Aula

10

INTRODUCAO AO ESTUDO
DAS ENZIMAS

META
Apresentar a estrutura e a fungdo biologicas das enzimas, bem como os fatores que interferem
nas reacdes enzimaticas.

OBJETIVOS

Ao final desta aula, o aluno devera:

diferenciar catalisador quimico de catalisador bioldgico;

reconhecer as propriedades das enzimas como catalisadores;
classificar as enzimas com base no tipo de reacéo catalisada;
descrever o papel do catalisador na atividade catalitica;

avaliar o efeito da concentracdo do substrato na catalise enzimatica;
definir KM;

avaliar os efeitos da temperatura e do pH na catalise enzimatica;
identificar a estrutura do sitio ativo das enzimas;

descrever a especificidade enzimética; e

descrever os modelos chave fechadura e ajuste induzido da enzima ao substrato.

PRE-REQUISITOS

Para acompanhar esta aula, é importante
buscar subsidios nos contetddos trabalhados
nas aulas Introducdo a Bioquimica, ao Estudo
das Proteinas e Estruturas e Fung¢bes das
Proteinas Globulares.

E conhecido por ter criado o termo “enzima”

(Fonte: http://pt.wikipedia.org).



Bioquimica

196

INTRODUCAO

O termo enzima foi introduzido por Kuhne em 1878 para designar a
presenca no lévedo (fermento) de um principio quimico responsavel por
sua atividade fermentativa (de produzir etanol a partir de um agucar, na
auséncia de oxigénio). Todos os seres vivos utilizam a energia dos nutri-
entes (carboidratos, lipidios e proteinas) para manter 0s seus processos
vitais. A produc¢ao de energia na célula requer a participagao de muitas
enzimas, num processo denominado metabolismo energético. Muitas
dessas reacOes ocorrem muito lentamente na auséncia de um catalisa-
dor (substancia que acelera velocidade de reagdes quimicas). Para re-
solver esse problema, as células desenvolveram um modo de acelerar a
velocidade das reagdes. Neste contexto, surgem as enzimas que sao os
catalisadores biologicos. A maioria das enzimas sio proteinas globula-
res. Elas apresentam especificidade (preferéncia) tanto por seus subs-
tratos (a molécula que vai sofrer a reagao quimica) como para o tipo de
reacdo efetuada sobre o substrato. Essa especificidade da enzima se deve
a uma cavidade ou fenda de liga¢do do substrato, denominada sitio ativo.
O sitio ativo ¢ um arranjo de grupos quimicos das cadeias laterais de
aminodacidos que ligam o substrato por interagcdes nao-covalentes, locali-
zado na sua superficie da enzima.

O desenvolvimento da catalise como ciéncia auténoma passou por diversas fases desde que, em
1836, o quimico sueco Jéns Jacob Berzelius (1779-1848) inventou o termo catalise, para descre-
ver processos em que pequenas quantidades de certas substancias originavam extensas transfor-
magdes quimicas sem serem consumidas. Berzelius, contudo, interpretou erradamente esse efeito,
atribuindo-o a uma forca catalitica (Fonte: http://www.infopedia.pt).
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As enzimas sdo proteinas com a fungao especifica de acelerar reagdes
quimicas nas células. A maioria das enzimas ¢é proteina globular, excetu-
ando-se as ribozimas, que sao enzimas de ribonucleotideos, as unidades
do RNA. As enzimas sio os catalisadores mais notaveis, devido as pro-
priedades descritas abaixo:

Catalisam reacdes nas condi¢oes do ambiente celular. As enzimas
sao capazes de acelerar velocidades de reagdes nas condi¢oes do ambien-
te celular, ou seja, a uma temperatura de 37°C e pH de 7,4 (valor do pH
do plasma sanguineo). Os catalisadores quimicos (como platina e niquel)
atuam apenas sob temperatura muito elevada, pressio alta e valores de
pH acido ou basico. Se as enzimas atuassem em condi¢des tio extremas
como os catalisadores quimicos, a vida de animais (como os mamiferos)
nao seria possivel, pois essas condi¢bes levariam inevitavelmente a des-
truicio da célula.

Apresentam especificidade por seu substrato. Diferentemente dos
catalisadores quimicos que nao demonstram especificidade por seus subs-
tratos, as enzimas sao especificas por seus substratos. As a¢oes cataliticas
das enzimas nao levam a formacio de contaminantes..

Apresentam alto poder catalitico. As enzimas podem acelerar veloci-
dade de rea¢des quimicas multiplicando-a por fatores de 10". Na ausén-
cia de enzimas, a maioria das reagdes biologicas seria tio lenta, que essas
reagbes nao ocorreriam nas condi¢oes de temperatura e pH das células.
Por exemplo, a hidratacdo do didxido de carbono (CO,,) formando o 4ci-
do carbonico (H,CO,) na célula, pode ocorrer sem a presenca de enzima,
no entanto, essa rea¢ao levaria muito tempo para se completar, o que nao
seria compativel com as necessidades das células. A hidratacio do CO,,
catalisada pela anidrase carbonica, ocorre em uma velocidade incompa-
ravelmente alta.

Apresentam regulacdo de sua atividade catalitica. As enzimas regula-
doras (alostéricas e as enzimas reguladas covalentemente) tém suas agdes
cataliticas reguladas de acordo com as necessidades metabdlicas das cé-
lulas. As moléculas que se ligam a estrutura protéica da enzima alostéri-
cas, regulando a sua atividade catalitica sdo denominados moduladores,
efetores ou reguladores. Os moduladores podem ser tanto ativadores quan-
to inibidores da atividade catalitica.

COFATORES E COENZIMAS

Como estudamos na aula de introdug¢ao a proteinas termos associa-
dos a proteinas conjugadas, vamos ver nesse topico esses mesmos termos
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aplicados ao estudo das enzimas. Como proteinas, as enzimas podem ser
também simples e conjugadas, As enzimas conjugadas necessitam de co-
fatores (moléculas organica ou inorganica) para exercer as suas atividades
cataliticas. Os cofatores se ligam (transitéria e frouxamente) ao sitio ati-
vo da enzima por interacbes quimicas nao-covalente, como também po-
dem se ligar (permanentemente) por ligacao covalente. Nem toda enzima
requer um cofator para exercer a sua atividade catalitica, exemplo desta
classe sdo as enzimas ribonuclease, tripsina, quimotripsina, etc. Os cofa-
tores inorganicos sio normalmente fons metdlicos, como Fe**, Cu®*, Zn**
(Tabela 1). O cofator organico ¢ denominado coenzima (Tabela 2).

A porgao protéica da enzima conjugada é a apoproteina ou apoenzi-
ma. Quando o cofator se liga firme e permanentemente ao sitio ativo da
enzima ¢ denominado grupo prostético. Exemplo: o grupo heme da he-
moglobina. Desta forma, a enzima conjugada cataliticamente ativa, ou
seja, ligada ao seu cofator ¢ denominada holoenzima.

Tabela 1: Cofatores metalicos

Cofator Enzima

Zn*" Anidrase carbonicacarboxipeptidase
Mg** hexocinase

Ni** urease

Mo Nitrato redutase

Se  Glutationa peroxidase

Mn** Superéxido dismutase

K+ Propionil-CoA -carboxilase

Na Tabela 2 sao encontrados exemplos das coenzimas mais comuns
nas reagoes catalisadas por enzimas, bem como o tipo de grupo quimico
que elas transferem. As coenzimas sdo derivadas de modificagées quimi-
cas das vitaminas. A vitamina B1, a tiamina quando tem adicionado a sua
estrutura dois grupos fosfatos (um pirofosfato) se transforma na coenzi-
ma tiamina pirofosfato.

Tabela 2: Vitaminas e Coenzimas
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17 n e iln
Timminm |“|| |_.._|||'|||.| piolosi Mo i }I..l_.".l.l-
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NOMENCLATURA E CLASSIFICACAO
DAS ENZIMAS

Muitas enzimas sao ainda designadas em livros textos de bioquimica
por seu nome comum, cuja regra na maioria dos casos ¢ feita de duas
formas a saber:

Pela adigao do sufixo -ase a0 nome do substrato sobre os quais elas
atuam; por exemplo, a enzima que hidrolisa a uréia ¢ denominada urease;
o amido, a amilase; ésteres do fosfato, as fosfatases. Outras sao designa-
das pelo tipo de agao catalitica que realizam, tais como, anidrase carboni-
ca; D-amino oxidase; lactato desidrogenase. Algumas levam nomes vul-
gares como a tripsina, pepsina, emulsina, etc.

Pela designagao de nomes comuns, como os das proteinas, que se
caracteriza pela terminag¢do ina, como: tripsina, pepsina, emulsina, etc.

A Uniao Internacional de Bioquimica e Biologia Molecular (IUBMB)
adotou um sistema racional e pratico de nomenclatura identificando as
enzimas em seis classes, de acordo com a natureza da reagdo quimica que
catalisam. Para cada enzima, sio atribuidos dois nomes e um niamero de
classificagdo de quatro digitos que identificam as classes, as subclasses e
as sub-subclasses. Mas essa nomenclatura nao sera objeto do nosso estu-
do, para nossos propoésitos sera mencionada nessa aula apenas a classifi-
cagdo internacional sistematica para as enzimas adotada pela IUBMB.
Nessa classificagao as enzimas sao agrupadas em seis classes segundo o
tipo de reagao catalisada: oxirredutases, transferases, hidrolases, liases,
isomerases e ligases.

a) Oxirredutases. Catalisam reacoes de 6xido-reducio (reacdes com trans-
feréncia de elétrons). Essa classe é subdivida em varias subclasses como,
por exemplo:

— Desidrogenases. Catalisam reagdes de 6xido redugao removendo elé-
trons na forma de um fon hidreto de seus substratos. O fon hidreto ¢ um
atomo de hidrogénio carregado negativamente e com dois elétrons (H:);
— Redutases. Catalisam rea¢des de reducao, ou seja, adicionam atomos de
hidrogénio ao substrato.

— Oxigenases. Catalisam a adi¢ao do oxigénio molecular ao substrato.

b) Transferases. Sio enzimas que catalisam rea¢Oes de transferéncia de
grupos, como por exemplo:

— Transaminases ou aminotransferases. Transferem grupos amino (NH,)
de um aminoacido para um cetoacido.

— Quinases ou cinases. Transferem um grupo fosfato de um composto
fosforilado, como o ATP, para seus substratos.

¢) Hidrolases. Sao enzimas que catalisam reagoes de hidrélise, como por
exemplo:
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— Hidroxilases — adicionam um 4tomo de oxigénio do O, no substrato,
produzindo um grupo hidroxila (OH).

— Glicosidases. Hidrolisam ligagdes glicosidicas, ligagdes covalentes que
unem os monossacatideos

— Peptidases. Hidrolisam liga¢oes peptidicas.

d) Liases. Catalisam rea¢oes de adi¢ao de grupos quimicos a duplas liga-
¢Oes ou retiram esses grupos, produzindo duplas ligagdes.

e) Isomerases. Catalisam reagdes que levam a formacao de isdbmeros.

f) Ligases. Catalisam reagdes em que ha formacao de ligagdes covalentes
C-C, C-§, C-O e C-N acopladas a  energia de hidrélise de compostos do
tipo nucleotideo trifosfato como ATP, ou de outros compostos ricos em
energia que nao nucleotideos trifosfatos.

