert-Beer relaciona esses trés fatores e estabelece que:

A=¢c.lc

onde:
A = absorbancia é definida pela reacdo seguinte: A = - log Ili/lo, que por ser uma razao, nao
possui unidade (I, é intensidade de luz incidente; |; é intensidade de luz transmitida);
¢ = absortividade molar (caracteristico de cada substancia), em L.(mol.cm);
| = caminho 6ptico (percurso da luz monocromatica na solugao), em cm;

¢ = concentragao da substancia em mol/L.



lo It

Figura 1 — |, é intensidade de luz incidente; |; é intensidade de luz transmitida apds percorrer o

caminho optico (l) pela solugcao da amostra.

Desta forma, mantendo-se o caminho éptico constante, a absorbancia torna-se diretamente
proporcional a concentracao da substancia no respectivo Amax.

Nestas condi¢des, podemos utilizar uma solu¢do de concentragdo conhecida do composto a
ser analisado (ou outra substancia de caracteristicas quimicas semelhantes) para construir um
diagrama de absorbancia em funcdo da concentracao da substancia em questao. Com este diagrama,
denominada curva padrao, podemos medir a quantidade do composto em amostras de concentragao
desconhecida, pela simples medida de suas absorbancias desde que, estas estejam nas mesmas
condigdes utilizadas para a construgao da curva padrédo (mesmos reagentes, mesma temperatura,

etc).

Um exemplo de uma curva padréo:

Absorbéancia

Concentragéo (moi/ L)

Um dos métodos utilizados para dosagem de proteina € chamado de método do Biureto. Esse

método faz uso da propriedade de ions Cu2* em meio alcalino de formar ligagdes com o nitrogénio
das ligacoes peptidicas. Desta reacao (reagao de biureto) resulta uma coloragao purpura intensa. Este

fato pode ser explorado para se determinar por colorimetria a quantidade de proteina de uma solugao.

A cor desenvolvida numa reacao de ions de Cu2* em meio alcalino com estas



proteinas deve-se exclusivamente as ligagées peptidicas e a sua intensidade é proporcional a
quantidade de tais ligacoes. A absorbancia é detectada no espectrofotdmetro (figura 2).

Um outro método para determinar a quantidade de proteina é baseado no fato que certos
aminoacidos possuem anéis aromaticos o que os leva a absorver em comprimentos de onda

especificos na regiao de UV. Bases purinicas e pirimidinicas também possuem estas propriedades.
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Figura 2 — Modelo de um espectrofotdmetro.

OBJETIVOS

1) Determinagao da concentracao de uma proteina em solugdo aquosa por fotometria.
2) Determinacgéo do espectro de absor¢ao de luz de aminoacidos e bases purinicas e
pirimidinicas.

PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

1) Determinacdo da concentracdo de uma proteina em solugcdo aquosa por
fotometria

1a) Determinagao do Iméax do produto dareagao de biureto

Adicionar no tubo 1:

- 1,0 mL de padrao de albumina (8 mg/mL),
- 0,5mL de agua,
- 2,5mL de reagente de biureto.

Adicionar no tubo 2:



- 1,5mL de agua,
- 2,5mL de reagente de biureto.
Apos adicao dos reagentes, agitar e incubar os tubos por 15 min a 37°C.
Transferir conteudo dos tubos para cubetas do espectrofotdmetro e ler as absorbancias nos
comprimentos de onda 400, 420, 450, 470, 500, 520, 550, 580, 600, 630, 650, 680 e 700 nm. Usar a
solucao de biureto como branco (tubo 2).

Com isso, vocé estara construindo a curva de absorbancia em fungéo do comprimento de onda.

Estabelecer qual é 0 Amax do produto da reacéo de biureto.

1b) Determinagado da concentracdo de proteina

Preparar os tubos como descrito na tabela 1 utilizando uma solucao de 8 mg/mL de albumina
(proteina padrao) e a solucao de proteina desconhecida. No tubo branco nédo devera ser adicionada

solucdo de proteina. A ordem de adicdo dos componentes da reacao deve ser:

- primeiro solucao de proteina,
- agua,
- por ultimo o regente biureto.

Apo6s adicao do reagente, agitar e incubar os tubos por 15 min a 37°C.

Transferir o contetido dos tubos para cubetas do espectrofotdbmetro e ler as absorbancias a
540 nm.

Utilizando a curva padrao (tubos de 1 a 5) e o valor medido de absor¢do a 540nm da amostra

desconhecida, calcular a concentracao de proteina nesta amostra.

Tabela 1 — Dados para a construgéo da curva padrédo para determinagdo de concentracéo de proteinas.

Padréo de . . .
. proteina ) . reagente concentracao absorbéncia (540
Tubos albumina . agua destilada .
desconhecida biureto (mg/mL) nm)
(8mg/mL)
branco - - 1,5mL 2,5mL
1 0,1mL - 1,4 mL 2,5mL
2 0,2mL - 1,3mL 2,5mL
3 0,4mL - 1,1mL 2,5mL
4 0,7mL - 0,8 mL 2,5mL
5 1,0mL - 0,5mL 2,5mL
amostra
. 1,0mL 0,5mL 2,5mL
desconhecida

2) Determinacdo do espectro de absorcéo de luz de aminoacidos e bases purinicas e

pirimidinicas




2a) Determinacéao do Imax

Pipetar 1 mL de cada solugao em uma cubeta de quartzo de espectrofotdmetro:
- Leucina (0,2 mg/mL)

- Triptofano (0,004 mg/mL)

- Tirosina (0,1 mg/mL)

- Adenina (0,004 mg/mL)
- Timina (0,01 mg/mL)

Determinar nas diferentes solugdes fornecidas:

a) 7\‘méx,
b) absorbancia obtida em Amax,
¢) calcular ¢ de cada substancia.

2b) Determinacéo da curva de absorbancia x concentragdo

Para construgdo da curva de absorbancia em diferentes concentrac¢des de triptofano, pipetar

os seguintes volumes e medir a absorbancia em Amsx. (tabela 2).

Tabela 2 — Absorbancia em Amax. €m diferentes concentragdes de triptofano.

Triptofano (0,01 ] ) concentracéo . )
tubos agua destilada absorbancia obtida
mg/mL) (mg/mL)

branco - 2,0 mL

1 0,1 mL 1,9mL

2 0,2 mL 1,8 mL

3 0,4 mL 1,6 mL

4 0,7 mL 1,3mL

Fazer curva de absorbéncia x concentracao e verificar se a mesma obedece a lei de Lambert-Beer.

RELATORIO DA AULA PRATICA 1

Além da apresentacédo e discussdo dos dados obtidos no laboratorio, o relatério deve

incluiras seguintes questdes respondidas:
1. De acordo com a lei de Lambert-Beer, qual a unidade de absorbancia?

2. Na constru¢ao de uma curva padrao (absorbancia por concentragao), percebeu-se que essa nao

passava pela origem das coordenadas. Aponte pelo menos uma causa para explicar esse fato.
3. Por que se deve esperar 15 minutos para ler a absorbancia ap6s a adigao do biureto?
4. Qual a fungao do branco?

5. Na determinacao da creatinina do sangue, 4,0 mL da solucdo 1:10 de filtrado de sangue



desproteinizado foram tratados com 2,0 mL de uma solugdo recém preparada de acido picrico meio

saturada em NaOH 5%. Apds 5 min a leitura da cor formada em 530 nm foi de 0,085 de absor¢go. 4

mL de um padrao contendo 0,03 mg de creatinina tratados semelhantemente mostraram uma leitura

de 0,425. Qual a concentragdo de creatinina em mg por 100 mL?

6. A transferrina é uma proteina transportadora de ferro encontrada no sangue. Possui um peso
molecular de 81000 Da e tem dois ions Fe3*. A desferrioxamina B é um potente quelante de ferro usado
no tratamento de pacientes com excesso de ferro no organismo. A desferroxamina B possui um peso
molecular de cerca de 650 Da e pode se ligar com um Fe*3. A desferrioxamina pode tirar o ferro de
varios locais de dentro do sangue e é excretada (com o ferro ligado) pelos rins. As absortividades
molares desses compostos (saturados com ferro) em dois comprimentos de onda estao apresentadas

a seguir. Ambos os compostos s&o incolores (nenhuma absorgéo visivel) na auséncia de ferro.

A (nm) Transferrina ¢ (M- cm) Desferrioxamina ¢ (M-' cm)
428 3540 2730
470 4170 2290

a) Uma solucéo de transferrina exibe uma absorbancia de 0,463 em 470 nm em uma célula de 1 cm.
Calcule a concentracao de transferrina em miligramas e a concentracao de ferro em microgramas por

mililitro.

b) Pouco tempo depois da adigdo de desferrioxamina (que dilui a amostra), absorbéancia em 470 nm
foi de 0,424 e a absorbéancia em 428 nm foi de 0,401. Calcule a fracdo de ferro na desferrioxamina.
Lembre-se de que a transferrina se liga a dois atomos de ferro, e a desferrioxamina se liga apenas a

um.

7. Encontre a absorbéancia e a transmitancia de uma solu¢do 0,00240 M de uma substancia com

coeficiente de absortividade molar de 313 M-" cm™' numa célula com 2 cm de caminho 6ptico.

AULA PRATICA 2: TITULACAO E CROMATOGRAFIA DE AMINOACIDOS

FUNDAMENTOS

Aminoacidos

As unidades constituintes das proteinas sao os L-a-aminoacidos. Como o proprio nome indica,
estes compostos apresentam pelo menos um grupo amino (-NHz2) e um grupo carboxilico (- COOH).
Em conseqliéncia deste fato, ao serem dissolvidos em agua, os aminoacidos apresentam carater
anfotérico, ou seja, comportam-se como acido e como base. Os grupos amina e carboxila podem sofrer

protonagoes e desprotonagdes reversiveis, comportando-se como eletrélitos fracos.Se os



considerarmos em suas formas de acidos conjugados: -NH * e -COOH, veremos que cada umdeles
apresentara um valor de pKa. Assim, um aminoacido apresenta pelo menos dois valores de pKa e
dependendo da natureza ionizavel ou ndo do grupo R (radical) ligado ao carbono a, pode ocorrer ou
nao um terceiro valor de pKa. Em pH 7,0 o amino grupo apresenta-se protonado (forma acida) e o

grupo carboxila desprotonado (forma basica) (figura 1).

H CH H OH” H

[N

"HiH—C — cO0H H:N—C _— oo HN—C—coo”

E. E E.

Figura 1 — Titulacdo com alcali de um aminoacido.

Cromatografia - Separacdo de aminoacidos

Um dos problemas que continuamente desafiam os bioquimicos € a separacéao e a purificagdo
de um ou mais compostos de uma mistura complexa. Uma grande variedade de técnicasmodernas,
tanto analiticas quanto preparativas, € denominada de cromatografia. O que elas possuem em comum
€ a propriedade de fracionar uma mistura complexa de substancias usando diferentes caracteristicas
quimicas entre os componentes da mistura, o que faz com que eles interajam diferencialmente com a
fase estacionaria e com uma fase movel.

Existem quatro tipos principais de cromatografia: cromatografia liquida, cromatografia gasosa,
cromatografia de camada fina e cromatografia em papel. A selecédo do tipo de cromatografiapara
realizar uma determinada etapa de separacdo € dependente do material a ser isolado.
Frequentemente, diversos métodos cromatograficos podem ser usados sequencialmente para que
seja obtido um composto na forma pura.

Um leito cromatografico pode ser construido de varias formas, mas ele sempre consistira,
basicamente, de duas fases: a fase estacionaria e a fase moével. A fase estacionaria pode ser sélida,

liquida ou pode consistir de uma mistura de um sélido com um liquido. A fase mével, que pode ser.

liquida ou gasosa, preenche os intersticios da fase estacionaria e deve ser capaz de fluir através desta.
As fases movel e estacionaria devem ser escolhidas de forma que os compostos que serao separados
durante o processo cromatografico possuam um coeficiente de particdo definido entre as duas fases.
Neste processo, varios mecanismos de distribuicdo podem ser empregados: a distribuicdopode ser uma
simples particdo entre dois liquidos imisciveis; um equilibrio de adsor¢éo entre uma fase estacionéria
adsorvente e uma fase liquida mével; ou um equilibrio de troca ibnica entre uma fase estacionaria

trocadora de ion e uma fase mével constituida por uma solucdo de um eletrolito.