COMO OS CATALISADORES ACELERAM
VELOCIDADES DE REACOES QUIMICAS

Uma reac¢do quimica, tal como um reagente ou substrato (S) forman-
do um produto (P) somente formara o produto P, se uma determinada
fracao das moléculas de S, em qualquer instante considerado, possuir enet-
gla suficiente para ser levada ao topo da colina de energia, o estado de
transicao (Figura 1). A energia de ativagdo é a quantidade de energia ne-
cessaria para levar o substrato para o estado de transicao. No estado de
transicao o substrato (S) esta num estado ativado, com igual possibilida-
de dos reagentes (S) formarem os produtos (P) da reagao, ou retornarem a
condicao inicial, ndo reagindo.

Para as reagdes quimicas reversiveis (reagdes que ocorrem nos dois

sentidos, ou seja, S produzindo P ou P produzindo S) como a reagdo em
que um substrato S forma um produto P, representada por S ®P, podemos
fazer as seguintes observagoes:
1. Se a reagio se da no sentido de formagao do produto P, diz-se que ela é
energeticamente favoravel, portanto, exotérmica (libera calor para o meio).
2. Se a reagao ocorre no sentido de formagao de S, diz-se que ela ¢é ener-
geticamente desfavoravel, portanto, endotérmica (absorve calor). Para
que uma reagao endotérmica ocorra é necessaria a adi¢ao de energia.

CONDICOES QUE RESULTAM NO AUMENTO DA
VELOCIDADE DE REACOES QUIMICAS

A velocidade de uma reacao quimica pode ser acelerada aumentando
a concentra¢ao do reagente quimico no estado de transi¢ao, aumentando
a temperatura do meio em que a reagao esta ocorrendo e adicionando um
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catalisador a essa reagao. Essas trés situacOes serdo discutidas agora na
sequéncia da aula.

Concentracdo de reagentes no estado de transi¢ao. A velocidade de
qualquer reagao quimica é proporcional a concentragao de reagentes no
estado de transi¢ao. Portanto, a velocidade de uma reag¢do quimica sera
muito alta se uma grande fragdo das moléculas de reagentes estiver no
estado de transi¢ao, mas essa velocidade serd muito baixa se apenas uma
pequena fracao de reagentes estiver no estado de transicao.

Aumento de temperatura. A velocidade de uma reagdo quimica pode
ser acelerada pela elevagao da temperatura da reagdo. Isso provoca um
aumento de colisoes entre os reagentes, o que faz com que grande parte
deles possua energia interna suficiente para alcancar o estado de transi-
¢ao. Geralmente a velocidade de uma reagao dobra quando a temperatura
aumenta de 10 °C.

Adigao de catalisador. A velocidade de uma reagao pode ser aumen-
tada também pela adi¢do de um catalisador, que direciona as reagdes, por
uma via de mais baixa barreira energética de ativagao. Desta forma, os
catalisadores diminuem a energia de ativagao das reagdes, permitindo
que uma fra¢do muito maior de moléculas de uma dada reagao forme
produtos por unidade de tempo (figura 1).

Estado de transscio, 5¢

A |
{ndo catabsada) .

o
« || AG (catalisada)
Al :! -

| Substrato

nerpa inng —s

L

' F'ri:r:jutn

Progresso da reacio —s

(Fonte: Nelson e Cox, 2002).

Figura 1:Variacio de energia livre (DG) e a energia de Ativagio (DG") de
reacOes catalisadas e nao catalisadas
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COMO AS ENZIMAS ACELERAM VELOCIDADES
DE REACOES QUIMICAS

As enzimas aceleram a velocidade de uma rea¢do quimica diminuin-
do a energia de ativacao. As enzimas nao sao modificadas (em termos
quimicos) ou consumidas nessa reagdo quimica. As enzimas nao modifi-
cam a constante de equilibrio (Keq), nem alteram a variacdo de energia
livre da reagao (DG). A constante de equilibrio (keq) de uma reagao qui-
mica reversfveis mede a concentracao de reagentes e produtos quando a
reagao atinge o equilibrio. A Energia Livre de Gibbs (G) ¢é a forma de
energia que realiza trabalho sob temperatura e pressao constantes. Como
as reacOes das células ocorrem num ambiente de temperaturas e pressao
constantes, diz-se que a energia livre é a energia das reagdes que ocorrem
no ambiente celular. A Energia Livre de Gibbs padrio (G°) ¢ a energia
das células em que os reagentes e produtos estdo em concentracoes pa-
droes, ou seja, 1M, temperatura a 25°C, pressao de 1 atm e pH 7,0. A
variacao da energia livre padrao de Gibbs ¢é representada por (DG®). A
tabela 3 mostra a relacdo entre a constante de equilibro (Keq) de uma
reagao e a variagao da energia livre padrao de Gibbs (DG?). Os valores de
variacdo de energia livre de Gibbs (G) das reagdes exotérmicas sao nega-
tivos e os das reagdes endotérmicas sao positivos (Tabela 3).

Tabela 3. Relacao entre DG° e Keq a 25° C.

keg Ecal miol Duanto a energia da
reacdn

1 + 6,82 Enderegdnica
e + 546 Enderednica
10 - 4,09 Endcrednica
1K +2.73 Enderednica
11 + 1,36 Endergdnica

| 1]

|0} -1 .36 Exergdna
10 2,73 Exerzdnica
- -, Excradnica
i 5,46 Exgrodnica
I’ 4 B2 Exerednica

EFEITO DA CONCENTRAGCAO DO SUBSTRATO
NA ATIVIDADE ENZIMATICA

Se testarmos o efeito da variaciao crescente da concentracio de
substrato em funcdo da velocidade da reacdo, num meio em que a
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concentra¢ao da enzima é mantida constante, observaremos o seguin-
te: a concentracoes bastante baixas de substrato, a velocidade da rea-
¢ao sera igualmente baixa. Incrementos consideraveis da concentra-
¢ao do substrato resultardo em aumentos pronunciados da velocidade
enzimatica. Com aumentos significativos das concentra¢ées do subs-
trato, a velocidade da reagao sofrera pouca alteragao (Figura 2). Isso
ocorre devido as enzimas demonstram o efeito de saturagdao por seus
substratos. Essa saturagdo significa que todas as enzimas estio com
seus sitios ativos ligados ao substrato. Portanto, a partir desse ponto
nao importa o quanto seja aumentada a concentragiao do substrato, a
curva da velocidade tenderd a aproximar-se de um maximo, sem que
nunca seja alcangado. Essa velocidade da reacdo corresponde a velo-
cidade méaxima (V_ ) da enzima.

Examinando a Figura 2, que mostra a relagio entre a concentra¢ao
de substrato e a velocidade da reagao enzimatica, constata-se que ¢ dificil
afirmar com exatidao qual a concentracao de substrato que fornece a
velocidade maxima de uma reagdo. Isto se explica pelo fato da curva
que expressa essa relacdo ter o formato de uma hipérbole retangular, e
nao o de uma reta. No entanto, Michaelis-Menten definiram uma cons-
tante chamada K, utilizada para estabelecer essa relagdo. Assim sen-
do, a constante K, ¢ definida como a concentragio de substrato neces-
saria para que uma enzima produza metade de sua velocidade maxima.
A equagdo matematica que descreve a forma caracteristica da curva de
saturagdao das enzimas do tipo Michaelis-Menten (que apresentam curva
hiperbolica) ¢ a seguinte:

Nexis].

Vo :
H'.'_'. +35

Em que:

V_ = velocidade inicial da reagio.

[S] = concentragao do substrato.

V... = velocidade maxima.

K,, = Constante de Michaelis-Menten para um dado substrato.
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E _ Vmax [ ES

@gﬁ Yo S Km+ ']

L L L L L i"‘
J Concentragio de substrato

Vimax
Vo = Km [-] Vo & Vmax

(Fonte: http://users.med.up.pt/ruifonte/PDFs/2008-2009/
Cinetica_Reg_Enz_Med_2008-09_slides29-48.pdf)

Figura 2: Efeito da concentragao do substrato na velocidade inicial de
uma reacao enzimatica.

SIGNIFICADO DA CONSTANTE DE
MICHAELIS-MENTEN (K,)

O conhecimento do valor da constante de Michelis-Menten (K )) das
enzimas é de grande importancia uma vez que a partir dele podemos tirar
varias informacoes sobre a reacdo catalisada, tais como:

a) A constante K, estabelece um valor aproximado da concentragio in-
tracelular do substrato, tendo em vista que ela mede a concentragiao de
substrato que leva uma enzima a produzir metade de sua velocidade ma-
xima. Portanto, é improvavel que a sua concentragao seja significativa-
mente maior ou menor do que a K, (Figura 2).

b) A constante de Michaelis-Menten indica a afinidade da enzima por
seus substratos, de maneira que o substrato que apresentar o menor
valor de K| terd uma maior afinidade pela enzima. Os substratos com
um K elevado apresentario uma baixa afinidade pelo substrato. A
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Tabela 4 mostra o exemplo de duas enzimas, hexocinase e quimotrip-
sina, que tém mais de um substrato. O substrato que apresenta uma
maior afinidade pela enzima hexocinase ¢ a glicose, ja a frutose ¢ o de
menor especificidade. Para a enzima quimotripsina, o substrato N-
Benzoiltirosinamida apresenta uma maior afinidade do que o tripepti-
deo Gliciltirosinilglicina.

Tabela 4. Valores de KM de algumas enzimas

Enzimas Substratos Boss mid
ATP 4
Hexocimse Glicose s
Frubese 1.5
Chitmolnipss ra Crliclbirosinile lecein LI
M- Bermroilirosinemida L5

EFEITO DO pH NA ATIVIDADE ENZIMATICA

A maioria das enzimas apresenta um valor de pH em que a sua ativi-
dade catalitica é maxima (Figura 3). Esse valor de pH é denominado pH
6timo. A atividade da enzima ¢ afetada (é reduzida) quando ela esta num
meio cujo valor de pH varia em torno do pH 6timo. O pH 6timo de uma
enzima nao é necessariamente idéntico ao pH do meio em que normal-
mente ela se encontra; esse pode estar um pouco acima ou abaixo do
valor do pH 6timo. VariagGes bruscas de pH, tanto para valores acido
como alcalino, podem causar a desnaturacio da enzima, com conseqiien-
te perda da sua atividade biologica. A tabela 7 apresenta valores de pH
6timo de algumas enzimas.