Cromatografia de aminoacidos em papel

Neste protocolo emprega-se uma mistura de solventes que interagem com as fibras de celulose
no papel de formas diferentes. O deslocamento do soluto pode ser explicado da seguinte forma: as
fibras de celulose do papel possuem uma forte afinidade pela agua presente na mistura de solvente,
mas muito pouca afinidade pela fase organica. O papel, assim, pode ser visto como um suporte inerte
contendo uma fase estacionaria aquosa (polar). Na medida em que o solvente flui através de uma
secao do papel contendo o soluto, uma particdo deste composto ocorre entre a fase movel organica
(pouco polar) e a fase estacionaria aquosa (polar). Desta forma, parte do soluto deixao papel e entra
na fase moével. Com o fluxo continuo de solvente, o efeito desta particao entrea fase moével e a fase
estacionaria é a transferéncia do soluto do seu ponto de aplicacdo ao papel para um outro ponto
localizado a alguma distancia do local de aplicacéo, no sentido do fluxo de solvente. Aposo equilibrio
do papel com o vapor de um solvente saturado com agua, o desenvolvimento do solventeproduz a

separacao (figura 1).
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Figura 1 — Cromatografia em papel ascendente.

Quanto mais apolar for o grupo R, maior a mobilidade do aminoacido com a fase mével.

Conseqlientemente a relagcado (Rr) entre a distancia percorrida pelo aminoacido no papel e a

distancia percorrida pela fase movel sera também maior. A Tabela | apresenta valores de Rr de alguns

aminoacidos nas condi¢des descritas.

Rr = distancia percorrida pelo aminoacido no papel
distancia percorrida pela fase moével

Através da cromatografia em papel identificaremos um aminoacido desconhecido em comparagao
com quatro outros conhecidos (denominados de aminoacidos-padrao). Com ajuda da Tabela Il e dos
valores de pKa obtidos na titulagdo, confirmaremos a identidade do aminoacido.

A solubilidade relativa dos aminoacidos nestas duas fases pode ser mudada por alteragdes na



polaridade do solvente, ou no pH da solugao, o qual ira alterar o estado ibnico dos aminoacidos. Sob
um conjunto adequado de condi¢des, entdo, cada molécula de uma mistura ira se deslocar a uma
diferente velocidade sobre a fase estacionaria e estara a uma distancia especifica de um do ponto de
origem, quando cessar o fluxo de solvente.

Devido ao fato dos aminoacidos ndo absorverem luz no comprimento de onda visivel, eles hdao
podem ser vistos. Assim, algum método deve ser usado ap6s a cromatografia para localiza-los. A
reacao de ninhidrina é usada para este propésito por que reage com grupamentos amino livres
produzindo um composto colorido (usualmente purpura) (figura 2). Diversos aminoacidos, contudo,
produzem diversas tonalidades de cores com a ninhidrina, o que pode ajudar em sua identificagao.
A reacao da ninhidrina com prolina, por exemplo, gera um composto amarelo e a reac&do da ninhidrina

com a tirosina produz uma colorac¢ao azul metalica.
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Figura 2 — Reacdo da ninhidrina com aminoacidos.

Titulagdo de aminoé&cidos

Nesta titulagcdo adicionaremos lentamente uma base ou um &cido a solugdes de aminoacidos
permitindo a obtengao dos respectivos pKas.

A curva de titulagdo mostra como varia o pH em fung¢ao de equivalentes do titulante (acido ou
base forte) adicionados. Para um aminoacido, deve-se observar no minimo dois patamares nessa
curva correspondendo a titulagdo dos grupos carboxilato e a-amino, respectivamente. No meio de
cada um desses patamares ha um ponto de inflexdo, cujo valor de pH é numericamente igual ao
pKa do grupo correspondente. Essa relagdo numérica entre pH e pKa é facilmente compreensivel

da analise da equacgao de Henderson-Hasselbalch.



OBJETIVOS

1) Identificagcdo de um aminoacido através de seu RF, determinado pela técnica de

cromatografia em papel.

2) a) Identificacdo de um aminoacido através de seus pKas, determinados pela

técnica de titulacgao.

3) b) Comparacéao da curva de titulagdo de um aminoacido com a de um acido fraco

monoprético.

PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

1) Cromatografia em papel

Tomar uma folha (23 x 16 cm) de papel Whatman n° 1 e fazer um tracgo a lapis ao longo do
comprimento maior a 2 cm da borda. Evitar tocar no papel durante toda a operacao. Deixar uma
margem de 1,5cm de cada lado. Marcar seis pontos sobre essa linha que distem 4 cm um do outro e
numera-los a lapis de 1 a 6. As amostras devem ser aplicadas nos pontos numerados (3 ulL) de tal
modo que a mancha formada sobre o papel seja a menor possivel.

Nos numeros de 1 a 4 aplicar os padrdes e no numero 6, a mistura de padroes. A amostra
desconhecida é aplicada no numero 5.

Enrolar o papel de modo a transforma-lo em um cilindro e prender as extremidades superiores
com clips.

Colocar 25 mL de solvente de Partridge (n-butanol/acido acético glacial/agua 4:1:1), em uma
placa de Petri e mergulhar o cilindro de papel em seu interior de modo que este fique perfeitamente
na vertical. Evitar que o papel toque na parede da placa.

Cobrir o sistema com um béquer de 2 L e deixar o solvente migrar 10 cm.

Retirar o papel e marcar imediatamente a linha de frente do solvente.

Secar o papel na estufa.

Mergulhar em solucdo 0,1% de ninhidrina em acetona e levar a estufa (80°C-100°C) por
alguns minutos.

Delimitar com lapis as manchas que aparecem no papel.

Determinar o Rr dos padrdes e do aminoacido desconhecido e comparar com os dados

fornecidos na tabela 1, para sua identificagao.

Tabela 1 - Rr de aminoacidos determinados nas seguintes condicOes: solvente de Partridge, n-butanol/acidoacético

glacial/agua (4:1:1), papel Whatman n°1 e a 20°C.

Aminoécido Rr Aminoécido Rr

Cys 0,08 Ala 0,38




Lys 0,14 Pro 0,43
His 0,20 Tyr 0,45
Arg 0,20 Trp 0,50
Asp 0,24 Met 0,55
Gly 0,26 Val 0,60
Ser 0,27 Phe 0,68
Glu 0,30 lle 0,72
Thr 0,35 Leu 0,80
2) Titulacéo

Colocar 50 mL da solugdo do aminoéacido (0,10 M) em pH 1,0 em um béquer e titular com
solucao 0,5 M de KOH medindo o pH apos cada adicao de 1 mL até atingir pH 11,0.

Colocar 50 mL de acido acético 0,15 M em outro béquer e titular com solucédo 0,5 M de KOH
medindo o pH apds cada adicao de 0,5 mL até pH 12,0.

Determinar os pKs do aminoacido desconhecido e do acido acético e comparar os pKs com

os dados fornecidos na tabela 2, para sua identificacao.

Tabela 2 — pKa de de aminoécidos

_ Ka
A K . P p
minoacido pKa Aminoéacido
Glu 2,19 Thr 2,62
425 10,43
9,67 Asn 2,20
s 518 8.80
8.05 Ala 230
10,53 9,70
His 1,82 Leu 2:36
6.00 9,60
9,17 Pro 1,99
o 171 10,60
8,33 Gly 2,34
10,78 9,60

RELATORIO DA AULA PRATICA 2

Além da apresentacdo e discussdo dos dados obtidos no laboratério, o relatério deve
incluir acromatografia em papel anexada e a identificagdo do aminoacido desconhecido. Além
disso, deve conter as seguintes questdes respondidas.

1. Esquematize o grafico de titulagdo de 100 mL de 0,1 M de glicina, pH 1,72 com NaOH 2 M. Faga

pH em funcéo de equivalentes de OH- e de volume de solugcdo de NaOH 2 M.



2. Quais sao as concentragdes das varias espeécies idnicas de lisina a pHs 4, 8 e 10 (0,1 M)?

3. Deduza a equacao que relaciona pl e pKs para um aminoacido monoamino e monocarboxilico.

Utilize a equacéo de Henderson-Hasselbalch.

4. Analise a tabela de Rr dos aminoacidos mostrado na apostila. Procure explicar as razbes da
ordenacao dos aminoacidos seguindo os valores crescentes de Rr. De que depende Rg?

4.Dé exemplos de outros tipos de cromatografia e suas aplicacoes.

AULA PRATICA 3: FRACIONAMENTO DE PROTEINAS — SDS-PAGE E PONTO ISOELETRICO (Pl)

FUNDAMENTOS

Métodos de Purificacdo de Proteinas

E possivel purificar e isolar proteinas utilizando-se principios fisico-quimicos, que levam em
conta as propriedades caracteristicas dessas biomoléculas. Uma dessas caracteristicas esta baseada
na solubilidade das diferentes cadeias laterais dos aminoacidos, que dependem daconcentracao de
sais dissolvidos no solvente (forca ibnica da solucao), da polaridade do solvente (constante dielétrica
desse solvente), do pH do meio (ponto isoelétrico da proteina) e da temperatura.

Em uma solugdo aquosa de baixa forga idnica, a solubilidade de uma proteina, em geral,
aumenta com a concentragdo salina. Esse fendmeno é conhecido como “salting in”. Em solugdes
com alta forga idnica, entretanto, a solubilidade de uma proteina em geral decresce, fenébmeno que
resulta da competicao entre os ions salinos adicionados e o soluto (proteina), diminuindo a capacidade
de solvatacao do solvente aquoso. Esse fenémeno é conhecido como “salting out”, constituindo uma
das técnicas mais utilizadas para a purificacdo de proteinas. Sulfato de Aménio [(NH4)>SO4] € o sal
mais utilizado para “salting out”, uma vez que sua solubilidade é alta (3,9 M a 0°C), permitindo gerar
solucdes aquosas de alta forga ibnica.

Proteinas em geral possuem uma grande variedade de aminoacidos com grupamentos
ionizaveis com diferentes pKs. A um pH caracteristico para cada proteina, as cargas positivas da
molécula sao balanceadas pelas cargas negativas, conferindo a proteina carga total zero. Neste pH,
denominado ponto isoelétrico (pl), a molécula torna-se imoével em presenca de um campo elétrico.
Como pode ser visto na figura 1, a solubilidade da lactoglobulina pode variar com a concentragcao
salina (NaCl). No entanto, em qualquer caso, ao se ajustar o pH para valores proximos ao pl da
proteina, ocorre uma solubilizagdo minima e a maior fragao de proteinas ficara insoluvel. Em muitas
situacgdes, pode-se utilizar os conceitos de “salting out” e de precipitagcdo no pl para purificar uma

proteina especifica.
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Figura 1 — Solubilidade da lactoglobulina em funcédo do pH em diferentes concentracdes de NaCl.

Eletroforese e Separacao de Proteinas Totais (SDS-PAGE)

A separacdo de macromoléculas (proteinas, DNA e RNA) pode ser feita aplicando-se um
campo elétrico numa matriz sélida, como um gel ou papel, que contem a mistura de interesse. Esse
meétodo, amplamente utilizado, denomina-se eletroforese e baseia-se na migragdo das moléculas em

relagdo a um campo elétrico, devido a sua carga.

; 7]  mixture of
Ry ? & &
i i CH,=CH ¢ NHCH, NH 'c" CH=CH
i| porous gel CH;=(H + X . : - .2 .
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4
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8001 i g1
/); O:(IZ—NH (lj—NH3 C—NH; C—NH; O=C—NH
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Figura 2 — Esquerda: acdo de peneiramento de um gel poroso de acrilamida. Direita: formagdo de um gel de poliacrilamida.
O tamanho do poro pode ser controlado pelo ajuste da concentragdo do mondmero ativado (acrilamida, em azul) e do

interligante (bis-acrilamida, em vermelho).

Normalmente se utiliza um gel, devido a supressao das correntes de convencado produzidas
por pequenos gradientes de temperatura e também porque o gel funciona como uma peneira
molecular, permitindo a separacéo das macromoléculas por peso molecular.

O gel de eletroforese é constituido de um polimero de acrilamida cuja estrutura esta

demonstrada na Figura 2. Esta polimerizagdo ocorre na presenca de radicais livres, os quais sao



gerados por persulfato de amoénio e estabilizados por TEMED (N,N,N’,N’-tetrametilenenodiamino). A
polimerizacdo também depende da presenca de um agente, o N'N’metileno-bis-acrilamida, que facilita
a ligacdo das cadeiras entre si, formando um gel cuja porosidade é determinada pelo comprimento

das cadeias e pelo grau de interligacao entre estas.