Tabela 5: Valor de pH 6timo de algumas enzimas

ExNZMA nH OTIMO
Fepsina 1.5
I mip=mna 1.1
Catalase T
Areimnase 47
Fumsarase T.8
Ribonuclease 7.8
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Figura 3: Efeito do pH na atividade enzimatica. Essas curvas demons-
tram o efeito do pH na atividade enzimatica da enzima tripsina, pepsina,
papaina e acetilcolinesterase, que apresentam pH 6timo de 8,0, 2,0, 8,0 e
10, respectivamente. Essas enzimas apresentam ainda atividade cataliti-
ca em faixa de valores de pH em torno do 6timo, mas essa atividade é um
pouco mais baixa do que elas teriam no pH 6timo.

Pepzina Papaina Acetilcolinesterasze
|

A rividads
relativa

Fonte. Garret & Grishman, 2000.

EFEITO DA TEMPERATURA NA
ATIVIDADE ENZIMATICA

A velocidade das reagbes enzimaticas aumenta com a temperatura,
dentro de determinada faixa na qual a enzima ¢é estavel e mantém sua
atividade catalitica. A velocidade das reagoes enzimaticas duplica a cada
elevacao de 10° C. Mesmo que as reagOes catalisadas por enzimas pare-
¢am muitas vezes apresentar uma temperatura 6tima (Figura 4), o pico
desse grafico de atividade enzimatica versus temperatura ocorre desta
forma porque as enzimas, sendo proteinas, sio desnaturadas pelo calor e
se tornam inativas a medida que a temperatura é elevada. O “6timo” de
temperatura ¢ assim resultante de dois processos:

1. o0 aumento usual na velocidade de reacio com a temperatura e
2. o valor crescente de desnaturacdo térmica da enzima acima de uma
temperatura critica.

A maioria das enzimas perde a sua atividade enzimatica com tempe-
raturas acima de 55° C. Outras enzimas mantém suas atividades com
temperaturas superiores a 55° C. As enzimas de varias espécies de bacté-
rias termofilicas (que habitam as fontes de agua extremamente quente,
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como as aguas vulcanicas), apresentam atividade enzimatica com tempe- 10

raturas superiores a 85° C. A tagpolimerase, uma enzima obtida de bacté-
rias termofilicas ¢ utilizada em técnicas de Biologia Molecular, amplifi-
cando moléculas de DNA. Essa enzima atua a temperaturas tao altas
quanto 85° C. A ribonuclease perde sua atividade com o aquecimento,
mas a recupera com o resfriamento.

HEII

Auvidads

Temperatura o

(Fonte: Gatret & Grishnam, 1999).

Figura 4: Curva de atividade enzimatica das enzimas em funcio da
temperatura.

ESTRUTURA DO SITIO ATIVO DAS ENZIMAS

O sitio ativo da enzima é uma fenda ou sulco tridimensional localiza-
do na superficie da enzima. E formado pelos grupos das cadeias laterais
dos aminoacidos. Os aminoacidos do sitio ativo estao distantes entre si
na seqiiéncia primaria da enzima, mas se aproximam com o enovelamen-
to da cadeia polipeptidica da enzima. Esse enovelamento ¢ o resultado
de interacbes nado-covalentes na estrutura terciaria, como foi visto na aula
de estrutura tridimensional das proteinas globulares, quando tratamos da
estrutura terciaria das protefnas globulares.

O sitio ativo de uma enzima ocupa somente uma pequena parte
da molécula de enzima. Cerca de doze residuos de aminoacidos estio
envolvidos na formacao do sitio ativo de uma enzima. Dos doze ami-
noacidos, apenas dois ou trés participam da ligacdo com substrato.
Entao, qual ¢ a 16gica molecular que explica o fato das enzimas serem
proteinas grandes e nao moléculas pequenas como di e tripeptideos?
Se considerarmos que os dois ou trés grupos R se ajustam perfeita-
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mente num espago tridimensional, um peptideo pequeno, linear, pode
conter todos os grupos necessarios na ligacio do substrato, porém as
distancias fixas das ligacoes e dos angulos nao permitiriam que os
grupos R assumam a forma necessaria. Uma proteina grande compos-
ta de centenas de residuos de aminoacidos pode se curvar, torcer e se
enrolar sobre si mesma e, portanto, fixar exatamente a posi¢ao dos
grupos R no espaco. Os outros residuos de aminoacidos (nao cataliti-
cos) tém fungdo igualmente importante, o de manter a estrutura terci-
aria da enzima através das ligacbes nao covalentes como: pontes de
hidrogénio, ligacao i6nica, interacao hidrofébica e a ligacao covalen-
te: ponte dissulfeto (S-S).

ESPECIFICIDADE ENZIMATICA

A especificidade enzimatica ¢ a propriedade das enzimas apresentar
preferéncia por seus substratos. Quanto a especificidade as enzimas se
classificam absolutas e relativas.

Especificidade absoluta. As enzimas que apresentam especifici-
dade absoluta por um dado substrato, ndao ligam em seu sitio ativo
nem mesmo moléculas bastante semelhantes, como os isomeros. Um
bom exemplo disso é a enzima aspartase, encontrada em plantas e
bactérias. A aspartase catalisa a adi¢do reversivel de fon amoénio ("NH,)
a dupla ligacdo do fumarato, produzindo o L-aspartato (Figura 5a).
Entretanto, a aspartase nao promove a adi¢do de fon amonio a ne-
nhum outro acido insaturado (ou seja, que apresenta dupla ligacao). A
aspartase nao reconhece nem o D-aspartato nem o maleato como subs-
tratos (Figura 5b). O D-aspartato ¢ o isomero optico do L-aspartato e
maleato ¢ o isdbmero cis do fumarato. A aspartase apresenta tanto es-
pecificidade 6ptica por seu substrato, (reconhecendo diferengas entre
as formas D- e L- do aspartato) quanto especificidade geométrica (dis-
criminando as forma trans e cis do fumarato e maleato). A aspartase ¢
uma enzima estereoespecifica, ou seja, apresenta a propriedade da es-
tereoespecificidade. A esterecoespecificidade permite as enzimas re-
conhecer moléculas de acordo com as suas formas.
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Figura 5: Especificidade absoluta da enzima por seu substrato. A figura
5a mostra a reagdo catalisada pela enzima aspartase, uma liase, que adici-
ona grupo amino a dupla ligagcao do fumarato produzindo o L-aspartato.
Na reacdo reversa, ela retira o fon amoénio ("NH,) do L-aspartato produ-
zindo o fumarato. 5b) O D-aspartato é o isdmero 6ptico do L-Aspartato e
o Maleato ¢ o isbmero geométrico do fumarato.

ESPECIFICIDADE RELATIVA

As enzimas que apresentam especificidade relativa por seus substra-
tos, reconhece grupos quimicos comuns encontrados nas estruturas dos
substratos. A quimotripsina (uma das enzimas da digestdao) catalisa a hi-
drolise de alguns peptideos (Figura 6). A quimotripsina cliva (quebra)
ligagbes peptidicas cujo grupo carbonila ¢ de um dos aminoacidos aroma-
ticos (fenilalanina, tirosina e triptofano).

Ligagao peptidica
o
—E*H—i;ﬂ'—;—i—i&—ll— w%ﬂﬂ_&-?[-ﬁ&-m + | _;_.{;_é E_

Figura 6: Especificidade relativa da enzima quimotripsina por seu substrato
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MODELOS QUE EXPLICAM A RELACAO
ENZIMA-SUBSTRATO

MODELO CHAVE FECHADURA

O alto grau de especificidade da enzima por seu substrato levou
Emil Fischer em 1894 a propor um modelo que explicasse a ligagao
do substrato ao sitio ativo da enzima. O modelo proposto por ele foi
denominado chave fechadura. O modelo chave fechadura considera
que o sitio ativo da enzima é complementar em tamanho, forma e
natureza quimica a molécula do substrato, proporcionando, assim,
um encaixe perfeito entre a enzima (a fechadura) e o substrato (a
chave) (Figura 7). Esse modelo nao ¢ suficiente para explicar a rela-
¢ao da enzima com o seu substrato por que as estruturas tridimensio-
nais das enzimas nao sao estaticas (rigidas) como uma fechadura, mas
sim, dinamicas. As estruturas enzimaticas podem sofrer mudancas con-
formacionais quando na interacdo com o substrato.

MODELO DO AJUSTE INDUZIDO DA ENZIMA
AO SUBSTRATO.

Daniel E. Koshland propos em 1958 um modelo alternativo para
explicar o encaixe da enzima ao seu substrato, denominando-o “modelo
do ajuste induzido da enzima ao substrato”. No ajuste induzido o sitio
ativo nao apresenta uma forma geométrica rigida (como a do modelo
chave fechadura), mas um arranjo espacial preciso e especifico dos gru-
pos R dos aminoacidos do sitio ativo das enzimas. Desta forma, quando o
substrato interage com a cadeia polipeptidica da enzima, induz nela uma
mudanga conformacional (mudanca na estrutura), a0 que a enzima se
distorce, Quando a enzima se distorce, induz também uma mudanca na
estrutura do substrato. O substrato distorcido se liga adequadamente ao
seu sitio ativo (Figura 7).
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Figura 7. Relag¢do do encaixe do substrato a enzima substrato de acordo
com os modelos chave-fechadura e do ajuste da enzima ao substrato.

CONCLUSAO

As enzimas sao os catalisadores biologicos com propriedades inco-
muns. A maioria delas sdo proteinas globulares, com exce¢ao das ribozi-
mas (enzimas de RNA). As propriedades que fazem das enzimas os cata-
lisadores notaveis é que elas aumentam a velocidade de reagdo quimicas
nas condi¢ées do ambiente celular, apresentam especificidade por seus
substratos, nao produzem sub produtos ou contaminantes e podem ter
sua atividade catalitica regulada. As enzimas se classificam em seis clas-
ses a saber: oxirredutases, transferases, hidrolases, isomerases, liases e
ligases. Esses catalisadores bioldgicos aumentam a velocidade de reagoes
quimicas diminuindo a energia de ativacdo da reacdo catalisada, sem in-
terferir no perfil da energia livre padrao (DG) nem a constante de equili-
brio da reacao (Keq).As enzimas do tipo Michaelis-Menten demonstram
uma curva de saturagdo pelo substrato do tipo hipérbole retangular. Cons-
tante de substrato que da metade da velocidade maxima é denominada
constante de Michaelis-Menten (I ) A velocidade das reagdes enzimaticas
podem ser alteradas tanto por variagdo na temperatura, como variagoes do
pH do meio em que as enzimas se encontram. A especificidade das enzi-
mas por seus substratos ¢ absoluta ou relativa. As enzimas que apresentam
especificidade absoluta sio estereoespecificas (discriminam entre estereoi-
someros) e as que apresentam especificidade relativa reconhecem mais de
um substrato, desde que tenham um grupo quimico comum.

10
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RESUMO

As enzimas sdao proteinas com funcido especifica de acelerar reagoes
quimicas nas células. A maioria delas é proteina globular, excetuando-se
as ribozimas, que sao enzimas de ribonucleotideos. As enzimas sao cata-
lisadores notaveis, pois além de apresentarem alto poder catalitico, cata-
lisam reac¢Oes nas condi¢cbes do ambiente celular. Apresentam, ainda, re-
gulacdo de sua atividade catalitica e especificidade por seu substrato. As
enzimas conjugadas requerem cofatores (moléculas organica ou inorgani-
ca) para desenvolver suas atividades cataliticas. Normalmente, os cofa-
tores inorganicos sao fons metalicos e o cofator organico é um composto
organico denominado coenzima. A por¢ao protéica da enzima conjugada
¢ a apoproteina ou apoenzima. Quando o cofator se liga firme e perma-
nentemente ao sitio ativo da enzima, é nominado grupo prostético. As
enzimas compdem seis classes conforme a reagao catalisada: oxirreduta-
ses, transferases, hidrolases, liases, isomerases e ligases. As enzimas au-
mentam a velocidade de rea¢Ges quimicas por diminuir a energia de ati-
vagdo. Nesse processo as enzimas formam complexos com seus substra-
tos. As enzimas do tipo Michaelis-Menten descrevem uma hipérbole re-
tangular quando sao lancados em grafico os dados de velocidade da rea-
¢ao por variagdo na concentragao do substrato. A concentragio do subs-
trato que da metade da velocidade maxima ¢ denominada KM (Constan-
te de Michaelis-Menten). A maioria das enzimas apresenta um pH 6timo,
valor de pH em que a sua atividade catalitica é maxima. A atividade da
enzima ¢ reduzida em meio cujo valor de pH varia em torno do pH étimo.
A velocidade das reacbes enzimaticas duplica a cada elevacao de 10° C,
dentro de certa faixa na qual a enzima ¢ estavel e mantém sua atividade
catalitica. A temperatura acima de 50 °C as enzimas perdem sua fun¢ao
biolégica por sofrer desnaturagao. A especificidade enzimatica ¢ a propri-
edade das enzimas apresentar preferéncia por seus substratos. Quanto a
especificidade por seus substratos as enzimas sao classificadas em abso-
lutas (ndo ligam em seu sitio ativo nem mesmo moléculas bastante seme-
lhantes, como os isdbmeros 6pticos) e relativas (reconhecem grupos qui-
micos comuns encontrados nas estruturas dos substratos). Os modelos
que explicam a relagdo das enzimas com seus substratos sao o chave-
fechadura (que considera que o sitio ativo da enzima é complementar em
tamanho, forma e natureza quimica a molécula do substrato, gerando um
encaixe perfeito entre a enzima (a fechadura) e o substrato (a chave); e o
do ajuste induzido da enzima ao substrato (neste, o sitio ativo nao apre-
senta uma forma geométrica rigida mas um arranjo espacial preciso e es-
pecifico dos grupos R dos aminoacidos do sitio ativo das enzimas).
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ATIVIDADES 1 O

1. Quais as propriedades das enzimas que fazem delas catalisadores in-
comparaveis?

2. O que sdo transferases e oxirredutases?

3. Como as enzimas aumentam a velocidade de uma reagdo quimica?

4. Como a concentragao do substrato pode influenciar a velocidade de
uma reacao enzimatica?

5. Por que o modelo do ajuste induzido é mais aceito na explicagio da
relagao da enzima com o seu substrato do que o modelo chave-fechadura?
6. Como variagdes do valor de pH afetam a velocidade de uma reagao
enzimatica?

COMENTARIO SOBRE AS ATIVIDADES

1. Certamente ao responder essa atividade vocé deve ter pensado na
a¢ao catalitica de catalisadores quimicos comuns como niquel e platina
com as propriedades dos catalisadores biologicos, as enzimas. Nessa
comparagdo voce deve ter apontado as caracteristicas das enzimas
que fazem delas os melhores catalisadores conhecidos como o fato de
essas moléculas catalisarem rea¢des quimicas nas condigoes do
ambiente celular, de elas apresentarem um poder catalitico
incomparavelmente alto, de apresentarem especificidade (ou preferéncia
por seus substratos) e de poderem ter suas atividades cataliticas. Como
nenhum catalisador quimico é capaz de apresentar qualquer uma
dessas quatro propriedades acima citadas, vocé reconheceu
apropriadamente que as enzimas sio os melhores catalisadores.

2. O sufixo ase (no plural) presente nos termos acima permitiu a
voce associa-los a enzimas. A leitura do topico sobre a nomenclatura
das enzimas destaca que esse sufixo é caracteristico dessa classe de
biomoléculas. Os nomes dessas enzimas também sao sugestivos, e
certamente conduziram vocé a uma correta identificacao das
atividades dessas suas enzimas. Os termos oxirredutases e
transferases devem ter sugerido a vocé o tipo de reacOes que essas
enzimas devem catalisar no ambiente celular. Pois vejamos, as
oxirredutases catalisam reacdes de oxido-reducao e as transferases
catalisam reagoes de transferéncia de grupos quimicos.

3. Se ao responder essa atividade vocé além do texto consultou a
Figura 1 deve ter percebido que a unica diferenca entre uma reagao
catalisada e a reagdo nio catalisada é o nivel da energia de ativagao.
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A energia de ativagdo é a energia necessaria para ativar um reagente,
levando-o ao topo de uma colina energética, denominada estado de
transicdo. A partir de dados da Figura 1 vocé pode concluir que as
reagdes catalisadas apresentam uma energia de ativagdo mais baixa
do que as reagdes ndo catalisadas. Assim, as enzimas aceleram a
velocidade de uma reagao quimica diminuindo a energia de ativagao.

4. Se vocé imaginou uma situa¢dao experimental em que a
concentracao da enzima é mantida constante e criou diferentes
situagdes em que a concentracio do substrato é variada, imagino
vocé concluindo que:

— Quando as concentragoes do substrato sio bastante baixas, a
velocidade da reagao é igualmente baixa.

— Incrementos consideraveis da concentracao do substrato resultardo
em aumentos pronunciados da velocidade enzimatica.

— Com aumentos significativos das concentragoes do substrato, a
velocidade da reagdo sofrera pouca alteracao devido as enzimas
demonstram o efeito de saturaciao por seus substratos.

5. Como ja aprendemos na aula de proteinas globulares que
variagoes no valor de pH tanto para o lado acido quanto para o
lado basico podem causar desnaturagdo protéica,espera-se nessa
atividade que vocé tenha associado as enzimas a proteinas
globulares. Vocé deve ter reconhecido também que as enzimas
apresentam um valor de pH em que a sua atividade catalitica é
maxima conhecido como pH 6timo. A atividade da enzima é afetada
(¢ reduzida) quando ela esta num meio cujo valor de pH varia em
torno do pH 6timo. O pH 6timo de uma enzima nio ¢é
necessariamente idéntico ao pH do meio em que normalmente ela
se encontra; esse pode estar um pouco acima ou abaixo do valor do
pH o6timo. Variagdes bruscas de pH, tanto para valores acido como
alcalino, podem causar a desnaturag¢ao da enzima, com conseqiiente
perda da sua atividade bioldgica.

0. Certamente voce deve tera identificado que quando o substrato se
liga ao sitio ativo das enzimas, eles provocam uma mudanga nessa
estrutura. Ao ter sua estrutura modificada, as enzimas promovem
uma distor¢ao também no substrato. Compreendendo que o modelo
chave-fechadura representa uma relagao estatica da enzima com
seu substrato, como uma chave que se encaixa perfeitamente na
fenda de uma fechadura, certamente vocé tera juntado elementos
para justificar o porqué de o modelo do ajuste induzido explicar
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melhor a relacao das enzimas com seus substratos. Assim, o modelo
do ajuste induzido atesta que o sitio ativo ndo apresenta uma forma
geométrica rigida, como ¢ verificado no modelo chave fechadura,
mas um arranjo espacial preciso e especifico dos grupos R dos
aminoacidos. Assim, quando o substrato interage com a cadeia
polipeptidica da enzima ele provoca uma mudang¢a conformacional
na enzima. Uma vez distorcida, a enzima induz também uma mudanca
na estrutura do substrato.

PROXIMA AULA

O que sio inibidores enzimaticos? Como siao classificados os inibidores
enzimaticos? O que ¢ regulacdo enzimatica e quais sao os tipos de regula-
¢do enzimatica? Hsses e outros questionamentos serao respondidos na
proxima aula, entdo, até 1al
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INIBICAO E REGULACAO
ENZIMATICA

META
Entender como os inibidores enzimaticos e a regulacdo enzimética interferem na velocidade das
reacdes enzimaticas.

OBJETIVOS

Ao final desta aula, o aluno devera:

definir inibicdo enzimatica;

classificar inibicdo enzimética;

descrever a inibicdo irreversivel,

descrever a inibicdo reversivel competitiva;
descrever a inibicdo reversivel incompetitiva;
reconhecer a inibicao reversivel mista;

descrever e classificar enzimas reguladoras;
descrever as propriedades das enzimas alostéricas;
descrever as propriedades das enzimas reguladas covalentes; e
definir zimogénios e descrever a sua formagéo.

PRE-REQUISITOS

Para acompanhar esta aula, é
importante buscar subsidios nos
conteudos trabalhados na aula
introducao ao estudo das enzimas.

Modelo do enzima Purina nucledsido _fosforilase (PNP) ge-
rado por computador (Fonte: http://pt.wikipedia.org).
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INTRODUCAO

Diversos fatores alteram a velocidade de uma reacdo enzimatica, entre
eles temos a concentragdo do substrato no estado de transicao, variacoes
no pH do meio em que a enzima se encontra ¢ a elevacao da temperatura.
Enquanto aumentos da concentragio do substrato no estado de transi¢ao
elevam a velocidade da reagio; as variagdes do pH do meio em que as
enzimas se encontram e as elevacdes da temperatura provocam a desnatu-
racdo da enzima, diminuindo a velocidade da reacio. A influéncia desses
fatores foi vista na aula introdutéria do assunto enzimas. Nessa aula vamos
estudar dois outros fatores que interferem na velocidade enzimatica: a ini-
bicao e a regulagiao enzimatica. De fato, muitos processos enzimaticos po-
dem ser interrompidos, inibidos ou ativados, durante certas fases no ciclo
de vida da célula. Se assim nao fosse, a célula poderia apresentar um cresci-
mento descontrolado, como o que é observado nas células cancerosas. O
estudo da inibicao enzimatica permitiu aos enzimologistas (bioquimicos
estudiosos das enzimas) identificar a estrutura quimica dos aminoacidos
que participam na formacgao dos sitios ativos dessas moléculas, elucidar as
sequéncias de diversas vias metabolicas, bem como no esclarecimento do
mecanismo de a¢ao de algumas drogas terapéuticas, como por exemplo, o
acido acetil salicilico (AAS, encontrado na aspirina). A regulacao das vias
metabdlicas envolve mecanismos sofisticados e complexos como a regula-
¢ao alostérica, modificagdes quimicas covalentes da enzima, ativagao de
zimogenios e produgio celular de isoenzimas.

Eduard Buchner descobriu que os extratos de levedo podiam fermentar o agucar até alcool e
provou que as enzimas envolvidas na fermenta¢do continuavam funcionando mesmo quando
removidas das células vivas (Fonte: http://pt.wikipedia.org).
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DEFINICAO DE INIBIDOR ENZIMATICO

Qualquer molécula que se ligue a cadeia polipeptidica de uma en-
zima, diminuindo a velocidade da rea¢ido, é considerada um inibidor
enzimatico.