A separacdo de proteinas ocorre em condicdes desnaturantes. A mistura de proteinas e
dissolvida em tampao de amostra. Este tampao de amostra contém SDS (dodecil sulfato de sodio),
que é um detergente anibnico que acaba rompendo as ligagées n&o covalentes existentes na proteina
nativa resultando na sua desnaturacdo. Neste tamp&o também temos B-mercaptoetanolque reduz

as pontes de dissulfeto existentes na proteina.

OBJETIVOS

1) Precipitar as proteinas totais de uma solucéo de leite em pé, utilizando os conceitos de
precipitagcéo no pl.
2) Utilizar eletroforese em gel de poliacrilamida/SDS (SDS-PAGE) para separar as proteinas

de diferentes amostras e estimar sua concentragéo.

PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

1) Precipitacéo no pl

Preparar uma série de tubos de ensaio de acordo com a tabela 1

Tabela 1 — Preparacao dos tubos em diferentes pHs.
Tubo 1 2 3 4 5

Acido Acético 0,1 mM 1,0 mL
Acido Acético 1,0 mM 1,0 mL
Acido Acético 50 mM 1,0 mL
Acido Acético 1,0 M 1,0 mL
Acido Acético 2,0 M 1,0 mL
PH 6,7 57 4,7 3,7 2,7

Turvagdo (sim/ néo)

Adicionar, a cada um dos tubos, uma aliquota (5,0 mL) de solugao de leite em p6 desnatado
(5%, previamente centrifugado).

Agitar os tubos e aguardar 5 minutos

Separar aliquotas de 1,0 mL, distribuir em tubos plasticos pequenos e centrifugar (5000 rpm,
5 minutos, temperatura ambiente). Descartar a fase sobrenadante e ressuspender o precipitado em
NaOH 0,1M (1,0 mL) (Observagao: utilizar o mesmo procedimento mesmo para os tubos que

aparentemente nao apresentam precipitado)



Apos a dissolucao total do precipitado, separar uma aliquota da solu¢do obtida (10,0 pL)
para SDS-PAGE.

2) Eletroforese em gel de poliacrilamida/SDS (SDS-PAGE)

Para este experimento, serdo utilizadas como amostras:

¢ aliquotas de proteinas purificadas anteriormente, a partir de uma solucao de leite em pé (5%)
(amostras 1 a 5)

e a solucdo contendo o extrato bruto de proteinas totais de leite em p6 (5,0 ulL) para
comparacao (amostra 6)

e Soro bovino diluido a 10% (10,0 uL) para comparagao (amostra 7)

e Albumina bovina a 4,0 mg/mL (5,0 uL) (padrdo de peso molecular: 66,0 KDa)

Montar o aparato para eletroforese conforme figura 3 (o gel de eletroforese sera preparado
previamente de acordo com o apéndice 1), adicionar na cuba o tamp&o de corrida até cobrir os pogos
do gel para eletroforese.

Adicionar tampao de amostra (10 pL) a cada uma das amostras, e aquecer (2 minutos, 100°C)
para desnaturar as proteinas. Resfriar (gelo) e aplicar 15 uL nos pocos do gel para eletroforese

seguindo a ordem da tabela 2.
Tabela 2 — Adicdo das amostras ao SDS-PAGE

poco n° 1 2 3 4 5 6 7 8

Amostra | padrdo |amostra 1| amostra 2 | amostra 3 | amostra 4 | amostra 5 | amostra 6 | amostra 7

Aplicar a tensdo nos eletrodos do aparato de eletroforese (150 V) e aguardar (30 minutos)
até que o corante marcador (Azul de Bromofenol) se aproxime da base do gel
Interromper a eletroforese e mergulhar o gel em uma solugéo de coloragao: Coomassie Blue R
(0,25g) em metanol : 4cido acético : agua (45% : 10% : 45%). Aguardar (5-10 minutos)

Substituir a solu¢cdo de coloragao pela solu¢cdo de descoloragdo: metanol : acido acético :
agua (45% : 10%: 45%) (15 minutos)

Verificar as proteinas coradas, e estimar por comparacéo, a purificagdo da amostra.

RELATORIO DA AULA PRATICA 3

Além da apresentacao e discussao dos dados obtidos no laboratério, as seguintes
guestbesdevem estar respondidas no relatério:
1. No primeiro experimento, em que condi¢des a maior precipitacdo de proteinas ocorreu? A que

pH corresponde?

2. E possivel estimar o peso molecular da proteina majoritaria precipitada a partir da solugéo de leite



em p6? Compare com a fragao total de leite em pé utilizada para fazer a eletroforese. Houve eficiéncia

na separac¢ao dessa proteina?

3. A tabela abaixo mostra valores de pl para diferentes proteinas, com seus respectivos valores de
peso molecular (em kDa). Observe a banda de proteina purificada corada no gel de poliacrilamida e

a posicao relativa ao padrao de albumina bovina adicionado.

Proteina Pi Peso Molecular (kDa)
Caseina 4,7 20,0-23,0

Insulina 54 6,0

Colageno 6,6 130,0

Hemoglobina 7,1 64,5

Citocromo ¢ 10,6 13,0

Histona 10,8 12,02 20,0

De acordo com os valores de pl e de peso molecular, qual seria a proteina purificada da solucao
de leite em po6?

4. Se houvesse contaminagédo da solucdo de leite em pd com albumina bovina, esse método de
purificagdo seria eficiente? Como a albumina bovina poderia ser detectada? E se houvesse
contaminacao do leite em p6 com hemoglobina, esse método de purificacao seria eficiente? Consulte

os dados de pl e justifique sua resposta.

5. O que é eletroforese? Qual a fungdo do gel de empilhamento? E do gel de separagéo (ou de
resolucao)? Observe os diferentes pHs das solugdes B e C (vide Apéndice) utilizadas para fazer os
géis de resolugado e de empilhamento, respectivamente. Por que o gel de empilhamento e o gel de

resolucao possuem pHs diferentes? Porque ha SDS no gel?