TIPOS DE INIBICAO ENZIMATICA

A inibicdo enzimatica € classificada em irreversivel e reversivel. Essa
classificagao baseia-se na natureza quimica da ligaciao do inibidor a enzi-
ma. Assim, a inibi¢do irreversivel ocorre com a ligacao do inibidor de
forma covalente ao sitio ativo da enzima. Os inibidores reversiveis se
ligam de forma nao covalente a cadeia polipeptidica da enzima.

INIBICAO IRREVERSIVEL

Na inibicao irreversivel o inibidor se liga através de ligagdo covalente
ao sitio ativo da enzima, impedindo a ligagao do substrato. A inibi¢ao da
enzima acetilcolinesterase por organofosforados (como o diisopropilfluo-
rofosfato) é um exemplo de inibi¢do irreversivel. Os organofosforados
sao utilizados como inseticidas na agricultura, para controlar as pragas
que atacam as plantagoes.

Molécula da

i HF F CH,
acetilcolinesterass
CHy—OH + I%I—B—LIJ—[#{
cadein lateral de serina HoC CHy
sitlo ativo d
::-aﬂl:ll:n;nuuﬂu:m l Diisopropilfluorcfosiato
H{ CH,

Maléculas da
acetilcolinesterase

He  CH,

Figura 1: Inibi¢do irreversivel da enzima acetilcolinesterase pelo diiso-
propilfluorofosfato, um organofostorado.
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INIBICAO REVERSIVEL

Na inibi¢ao reversivel o inibidor se liga ao sitio ativo ou entdao a
outra parte da cadeia polipeptidica da enzima, impedindo que o substrato
seja transformado em produto. A ligagao do inibidor reversivel a enzima
ocorre através de uma ou mais interagdes quimicas nao covalentes como:
pontes de hidrogénio, interagao hidrofébica, ligagao idnica, van der Walls,
dipolo-dipolo. A inibi¢ao reversivel ¢ de trés tipos, a saber: Competitiva,
incompetitiva e mista.

INIBICAO REVERSIVEL

competitiva. A inibigdo competitiva ocorre devido a estrutura quimi-
ca do inibidor competitivo assemelha-se a estrutura do substrato. O ini-
bidor competitivo se liga ao sitio ativo da enzima, impedindo a ligagao do
substrato. A inibicdo da desidrogenase succnica, uma enzima do ciclo de
Krebs, (assunto que vamos estudar na aula 13) pelo malonato ¢ um exem-
plo de inibicao competitiva (Figuras 2a e 2b).

O succinato (Figura 2b), um acido organico que apresenta dois gru-
pos carboxilatos (COO), se liga ao sitio ativo da desidrogenase succinica
através de ligagao i6nica. Essa ligagdao i6nica ocorre com a atracio das
cargas negativas dos carboxilatos (COO) e a carga positiva dos fons amonio
("NH,). O malonato e o oxaloacetato sio inibidores competitivos dessa
enzima. Tanto o malonato quanto oxaloacetato apresentam estruturas
quimicas semelhantes a do succinato (Figura 2b) podendo dessa forma,
ligar-se ao sitio ativo também através de ligacao ionica.

Este exemplo explica como o conhecimento desse inibidor permitiu
mapear o sitio ativo da enzima desidrogenase succinica. Assim, se tanto o
substrato como os inibidores dessa enzima apresentam carga negativa no
pH 7,0 (conferida pelos grupos COQ)), ¢ indicativo de que o sitio ativo
dessas enzimas deve conter aminoacidos com carga positiva (aminoaci-
dos basicos). Dessa forma, os substratos e inibidores com carga negativa
(COO) interagem com os aminoacidos bésicos do sitio ativo dessa enzi-
ma por formagao de ligagao ionica.

A inibicao competitiva pode ser revertida aumentando-se a concen-
tracao do substrato. Isso ¢é explicado pelo fato de que incrementos na
concentragao de substrato permitirdo a eles competir com o inibidor pela
ligacdo ao sitio ativo da enzima.
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Figura 2 (a) Inibi¢ao reversivel da enzima desidrogenase succinica pelo
malonato. (b) Estruturas quimicas do succinato, malonato e oxaloaceta-
to. (c) Representacido esquematica da inibi¢do competitiva.

INIBICAO INCOMPETITIVA

A inibi¢do incompetitiva se caracteriza pela ligacdo do inibidor apenas
ao complexo enzima substrato (representado por ES) originando um comple-
x0 enzima-substrato-inibidor (ESI). O complexo ESI ¢ inativo, o que signifi-
ca dizer que o substrato nessa condi¢do nao vai ser transformado pela enzi-
ma, formando o produto da reacao (Figura 3). O esquema abaixo demonstra
como ocorte a reagdo enzimatica em presenca do inibidor incompetitivo.

E+ 8= ES+ 1= EIS Miohd formacio de produto
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A inibi¢ao incompetitiva nao ¢é revertida com aumentos na concen-
tracao do substrato.

Substrato

Enzima Complexe ES

2

Produtos

}4’ Inibidor Incompetitive

Complexo ESI
Formas inativas da enzima

Figura 3. Inibicao incompetitiva.

INIBICAO MISTA

Na inibi¢ao mista o inibidor se liga a uma regido da enzima, dife-
rente do sitio ativo, sem interferir na ligacao do substrato ao sitio ca-
talitico. Uma vez ligado o substrato ao sitio ativo da enzima, ele tam-
bém nio impede a ligacao do inibidor. O inibidor pode se ligar tanto a
enzima livre [E] quanto ao complexo enzima-substrato [ES], forman-
do o complexo [ESI]. O complexo [ESI] ¢é cataliticamente inativo, ou
seja, o substrato ndo vai ser transformado no produto da reagio (Fi-
gura 4). Sao exemplos de inibidores mistos os metais pesados como
chumbo (Pb**), prata (Ag*"), mercurio (Hg2+), etc. Esses inibidores
se ligam a sulfidrilas (SH), grupo funcional encontrado na cadeia late-
ral do aminodcido cisteina.

Figura 4. Representa¢do esquematica da inibi¢ao mista. O Complexo ES
representa a enzima ligada ao seu substrato; ESI a enzima ligada ao seu
inibidor misto e ao seu substrato. Nesta inibi¢ao o inibidor se liga a uma
regido da enzima diferente do sitio catalitico, que é o local de ligacao do
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substrato. A inibicao nao competitiva pode ser revertida através da diali-

C—-C

o

ENZIMAS REGULADORAS

se da enzima.

A regulacao das vias metabdlicas envolve mecanismos sofisticados e
complexos como:

Regulagdo nio covalente ou controle alostérico. Essa regulacdo se
caracteriza pela ligacio nio covalente do efetor ou modulador ao sitio
regulador das enzimas alostéricas (sitio alostérico ou sitio modulador).
O modulador pode ativar ou inibir a atividade enzimatica.

Modificagao covalente reversivel. As propriedades cataliticas de muitas
enzimas sao alternadas pela ligagdo covalente e transitoria de um grupo
quimico a cadeia polipeptidica ou ao sitio ativo da enzima. No metabolis-
mo celular ¢ bastante freqiiente a regulacao de enzimas reguladoras das
vias metabdlicas por transferéncia de grupos fosfatos do ATP para sitios
ativos dessas enzimas.

Clivagem proteolitica. Nesse mecanismo de controle as enzimas se
alternam entre dois estados a saber, inativo (proenzimas ou zimogenios)
e enzimas cataliticamente ativas.

Producio de formas multiplas de enzimas (isoenzimas). Esse tipo de
regulacdo se da por formas multiplas de enzimas relacionadas denomina-
das isoenzimas ou isozimas. As isozimas sdo enzimas homologas dentro
de um mesmo organismo que catalisam a mesma reacdo, mas diferem
levemente em suas estruturas e nos valores de seus parametros cinéticos
como K e Vmax.
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SISTEMA MULTIENZIMATICO OU VIA
METABOLICA

Uma via metabdlica se caracteriza como sendo uma seqiiéncia de
reacoes quimicas em que um grupo de enzimas (sistema multienzimati-
co) atua em conjunto para converter um determinado substrato em um
ou mais produtos. Nessa via multienzimatica, o produto da agio de uma
enzima ¢ substrato da préxima enzima, e assim sucessivamente. Os pro-
dutos das a¢des dessas enzimas do metabolismo sio denominados inter-
mediarios metabdlicos ou metabdlitos (Figura 5).

A glicélise anaerdbica (metabolismo da glicose na auséncia de oxige-
nio), que pode ocorrer em células dos musculos e das hemacias, ¢ um
exemplo de uma via metabolica. Nessa via metabdlica o monossacarideo
glicose, um dos principais substratos dessa via, vai ser transformado em
duas moléculas de acido lactico, sob a a¢do conjunta de onze enzimas
(Estudaremos esse metabolismo com mais detalhes na aula metabolismo
aerébico e anaerdbico dos carboidratos). Normalmente, a primeira enzi-
ma de uma via metabdlica é uma enzima reguladora. Em regra, a enzima
reguladora que catalisa a reacdo mais lenta de uma via metabdlica é a
enzima marca passo. As enzimas marca passos sio enzimas reguladoras,
sendo classificadas em dois tipos: enzimas alostéricas (ou reguladas de
forma nao covalente) e enzimas reguladas covalentemente.

A

l E1

B Figura 5: Via meta-
l E2 bolica. Neste esque-

ma de uma via me-

Cc tabdlica, E1 a E6
L E3 representam as seis

enzimas que catali-
D q

sam a transforma-

l E4 ¢iao do substrato A

no produto P. As le-
E tras B, C, D, E e F
l ES representam os in-

termediarios meta-
bélicos.
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REGULAGCAO ALOSTERICA OU REGULAGAO 11

NAO-COVALENTE

As enzimas alostéricas sao proteinas reguladoras que apresentam
um sitio catalitico e um sitio alostérico ou regulador em suas cadeias
polipeptidicas. Ao sitio alostérico se liga o efetor ou modulador, que é
a molécula que regula a atividade dessas enzimas. A ligacdo do mo-
dulador alostérico ocorre por interacao quimica nao covalente,
como pontes de hidrogénio, ligacao idnica, dipolo-dipolo, intera-
cido de van der Waals e interaciao hidrofébica. Os sitios ativos e
alostéricos dessas enzimas sao localizados em regides distintas da
cadeia polipeptidica. Pode ocorrer também de esses sitios se en-
contrarem em subunidades distintas da proteina. As enzimas alos-
téricas existem em duas formas: T (tensa), ndo ligada ao substrato,
e a forma R (Relaxada) ligada ao substrato (Figura 6). As enzimas
alostéricas demonstram especificidade tanto para o seu substrato quan-
to para o modulador. Os moduladores sao ativadores ou inibidores da
atividade catalitica (Figura 0).

ﬁ} Substrato
C k @ Moduladaor

(Fonte: Garret & Grisham, 1995).