6. Conforme a figura abaixo, uma mistura de trés proteinas cujos valores de pl sdo 4,0; 7,0 e 11,0 foi
submetida a eletroforese. Usando-se tampobes de valores de pH = 4,0; 7,0 e 11,0 esquematizar as
posicdes relativas das trés proteinas em cada tampao. Proteinas de mesma carga correriam a mesma
distancia numa eletroforese? Existe alguma possibilidade de se separar proteinas diferentesso que de

cargas iguais?
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Figura 3 - Equipamento para eletroforese em papel.

7. A mobilidade eletroforética em pH = 8,6 de uma proteina normal e de analogas anormais (que tem
um aminoacido mutado) esta representada abaixo. Identifique a que posi¢cao corresponde cada uma

das proteinas e diga o porqué.

ProS - substituicdo de glutamato por valina
ProJ - substituicdo de glicina por aspartato
ProN - substituicdo de lisina por glutamato

ProC - substituicao de glutamato por lisina

A B Normal C D

() (+)

8. Uma proteina com 40 kDa e outra com 90 kDa foram utilizadas como padrdo num gel de
poliacrilamida com SDS. A motilidade relativa foi de 0,92 e 0,54 respectivamente. Qual seria a massa

aparente de uma proteina neste gel, com motilidade de 0,72.

9. Apesar de uma cromatografia em coluna de gel filtracdo e uma eletroforese gel de poliacrilamida
usarem principios fisicos semelhantes, porque ao separamos uma proteina de 40 kDa e outra de 15
kDa a de maior peso é a primeira a ser eluida da cromatografia e a de menor peso é a que mais se

move na eletroforese do gel. Em que situacdes vocé usaria a cromatografia? E a eletroforese?

APENDICE

Preparacéo do gel de acrilamida / SDS

Inicialmente montam-se as placas de vidro com os espacgadores posicionados. Vedar o espaco
entre as placas com agarose (1% aquecida em ebulicdo). Aguardar resfriamento.

PRECAUGCOES: Acrilamida é neurotéxica quando n&o polimerizada. Utilize sempre luvas
descartaveis para manipular solu¢des contendo acrilamida. Evite inalar TEMED (mesmo diluido, pode

ser toxico) e butanol.



Preparar a solucdo para o gel de resolucédo (de “corrida”):

agua destilada (3,7 mL)

e solucdo A (1,8 mL)

e solucdoB (1,9 mL)

o APS (Persulfato de Amoénio) (0,12 mL) (solugcéo a 10%)
e TEMED (0,45 mL) (diluido 40 vezes)

OBS: Adicionar o TEMED por ultimo, pois ele o agente polimerizante deste gel.

Utilizar a solucao imediatamente apds o preparo (aplicando-a no espaco entre as placas de
vidro com uma pipeta. Serdo necessarios aproximadamente 4,0 mL de solugdo. Aguardar a
polimerizagdo do gel (5 minutos). Sera necessario deixar aproximadamente 1,0 cm de espaco para
aplicar o gel de empilhamento

OBS: A solugédo comega a polimerizar muito rapidamente, é necessario atengéo e rapidez para
aplicar a solucao no aparato de eletroforese.

Preparar a solucao para o gel de empilhamento:

e Agua destilada (1,66 mL)

e Solucao A (0,3 mL)

e Solugado C (0,75 mL)

e APS (Persulfato de Aménio) (0,05 mL) (solucao a 10%)
e TEMED (0,24 mL) (diluido 40 vezes)

OBS: Adicionar o TEMED por ultimo, pois ele o agente polimerizante deste gel.

Utilizar a solucdo imediatamente apds o preparo, aplicando-a sobre o gel de resolugéo (deve
preencher um espaco de cerca de 1 cm de altura). Colocar um pente plastico para formar os pogos
onde as amostras serdo aplicadas (de acordo com a demonstragdo). Serdo necessarios
aproximadamente 1,60 mL de solu¢do. Aguardar a polimeriza¢ao do gel (15 minutos)

OBS: A solugao comega a polimerizar muito rapidamente, é necessario atengao e rapidez para

aplicar a solugdo no aparato de eletroforese.

Solugdes utilizadas

Solucdo A: Acrilamida e bis-acrilamida
45 g acrilamida

1,2 g bis-acrilamida

agua destilada (até 100 mL)

Solucao B: Tris-HCI pH 8.8

18,17 g Tris (em 50 mL de agua destilada)



Ajustar o pH para 8,8 (com HCI)
Adicionar SDS (4,0 mL, solucédo a 10%)
Completar o volume com agua destilada (até 100 mL)

Solucdo C: Tris-HCI pH 6,8

6,06 g Tris (em 50 mL de agua destilada)
Ajustar o pH para 6,8 (com HCI)

Completar o volume com agua destilada (até 100 mL)

Tampéao de corrida:

3,0 g de Tris, 14,4 g de Glicina e 10, OmL de SDS (10%)
Ajustar o volume de agua destilada para 1000 mL

Tampao de amostra:

SDS 10% (5,0 mL), 2-mercaptoetanol (0,5 mL), Glicerol (2,0 mL), EDTA 0,1M (0,1 mL), Azul
de Bromofenol 1% (1,0 mL), Solucéo C (2,5 mL) e agua destilada (até 20,0 mL).
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Figura 4 — Esquema do aparato para eletroforese.



AULA PRATICA 4: CINETICA ENZIMATICA - INVERTASE

FUNDAMENTOS

A Cinética Enzimatica estuda os mecanismos de reagdes quimicas catalisadas por enzimas.
Ha na estrutura da enzima, uma determinada regido diretamente responsavel pela agcéo catalitica.
Essa regido é denominada sitio ativo e a sua conformacg&o correta € fundamental para a atividade
enzimatica. Ali se localizam diversos residuos de aminoacidos que podem desempenhar fungdes de
orientacdo do substrato e de direta interacdo com este, permitindo que a reac¢ao ocorra.

Em 1913, L. Michaelis e M. L. Menten, desenvolveram estudos considerando as principais
propriedades das enzimas e aplicando as teorias conhecidas de Cinética Quimica para um modelo
simplificado, o qual envolvia a enzima livre (E), o substrato (S), o complexo enzima-substrato (ES) e

o produto (P). Esse modelo pode ser expresso pela equacgao quimica:
ki ko
E+Se—= ES »E +P
K-1

Michaelis e Menten, com essas consideragoes, desenvolveram a expressao de velocidade para
uma reacao catalisada enzimaticamente, onde V é funcao de [S] € Vmax € Km s@o constantes (figura 1):

Vmax . [S]

V=
Km + [S]

Na figura 1 esta apresentada a curva de velocidade inicial de reacdo em funcdo da
concentracao de substrato para uma enzima que siga o modelo proposto por Michaelis e Menten. Essa

enzima é dita de caracteristicas michaelianas e obedece a expressao de velocidade apresentadaacima.