Figura 6. Enzimas Alostéricas. O sitio Catalitico é representado por C e o
sitio regulador, por R..

ENZIMAS ALOSTERICAS HOMOTROPICA
E HETEROTROPICA

De acordo com a regulagdo, as enzimas alostéricas classificam-se
em homotrépica ou heterotropica. Na regulagio homotrépica o modu-
lador é o proprio substrato da enzima. Quando o substrato atua como
modulador homotrépico ele se liga ao sitio alostérico, regulando assim,
a atividade da enzima. O regulador heterotrépico é qualquer substancia
diferente do substrato. Algumas enzimas alostéricas apresentam ambos
os tipos de regulacio homotrépica e heterotrépica.
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EFEITO DA CONCENTRACAO DO SUBSTRATO
NA ATIVIDADE ENZIMATICA DAS
ENZIMAS ALOSTERICAS

As enzimas alostéricas sao enzimas complexas, possuindo duas ou
mais cadeias polipeptidicas. Essas enzimas sio proteinas oligoméricas. A
curva de velocidade de reacio em funcio do aumento da concentraciao
de substrato para as enzimas do tipo Michaelis-Menten, é uma hipérbole
retangular, (como aprendemos na aula de introdu¢do ao estudo das enzi-
mas), as enzimas alostéricas, por sua vez, descrevem uma curva do tipo
sigmobide (Figura 7). Outro aspecto que merece ser destacado sobre as
enzimas alostéricas ¢ que a concentra¢ao de substrato que corresponde a
metade da velocidade méxima ¢ conhecido como K ..

As enzimas alostéricas apresentam propriedades cooperativas, ou seja,
comunicagao entre as suas cadeias polipeptidicas, comunicagio essa que se
caracteriza por uma mudanga conformacional da enzima quando a ela se
ligam os seus moduladores. Isto pode ser constatado pelo efeito da concen-
tracdo do substrato na velocidade da reacdo. Sob concentracdes baixas de
substrato, a velocidade da reagao vai ser igualmente baixa, aumentos subse-
quientes podem elevar a velocidade da reagao, multiplicando-a por um fator
de 500 vezes a velocidade inicial. Isso ocotre por que as enzimas alostéricas
apresentam propriedades cooperativas ou cooperatividade. A cooperativida-
de é a comunicagdo entre as cadeias polipeptidicas das enzimas alostéricas é
de dois tipos: Cooperatividade positiva e cooperatividade negativa.

A ligagao de um modulador ativador a um sitio regulador pode facili-
tar a ligagao de moléculas de substratos aos outros sitios cataliticos. Essa
¢ a cooperatividade positiva. No entanto, a ligacdo do modulador inibi-
dor a um sitio regulador, diminuirad a ligagcdo da enzima pelo substrato,
verificando-se, portanto, a cooperatividade negativa.

Figura 7. Curva de ve-
locidade das enzimas

alostéricas em funcao
da variacao da concen-
tracio do substrato e
efeitos dos modulado-
res alostéricos hetero-
tropico positivo (M+)
e negativo (M-) na sua
curva de saturacio.
Fonte: Garret &
Grisham, 1995.
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PROPRIEDADES DAS ENZIMAS ALOSTERICAS

— Sdo proteinas oligoméricas, apresentando duas ou mais cadeias po-
lipeptidicas;.

— Sdo reguladas pela ligacio nio covalente do efetor ou modulador ao
sitio regulador ou alostérico;

— Apresentam curva de saturacao pelo substrato do tipo sigmoide;

— Apresentam propriedades cooperativas, ou seja, coopera¢io ou comu-
nicagido entre as suas cadeias polipeptidicas;

— Nao seguem o comportamento cinético descrito por Michaelis-Menten,
para as enzimas simples, ou seja, ndo apresentam curvas de velocidade
em fungdao do aumento do substrato do tipo hiperbdlico;

— A concentragao do substrato que corresponde a metade da velocidade
maxima ¢ denominada K .

ENZIMAS REGULADAS COVALENTEMENTE

Na regulagdo covalente essas enzimas reguladoras sdo inter converti-
das entre duas formas ativa e inativa. A ativacdo ou inativacio dessas
enzimas ocorre através da ligacao covalente de um grupo quimico a um
atomo ou grupo de atomos dos sitios ativos dessas enzimas. A regula¢io
da enzima fosforilase do glicogénio é um exemplo desse tipo de regula-
¢ao. A fosforilase do glicogénio ¢ uma enzima encontrada nos musculos e
figado, e catalisa a seguinte reagao.

(Glicogenio) + Fosfato —s (Glicogénio encurtado de um residuo de
glicose)+ glicose-1-fosfato

As fosforilases do glicogénio ocorrem em duas formas: fosforilase A
e fosforilase B. A fosforilase A é a forma ativa, e a fosforilase B. e a
forma relativamente inativa. A fosforilase A tem duas subunidades poli-
peptidicas, cada uma delas com um residuo de serina, que é fosforilado
no seu grupo hidroxila. Esses residuos de serina fosfato sdo necessarios
para a atividade maxima da enzima. Os grupos fosfatos podem ser remo-
vidos por hidrolise, catalisada por uma terceira enzima, com atividade
hidrolitica, a enzima fosforilase fosfatase. Nesta reacao a fosforilase A é
transformada em fosforilase B.

Fosforilase fosfatase
Fosforilase A + 2H20 + Fosforilase B + 2Pi
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A fosforilase-B, por sua vez, pode ser convertida em fosforilase A
ativa, por meio de uma quarta enzima chamada fosforilase cinase. A fos-
forilase cinase catalisa a transferéncia de grupo fosfato do ATP para o
grupo hidroxila de residuos especificos de serina na fosforilase B.

Fosforilase cinase
Fosforilase b + 2ATP + Fosforilase a+ 2ADP

ZIMOGENIOS

Um grande numero de enzimas (como as enzimas proteoliticas) é sin-
tetizado na forma de precursores inativos denominados zimogénios ou
proenzimas. Os zimogénios sao convertidos em suas formas ativas pela
acao de enzimas proteoliticas em 6rgaos diferentes daqueles em que
foram produzidos. As enzimas proteoliticas hidrolisam as ligagcoes pep-
tidicas especificas dos zimogénios, produzindo proteinas encurtadas
de alguns aminoacidos (forma ativa) e peptideos pequenos. Essas pro-
teinas encurtadas, que sao a forma ativa dos zimogénios, apresentam
atividade hidrolitica.

Os zimogénios das enzimas digestivas quimotripsina e tripsina,
sintetizados nas células pancreaticas, sdo, respectivamente, quimo-
tripsinogeénio e tripsinogénio. Um dos motivos pelo qual se explica a
sintese de proteinas na forma inativa é a de que a sintese dessas enzi-
mas como proenzimas evita que elas possam hidrolisar proteinas cons-
titutivas desse 6rgao. Se essas enzimas fossem produzidas em suas
formas ativas elas poderiam causar a destruigdao desse 6rgao. Um exem-
plo que ilustra bem isso ¢ a pancreatite aguda. Na pancreatite aguda
verifica-se a sintese das proenzimas de tripsina e quimotripsina nas
células pancreaticas em suas formas ativas. A produ¢ao dessas proen-
zimas em suas formas ativas estd associado com todos os sintomas
letais observados nessa doenca.

ATIVACAO DA TRIPSINA

A conversao do tripsinogénio pancreatico em tripsina no intestino
pode ocorrer de duas formas distintas, como demonstram as reag¢oes 1 e
2. Na reagao 1, essa conversao ¢ feita pela enzima intestinal enteroqui-
nase (também conhecida por enteropeptidase). A propria tripsina intes-
tinal pode converter o tripsinogénio em tripsina, como pode ser verifi-
cado na reacao 2.
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enteroquinase
1. Tripsinogénio » Tripsina + hexapeptideo
Tripsina
2. Tripsinogénio » Tripsina + hexapeptideo

ATIVACAO DA QUIMOTRIPSINA

O quimotripsinogénio pancreatico, que possui uma cadeia polipepti-
dica composta de 245 residuos de aminoacidos, ¢ convertido em quimo-
tripsina no intestino por dois diferentes modos de ativagio como pode
ser visto nas reagoes 1 e 2 e na Figura 8. Na reagdo 1, a tripsina intestinal
hidrolisa ao quimotripsinogénio, em duas cadeias polipeptidicas, que for-
mam a protefna ativa p-quimotripsina. A rea¢do de ativagdo, catalisada
pela p-quimotripsina, hidrolisa a p-quimotripsina, formando trés cadeias
polipeptidicas, A, B e C, que compdem a -Quimotripsina (Figura 8).

Tripsina

1 Quimotripsinogénio —_,p-Quimotripsina
p-Quimotripsina

2 p-Quimotripsina —_,a-Quimotripsina + 2 dipeptideos

Quimotripsinogénio (inativo)

|1 245 |
Tripsina l
1 15 16 245
Quimotripsina.n
| Quimotripsina-n
Dois peptideos

1 13 16 146 ha9 245

Cadeia A Cadeia B Cadeia C

Quimotripsina. o

Figura 8. Ativacdo da quimotripsina.
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Os zimogénios sao enzimas inativas porque nao possuem um sitio
ativo. A hidrélise do zimogénio pelas enzimas hidroliticas, resultam em
que intera¢Oes antes nao permitidas entre os aminoacidos sejam desco-
bertas. Isso proporciona mudangas conformacionais da cadeia polipepti-
dica, fazendo com que o sitio ativo da enzima constitua-se como uma
estrutura tridimensional bem definida.

ISOENZIMAS

Outro fenémeno de regulagao metabdlica e que depende da estrutu-
ra quaternaria das proteinas enzimaticas é a produgao na célula de isoen-
zimas. As isoenzimas ou isozimas sado formas moleculares maltiplas de
uma enzima, que realizam a mesma a¢ao catalitica. A lactato-desidro-
genase (LDH), um tetramero formado por duas espécies diferentes
de cadeias polipeptidicas, denominadas M (musculo) e H (coragao) ¢
um exemplo de isoenzima. Essas subunidades sao codificadas por genes
diferentes (Tabela 1).