Deducao da Equacao de Michaelis-Menten

K [EI[SF ky|ES]+K[ES] Veloc. de formagd@o=veloc. de degradacao
- — _ KIE][I3] Y __[EIS]
MIEIEE ool ES] > B8] =270 [£5] (kz + ks )k

(kK +k Wk =K, Constante de Michaelis

[ES] _ [E][S] - [ES] _ ([Et]'[ESD[S] Z’Kw[[ES] = ([Et] -[ES])[S] -
Kn Km

Ku[ES] = [E[S] -[ES][S] = Kwu[ES] + [ES][S] =[E:[S] —*

[ESKK w + [ST) = [E:)[S] = [RS] = K[E]ﬁé] ™ [FS]-[Rl [S+][31

V= kES] —» w:ka[m%
3]

Vi —* Sitios cataliticos saturados—+»  [S]>>Km — Ku+[S] =l = Vv =K[E]

§ S
Vo= Vi # Equagio de Michaelis-Menten
Kwu +[S]
N v Ly Vi Viae[S] 1 [5]
_ ey — = — e ——
a situagio em que Vo = — Vi 2 Ku+[8] 2 RS
KEm+[5] = 2[S] Kwm = [5]
Vs [ S
Na Si-tua(;éo em que [S] & muito alta | = [S]>>K\A = Vo= l\EEXT][]
Vi = Vi

Figura 1 - Deducéo da equagdo de Michaelis-Menten.
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Figura 2 — Velocidade de reagdo em funcdo da concentragéo de substrato para uma enzima michaeliana.

Nesta curva pode-se facilmente identificar o efeito de saturacdo do substrato. Nestas
circunstancias, o sistema tende a adquirir velocidade de reacdo maxima (Vmsx), grandeza que é funcao
da concentracao inicial da enzima livre (E). Podemos também definir uma concentracao de substrato
na qual se obtém metade de Vmax. Esse valor de [S] é numericamente igual ao Kn, parametro que
dentro de certos limites mede a afinidade da enzima pelo substrato.

O método mais preciso para determinacao grafica dessas grandezas num experimento de
Cinética Enzimatica € através do grafico de duplo-reciproco ou de Lineweaver-Burk. Para tanto se
deve plotar 1/V em funcao de 1/[S].

A enzima escolhida para este estudo é a invertase de levedura que catalisa a hidrdlise da
sacarose para produzir glicose e frutose:

C12H22011 + H;O——  CgH1506 + CH120g
Sacarose Glicose Frutose
A determinagao da velocidade da reagao (ou da atividade enzimatica) pode ser feita através
da dosagem dos acgucares redutores formados (frutose e glicose). A dosagem baseia-se na reagao
entre o0 acido 3,5-dinitro-salicilico (DNS) e os agucares redutores. Estes monossacarideos reduzem
o DNS fornecendo um produto de cor caracteristica, cuja formagao pode ser acompanhada a 540 nm.

Conhecendo-se por colorimetria a quantidade (umols) de agucares redutores formada, por um
calculo estequiométrico simples, pode-se determinar a quantidade correspondente (umols) de
sacarose hidrolisada. Nestas experiéncias as velocidades da reacéo serdo expressas em umols de
sacarose hidrolisada por minuto.

Para estudos de velocidade, o tempo de reacdo deve ser medido com a maior exatidao
possivel. Para isso, o grupo devera organizar-se de maneira a nao permitir que a reagao se inicie em
tempos diferentes nos varios tubos. Para tal, € importante manter os tubos em gelo durante a adigao

dos reagentes. Esses devem ser adicionados na ordem em que aparecem nos protocolos,



com a enzima sendo adicionada por ultimo. Leva-se entdo os tubos, todos juntos, ao banho a 37°C
para reagir. Transcorrido o tempo determinado, os tubos devem voltar, todos juntos e
simultaneamente, para o gelo. Neste ponto a reacao para.

A atividade enzimatica € medida em unidade (U), sendo que 1 U é a quantidade de enzima

necessaria para a formacao de 1 umol de produto por minuto.

OBJETIVOS

Estudar as influéncias das concentragbes de enzima e substrato nas velocidades de uma
reacado enzimatica, examinar as curvas obtidas experimentalmente, calcular os parametros

cinéticos e discutir seus valores e importancia.

PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

1) Construcao dacurva padrao
Adicionar a seis tubos (180 X 20 mm) com volumes crescentes de solugcédo padrdo redutora
(glicose 6 mM + frutose 6 mM), conforme indicado na tabela 1. Complete o volume em cada tubo para

2,0 mL com tampao. Adicionar em seguida 2 mL do reagente DNS. As quantidades estdo indicadas

na tabela 1.
Tabela 1 — Curva padrdo da solucéo redutora.
tubos solucdo padrao solucéo reagente absorbancia sacarose
redutora (mL) | tampdo(mL) | DNS (mL) (540 nm) hidrolisada(umols)
branco - 2,0 2,0 0,000 0,00
1 0,2 1,8 2,0
2 0,4 1,6 2,0
3 0,6 1,4 2,0
4 0,8 1,2 2,0
5 1,0 1,0 2,0

Anotar aqui a concentracdo da solu¢ao padréo:

Apos a adicao do DNS (acido 3,5-dinitro-salicilico), colocar os tubos em banho-maria fervente por 10
min. Apos este tempo, esfriar em agua corrente e adicionar 16 mL de agua destilada. Agitar com
inversao da posicao na vertical (3x). Ler as absorbancias a 540 nm contra o branco.

Construir o grafico absorbancia versus concentragdo de sacarose hidrolisada. Este grafico sera
a curva padréo.



2) Efeito da concentracdo da enzima

Numerar sete tubos de ensaio (180 X 20 mm) e adicionar os reagentes conforme tabela 2.

Manter todos os tubos no gelo.

Tabela 2 — Estudo da concentracdo de enzima x velocidade de reacao.

sacarose
tampédo | solucéo 3 sacarose
5% em ) Concentracdo | Abs. 540 ) .
tubos . pH 4,77 | enzima ) hidrolisada por
tampao enzima (uM) nm ) _
(mL) (mL) min. (umol/min)
(mL)
branco 1,0 1,0 - 0,00 0,000 0,00
1 1,0 0,9 0,1
2 1,0 0,7 0,3
3 1,0 0,5 0,5
4 1,0 0,3 0,7
5 1,0 0,1 0,9
6 1,0 - 1,0

Apdés a adicdo da enzima, agitar suavemente. Retirar os tubos do gelo e coloca-los
imediatamente (e simultaneamente) em banho-maria a 37°C por 5 min. Transcorrido este tempo, os
tubos devem retornar imediatamente para o gelo. Assume-se que nesse instante a reacao para. Ainda
no gelo, adicionar a cada tubo 2 mL de DNS. Na presenca de DNS, devido a alcalinidade do reagente,
a enzima para de funcionar.

Transferir os tubos para banho-maria fervente e esperar 10 min. Findo este tempo, esfriar em
agua corrente e adicionar 16 mL de agua destilada em cada tubo. Agitar com inversao da posi¢do na
vertical (3x). Ler as absorbancias a 540 nm.

Fazer o gréafico colocando a concentracdo da enzima (uM) nas abscissas e a velocidade de
hidrolise expressa em pmols de sacarose hidrolisada por minuto nas ordenadas. Durante a aula de

laboratério sera fornecido o valor da concentragdo da enzima na solugao estoque.

3) Efeito da concentracdo de substrato

Numerar sete tubos de ensaio (180 X 20 mm) e adicionar os reagentes segundo a tabela 3.

Manter todos os tubos no gelo.



Tabela 3 — Estudo da concentragéo de substrato x velocidade de reacéo.

sacarose
tampao solucéo . sacarose
5% em ) concentragao Abs. 540 . .
tubos . pH 4,77 | enzima hidrolisada por
tampao sacarose (uM) nm ) )
(mL) (mL) min. (umol/min)
(mL)
branco 1,0 1,0 - 0,000 0,00
1 0,05 1,45 0,5
2 0,1 1,4 0,5
3 0,3 1,2 0,5
4 0,5 1,0 0,5
5 0,7 0,8 0,5
6 1,0 0,5 0,5

Proceder exatamente como no caso do estudo da concentracédo da enzima (item anterior).

Apos a adicdo da enzima, agitar suavemente. Retirar os tubos do gelo e coloca-los
imediatamente (e simultaneamente) em banho-maria a 37°C por 5 min. Transcorrido este tempo, os
tubos devem retornar imediatamente para o gelo. Assume-se que nesse instante a reac¢ao para. Ainda
no gelo, adicionar a cada tubo 2 mL de DNS. Na presenca de DNS, devido a alcalinidade do reagente,
a enzima (valor elevado de pH) para de funcionar.

Transferir os tubos para banho-maria fervente e esperar 10 min. Findo este tempo, esfriar em
agua corrente e adicionar 16 mL de agua destilada em cada tubo. Agitar com inversdo da posi¢ao na
vertical (3x). Ler as absorbancias a 540nm.

Fazer um grafico da velocidade “versus” concentragéo inicial do substrato. Estimar os valores de
Vimax € K.

Fazer o grafico de Lineweaver-Burk e calcular os valores de Vmaxe Knm.

Comparar o valor de K com o encontrado na literatura cientifica.

RELATORIO DE LABORATORIO 4

Além da apresentacgéo e discussao dos dados obtidos no laboratério, as seguintes questdes
devem estar respondidas no relatorio.
1. Qual o substrato utilizado nesta pratica? Qual a reagao catalisada pela enzima a partir deste
substrato? Qual(is) o(s) produto(s) da reagao catalisada pela enzima a partir deste substrato?
2. Foi utilizado algum tubo controle? Qual a fungao de um tubo controle? Dé exemplos.
3. Por que os tubos devem ser mantidos em banho de gelo? E porque os tubos devem sertransferidos

ao mesmo tempo para o banho a 30°C?



4. Por que a leitura da absorbancia é feita a 540 nm?
5. Discutir as curvas obtidas para o efeito da concentracdo da enzima e do substrato e elaborar um
protocolo para estudar o efeito do pH sobre a atividade.
6. Noitem 2 do protocolo é dito que, devido a alcalinidade do reagente DNS, sua adi¢ao faz a reagao
parar (enzima perde atividade). Justifique essa afirmacéo.
7. Como se pode dosar uma enzima? Em que a dosagem de uma enzima difere da dosagem de uma
substancia qualquer? Como determinar a atividade enzimatica (U) de uma enzima?
8. Sabe-se que para [E] = x, tem-se Vmax = 1 U, 0 que ocorrera com Vnax se [E] = 2x? Qual sera o valor
de Kn?
9. Definir Ki. O que o valor de K indica? Como se determina o Ki graficamente? Descreva um
experimento simples que ajude a definir se uma substancia € um inibidor competitivo ou nao-
competitivo.
10. O que é atividade especifica de uma enzima? Como se calcula a atividade especifica?
11. Uma solucao da enzima hexoquinase (atuante na via glicolitica), de caracteristicas michaelianas,
possui um valor de Kmigual a 0,15 mM para a glicose e 1,5 mM para a frutose. A velocidade maxima
da reacao (Vmax) neste sistema é a mesma para os dois substratos e igual a 50 mmols
substrato.(min.L)!. Plote os dois casos num mesmo grafico de velocidade reagdo em funcdo da
concentracao de substrato. Fagca também o grafico de duplo reciproco de Lineweaver-Burk contendo
os dois substratos. Comente as diferencas observadas entre os dois substratos nas duas curvas.
12. Uma solugdo comercial de xantina oxidase (enzima que participa do metabolismo de purinas)
possui, em seu rétulo, as seguintes informacgdes:

Dosagem de proteina: 2,4 mg/mL

Atividade enzimatica : 150 U/mg proteina
De acordo com o protocolo do ensaio enzimatico, sdo necessarios 10 mL de uma solugao de xantina
oxidase com atividade de 0,2 U/mL. Assim sendo, pergunta-se:
a.) Como preparar esta solug¢ao?
b.) Se a minha concentragao de substrato (xantina) for 0,6 mM, quantos mols de xantina devem

restar em solucao apés 10 min?
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