Tabela 1. Composi¢ao das subunidades da lactato-desidrogenase e suas
principais localizages

Tipo Composigio Localizacio
LDH- 1 HHHH Miociard io ¢ eritrocitos
LIDH- 2 HHHM Mociand e ¢ entroc ios
LDH- 3 HHMM Cercbro e figado
LDH- 4 HMMM -

LDH- 5 MMMM Musculo esquelénco e

figado

A lactato desidrogenase catalisa a reduco reversivel do piruvato a lacta-
to. Desse modo, no musculo esquelético a isoenzima LDH”’5 apresenta Vmax
elevada para o piruvato e, portanto, converte rapidamente o piruvato a lacta-
to. No caso da LDH”’1, encontrada no coragiao a Vmax ¢é relativamente baixa
para o piruvato, nao favorecendo a formacao do lactato. O excesso de piru-
vato inibe a isoenzima LDH-1. O musculo cardiaco, um tecido essencial-
mente aerébico, metaboliza a glicose a piruvato e, a seguir, a CO2 e H20,
produzindo pouco lactato. Entretanto, em situa¢oes de déficit de oxigénio no
ambiente celular, o piruvato pode ser convertido a lactato. Assim, as caracte-
risticas cinéticas distintas das duas enzimas determinam o tipo de metabolis-
mo em cada tecido. Foram estudadas isoenzimas de varias enzimas diferen-
tes, sendo as mais importantes, do ponto de vista clinico, além da lactato
desidrogenase, a creatina cinase e a fosfatase alcalina.
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CONCLUSAO

Os inibidores enzimaticos sao as substancias que reduzem a veloci-
dade da reacdo das enzimas. A inibicio enzimatica é classificada em irre-
versivel e reversivel, classificacido essa baseada na natureza quimica da
ligacao do inibidor a enzima. O inibidor irreversivel se liga de forma co-
valente e duradoura ao sitio ativo da enzima. O inibidor reversivel, por
sua vez, se liga de forma nio covalente a cadeia polipeptidica da enzima.
A inibi¢ao reversivel é de trés tipos: inibi¢do competitiva, incompetitiva
e mista. O inibidor competitivo por apresentar uma estrutura quimica
semelhante a do substrato se liga ao sitio ativo dessa enzima. Na inibic¢ao
incompetitiva o inibidor se liga apenas ao complexo [ESI]. Na inibi¢ao
mista o inibidor tanto se liga a enzima livre, quanto a enzima ligada ao
seu substrato. A regulacao das vias metabdlicas envolve mecanismos so-
fisticados e complexos como regulacio alostérica, modificagdo covalente
da enzima, ativa¢ao de zimogénios e producao celular de isoenzimas. As
regula¢do nao covalente ou controle alostérico se caracteriza pela ligacao
nao covalente do efetor ou modulador ao sitio alostérico. O modulador
alostérico pode ser homotrépico ou heterotrépico. Na regulagao covalen-
te as enzimas sao alternadas pela ligacio covalente e transitoria de um
grupo quimico a cadeia polipeptidica ou ao sitio ativo da enzima. Os
zimogeénios ou proenzimas sio enzimas cataliticamente inativas. Os zi-
mogeénios sao ativados através da agao de proteinas hidroliticas que cli-
vam ligagbes especificas, descobrindo o sitio ativo dessas enzimas. As
isoenzimas ou isozimas sao formas moleculares multiplas de uma enzi-
ma, que realizam a mesma acao catalitica.

RESUMO

Qualquer substancia que se liga a cadeia polipeptidica de uma enzi-
ma diminuindo a velocidade da reacgio é considerada um inibidor enzima-
tico. A inibicio enzimatica classifica-se em irreversivel e reversivel. A
inibi¢do irreversivel ocorre com a ligagdao do inibidor de forma covalente
ao sitio ativo da enzima, enquanto a inibi¢ao reversivel ocorre com a
ligagao nao covalente do inibidor a cadeia polipeptidica da enzima. As
ligagcbes ndo covalentes envolvidas na ligacdo do inibidor reversivel sao:
pontes de hidrogénio, interagao hidrofébica, liga¢ao idnica, van der Walls,
dipolo-dipolo. A inibi¢ao da enzima acetilcolinesterase pelo diisopropil-
fluorofosfato é um exemplo de inibigao irreversivel. Os tipos de inibicao
reversivel sao: competitiva, incompetitiva e mista. O inibidor competiti-
Vo, por apresentar uma estrutura quimica semelhante a do substrato, se
liga ao sitio ativo da enzima, impedindo a liga¢ao do substrato. O inibidor
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incompetitivo se liga apenas ao complexo enzima substrato (ES) origi-
nando um complexo enzima-substrato-inibidor (ESI) inativo. O inibidor
misto se liga a uma regido da enzima (que ndo o sitio ativo), sem interferir
na ligacao do substrato ao sitio catalitico. Na inibi¢ao mista o substrato
uma vez ligado ao sitio ativo, também nao impede a ligacao do inibidor. A
regulacdo das vias metabolicas envolve mecanismos sofisticados e com-
plexos como a regulacao alostérica, modificacdes quimicas covalentes da
enzima, ativagdo de zimogénios e a produgao celular de isoenzimas. A
regulacdo nao covalente ou controle alostérico se caracteriza pela ligacao
nao covalente do efetor ou modulador ao sitio regulador das enzimas
alostéricas. As enzimas alostéricas sio proteinas oligoméricas, apresen-
tando duas ou mais cadeias polipeptidicas. Elas sao reguladas pela liga-
¢ao nao covalente do efetor ou modulador ao sitio regulador. Apresentam
curva de saturagdao pelo substrato do tipo sigmodide; curva essa que é
explicada pelas propriedades cooperativas dessas enzimas. Enzimas re-
guladas por modificacao covalente reversivel sao alternadas entre as for-
mas ativas e inativas, pela ligacdo covalente e transitoria de um grupo
quimico a cadeia polipeptidica ou ao sitio ativo da enzima. A ativagao ou
inativagao dessas enzimas ocorre através da ligacao covalente de um gru-
po quimico a um atomo ou grupo de atomos dos sitios ativos dessas enzi-
mas. A regulagdo por clivagem proteolitica ocorre nas proenzimas ou zi-
mogeénios. Nesse mecanismo de controle as enzimas se alternam entre
dois estados a saber, inativo (proenzimas ou zimogenios) e enzimas cata-
liticamente ativas. A produ¢iao de formas multiplas de enzimas, como as
isoenzimas, ¢ também um mecanismo de regulacio celular, que se carac-
teriza pela presenca de formas mualtiplas de enzimas relacionadas deno-
minadas isoenzimas ou isozimas.

ATIVIDADES

1. O que sio inibidores enzimaticos? Como eles contribuiram no estu-
do de enzimas?

2. O que é uma inibicdo irreversivel? Exemplifique-a.

3. O que ¢ uma inibi¢do reversivel? Como sao classificados os inibi-
dores reversiveis?

4. Diferencie regula¢ao homotrépica de regulagao heterotrépica das enzi-
mas alostéricas.

5. Como ocorre a regulagio de uma via metabdlica?

6. Qual a importancia dos zimogénios serem sintetizados em uma for-
ma inativa?
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COMENTARIO SOBRE AS ATIVIDADES

1. Observe que o termo ¢ auto-explicativo, servindo para designar
qualquer substancia que uma vez ligado a enzima, diminui a velocidade
da velocidade da reagdo. Vocé deve remontar a importancia dos
inibidores que, ajudando na identificagao dos aminoacidos que entram
na formacio do sitio ativo das enzimas, no esclarecimento de
sequiencias metabolicas e na compreensao da a¢ao de algumas drogas
terapéuticas, em resumo, contribuiram de forma significativa na
compreensao de muitos processos bioquimicos envolvendo a agao
de enzimas.

2. Certamente vocé deve ter associado esse termo irreversivel a uma
ligacao covalente firme e duradoura. Dessa forma, vocé pode afirmar
que a inibicao irreversivel ¢ a que ocorre com a ligaciao do inibidor
de forma covalente e duradoura ao sitio ativo da enzima. Como
exemplo de inibi¢do irreversivel vocé pode aponta a inibi¢ao da
enzima acetilcolinesterase por um organofosforado (o
diisopropilfluorofosfato).

3. Com a leitura do tépico da inibi¢ao reversivel dessa aula vocé
aprendeu que essa inibi¢ao se caracteriza pela ligacio nao covalente
dos inibidores a cadeia polipeptidica da enzima. As ligagdes nao
covalentes envolvidas na interacio do inibidor com o sitio ativo das
enzimas sao pontes de hidrogénio, ligagao i6nica, dipolo-dipolo, van
der Waals e interacao hidrofébica. A inibicao reversivel classifica-se
em: competitiva, incompetitiva e mista.

4. Certamente vocé nao deve ter tido qualquer dificuldade em
diferenciar a regulagao homotrépica da regulacido heterotropica.
Naturalmente vocé identificou que na regulagio homotrépica o
modulador ou efetor (a molécula que se liga ao sitio regulador) é o
préprio substrato da enzima. Vocé deve ter reconhecido também que
quando o substrato atua como modulador homotrépico ele se liga ao
sitio alostérico e nao ao sitio ativo da enzima. Com relagao a regulacdo
heterotrépica vocé aprendeu nessa aula que o regulador heterotrépico
¢ qualquer substancia diferente do substrato.

5. Aprendemos com a regula¢ao de uma via metabolica (ou sistema
multienzimatico) que no que diz respeito 4 regulagao desse processo,
as enzimas reguladoras podem ser de dois tipos: Enzimas alostéricas
(reguladas de forma ndo covalente) e as enzimas reguladas por
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modificagio ndo covalente. Na regulacdo alostérica, o efetor se liga
através de ligagdo nao covalente ao sitio modulador da enzima . Na
regulacdo covalente as enzimas reguladoras sao inter convertidas
entre duas formas ativa e inativa. A ativacao ou inativacao dessas
enzimas ocorre através da ligacao covalente de um grupo quimico a
um atomo ou grupo de atomos dos sitios ativos dessas enzimas.
Certamente voce deve ter indicado o exemplo da regulagao da enzima
fosforilase do glicogénio como um exemplo desse tipo de regulagio.
A fosforilase do glicogénio ¢ uma enzima encontrada nos musculos e
figado, e catalisa a seguinte reagao.

6. Voce aprendeu com a leitura da regulagao de enzimas sintetizadas
na forma inativa (os zimogénios) que essas enzimas sofrem a agao
de enzimas proteoliticas para passar para sua forma ativa. Nessa acao
os zimogenios liberam proteinas encurtadas de alguns aminodacidos
(forma ativa) e peptideos pequenos. Essas proteinas encurtadas (que
sao a forma ativa dos zimogeénios) apresentam atividade hidrolitica.
Certamente vocé reconheceu que se essas proteinas fossem ativadas
no 6rgiao em que sio produzidos, ou que fossem ja sintetizadas na
forma ativa, resultaria na destruicao desse 6rgao. Comentando o que
ocorfre na pancreatite aguda, certamente vocé identificou que nessa
patologia verifica-se a sintese das proenzimas de tripsina e
quimotripsina nas células pancreaticas em suas formas ativas. A
producao dessas proenzimas em suas formas ativas estd associada
com todos os sintomas letais observados nessa doenca

PROXIMA AULA

Na proxima aula teremos a oportunidade de introduzir o estudo do meta-
bolismo energético celular. Nessa aula estudaremos os tipos de metabo-
lismo celular, procurando compreender o porqué do ATP ser a molécula

energética da célula. Até lal
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INTRODUCAO AO METABOLISMO

META

Introduzir o estudo do metabolismo.

OBJETIVOS

Ao final desta aula, o aluno devera:
definir metabolismo;

diferenciar metabolismo anabdlico de metabolismo catabélico;
definir variagdo de energia livre;

relacionar a variagdo de energia livre as reac¢des bioquimicas;
descrever reagbes de O6xido reducao do
metabolismo oxidativo;

reconhecer a formacédo de ATP; e
relacionar o processo de oxido reducao
das coenzimas a formacgdo de ATP.

PRE-REQUISITOS

Para acompanhar esta aula
possibilitando uma melhor compreensao
dos contetdos trabalhados, vocé devera
estudar ou rever a aula introdugdo ao
estudo das enzimas, proteinas
globulares, quimica dos carboidratos e
quimica dos lipidios.

A histéria do estudo cientifico do metabolismo estende-se por quatro séculos, tendo evoluido da
observacio de organismos animais inteiros até ao estudo de reacgSes metabdlicas individuais na
Bioquimica moderna. As primeiras experiéncias conduzidas de forma controlada foram publicadas
por Santotio Santotio em 1614 no seu livto Ars de statica medecina (Fonte: http:/ /pt.wikipedia.org).
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INTRODUCAO

O metabolismo celular é o conjunto de reages que ocorrem no am-
biente celular com o objetivo de sintetizar as biomoléculas ou degrada-
las para produzir energia. O metabolismo de sintese das biomoléculas é
conhecido como anabdlico (anabolismo) e o de degradagdo catabdlico
(catabolismo). O anabolismo ocorre quando a célula dispde de energia
ou substrato suficiente. O catabolismo, por sua vez, ocorre em situacoes
em que o organismo necessita de energia como, por exemplo, entre as
refei¢des e no jejum. O catabolismo produzira energia na forma de ATP
quando as biomoléculas forem degradadas. Como visto na aula de 4cidos
nucléicos o ATP ¢ um nucleotideo cuja fungao é participar das reagoes de
transferéncia de energia da célula, dai o porqué ser conhecido como a
moeda energética da célula. As reagoes do anabolismo e do catabolismo
sao opostas, mas que ocorrem de maneira articulada, permitindo a maxi-
mizagao da energia disponivel. Assim, enquanto o catabolismo ocorre de
maneira espontanea, reagao exergonica, com produciao de ATP o anabo-
lismo é nio espontaneo, ou endergdnico, necessitando energia para ocor-
rer. As biomoléculas energéticas sao os carboidratos, lipidios e proteinas
que sdo obtidas em grandes quantidades durante a alimentagao ou sao
mobilizadas das reservas organicas quando siao ingeridas em quantidade
insuficiente na alimentacao ou quando o consumo energético aumenta
grandemente (p.ex.: durante a realizagao de exercicios fisicos). A forma
final de absor¢dao da energia contida nessas moléculas se da na forma de
ligagbes de alta energia do ATP o qual ¢ sintetizado nas mitocondrias por
processos oxidativos que utilizam diretamente o O,. Desta forma, ¢ es-
sencial a presenca de mitocondrias e de oxigénio celular para o aproveita-
mento energético completo das biomoléculas.

Modelo tridimensional da molécula de ATP (Fonte: http://pt.wikipedia.org).
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O METABOLISMO CELULAR

O Metabolismo celular é o conjunto de reagdes quimicas que aconte-
cem nas células dos organismos vivos, para que estes transformem a enet-
gla, conservem sua identidade e se reproduzam. Todas as formas de vida
(desde as algas unicelulares até os mamiferos) dependem da realizacdo
simultanea de centenas de reagdes metabdlicas, reguladas com absoluta
precisao. Existem dois grandes processos metabdlicos: anabolismo ou
biossintese e catabolismo.

Anabolismo. Sao os processos biossintéticos a partir de moléculas pre-
cursoras simples e pequenas. As vias anabolicas sio processos endergo-
nicos e redutivos que necessitam de fornecimento de energia.
Catabolismo. Sao os processos de degradacao das moléculas organicas
nutrientes e dos constituintes celulares que sao convertidos em produtos
mais simples com a liberacdo de energia. As vias catabdlicas sdo proces-
sos exergonicos e oxidativos.

Nutnente ADP+FR Produto
Catsbobamo Anabolismo
Produto de excrecio ATF Precursor

(Fonte: Motta, 2005).

Figura 1. Rela¢ao do anabolismo e catabolismo com a produ¢ao de ATP.

O anabolismo, ou metabolismo construtivo, ¢ o conjunto das reagoes
de sintese necessarias para o crescimento de novas células e a manuten-
¢io de todos os tecidos. O catabolismo, ou metabolismo oxidativo é um
processo continuo, centrado na producao da energia necessaria para a
realizacdo de todas as atividades fisicas externas e internas. O catabolis-
mo engloba também a manuten¢ao da temperatura corporal. Esse pro-
cesso catabodlico implica na quebra de moléculas quimicas complexas em
substancias mais simples, que constituem os produtos excretados pelo
corpo. A excre¢ao dos produtos do metabolismo ¢é feita por diferentes
6rgaos como os rins, o intestino, os pulmoes e a pele.

As principais fontes de energia metabdlica sao os carboidratos, lipidi-
os (gorduras) e proteinas, produtos de alto conteudo energético ingerido
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pelos animais, para os quais constituem a unica fonte energética e de
compostos quimicos para a construcao de células. Estes compostos se-
guem rotas metabdlicas diferentes, que tém como finalidade produzir
compostos finais especificos e essenciais para a vida.

METABOLISMO CATABOLICO AEROBICO
E ANAEROBIO

O metabolismo catabdlico pode ser dividido também em relagao a
presenca de oxigénio (metabolismo aerébio) e na auséncia de oxigénio
(metabolismo anaerébio).

O metabolismo aerébico refere-se as reagdes catabodlicas geradoras
de energia nas quais o oxigénio funciona como um aceitador final de elé-
trons na cadeia respiratoria e se combina com o hidrogénio para formar
agua. A presenca de oxigénio no “final da linha” determina em grande
parte a capacidade para a produgdo de ATP. No metabolismo anaerébio
nao ha formaciao de agua a partir do oxigénio durante a oxida¢ao de com-
bustiveis metabélicos.

PRINCIPIO GERAL DO METABOLISMO
ENERGETICO

Os organismos necessitam continuamente de energia para se manter
vivos e desempenhar varias fungdes bioldgicas. De fato, qualquer orga-
nismo vivo constitui, no seu conjunto, um sistema estavel de rea¢des
quimicas e de processos fisico-quimicos mantidos afastados do equili-
brio; a manutencao deste estado contraria a tendéncia termodinamica
natural de atingir o equilibrio e s6 pode ser conseguida a custa de ener-
gia, retirada do meio ambiente. Alguns organismos, chamados fototro-
ficos (como as plantas), estao adaptados a obter a energia de que neces-
sitam a partir da luz solar; outros, os quimiotréficos, obtém energia oxi-
dando compostos encontrados no meio ambiente. Dentre os quimiotro-
ficos, certos microrganismos sao capazes de oxidar compostos inorga-
nicos e sao entdo chamados quimiolitotréficos. No entanto, a maioria
dos microrganismos e animais sio quimiorganotréficos, pois necessitam
oxidar substancias organicas.

As substancias que podem ser metabolizadas pelos seres humanos,
em particular, estio presentes nos seus alimentos, sob a forma de car-
boidratos, lipidios e proteinas. Ha também reservas enddgenas, ou seja,
as moléculas estocadas nos organismos na forma de glicogénio e got-
duras. Essas moléculas sio metabolizadas para produc¢ido de energia
nos intervalos das refeicoes.
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TERMODINAMICA DAS REACOES

A bioenergética, ou a termodinamica bioquimica, é o ramo da Bio-
quimica que estuda a variagao de energia que acompanha as reagdes que
ocorrem na célula. A bioenergética fornece os principios basicos que ex-
plicam porque algumas reagdes quimicas podem ocorrer espontaneamen-
te enquanto outras nao.

Os sistemas bioldgicos utilizam a energia quimica para impulsionar os
processos da vida. Para entender um pouco melhor sobre a energia quimica
precisamos entender o que € a varia¢ao de energia livre (“G). A variagao de
energia livre ¢ a por¢ao da variacao de energia livre do sistema, isto ¢ dife-
renga entre a energia do produto e reagentes, disponivel para o trabalho. As
reagoes podem ter a variagao de energia livre igual a zero (“G = 0), negati-
va (“G-) ou positiva (“G+). Quando o “G ¢ negativo, a reagao ocorre es-
pontaneamente com perda de energia, isto é ela é exergonica. Ao contrario
um “G positivo a reagdo somente ocorre quando a energia livre for forneci-
da, isto ¢ a reagdo ¢ endergonica. Quando o “G ¢ igual a zero nao ocorrera
nenhuma varia¢ao na energia livre e o sistema ¢ dito em equilibrio.

A FORMACAO DE COMPOSTOS RICOS EM ENERGIA

Os nutrientes ao serem metabolizados nas células podem liberar pro-
tons (H+) e elétrons (e-) e seus atomos de carbonos sao convertidos a
CO,. Os protons e elétrons sao recebidos por coenzimas na forma oxida-
da (Como NAD" e FAD), que passam assim a forma reduzida, que sio
formas carregadas com hidrogénio (NADH, NADPH e FADH,).

ﬁ!dq:-htlv mrTgia LH]-'-"-*I'LB B4 SRl
- [H-
| Cartculrnten
| l.unﬂ-u muiscular
Catabolismo = Lipidios Ao 2l
Proteines | Amplificasbo de sinal

II"-__ f

\ ADP+R

-

(Fonte: Motta, 2005).

Figura 2. Oxidorreducao do NADP e a produ¢ao de ATP no metabolismo.
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Mucotinameda -

A reoxidagdo das coenzimas reduzidas NADH e FADH,) a suas for-
mas oxidadas (NAD™ e FAD) ocorrem na ultima etapa do metabolismo
aerébico dos nutrientes, quando essas coenzimas reduzidas passam seus

elétrons para o aceptor final de elétrons, o oxigénio molecular. Esse pro-

cesso ocorre nas membranas mitocondria, que ¢ entdo convertido em agua,

processo que sera explorado no proximo capitulo. A energia derivada des-

sa oxidagdo ¢é utilizada para sintetizar um composto rico em energia, a
adenosina trifosfato (ATP), a partir de uma molécula de adenosina difos-
fato (ADP) e um fosfato inorganico (P, =HPO,).

Figura 3 Estrutura do NAD™ e NADP.

8]

/’J‘W{!%

NH;

NeH  Nieotmsds-gdenins-diseleotides (MAD)

-
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PO Nicotinamida- sdenina-dimscleatides-fosfate (NADP™)

(Fonte: Motta, 2005).

FORMACAO DE
COENZIMAS
REDUZIDAS

Em termos energéticos, elé-
tron equivale a energia para a cé-
lula. Logo, reagoes de oxidagao —
que liberam elétrons — sao catabo-
licas, pois liberam energia, e rea-
¢coes de reducio siao anabdlicas,
pois utilizam elétrons/energia. Os
principais transportadores de elé-
trons na célula sio o NAD+,
NADP e o FAD, e funcionam de
maneira muito parecida.

Nicotinamida Adenina

Dinucleotideo — NAD+

Coenzima formada por um dinu-
cleotideo contendo adenina, capaz
de aceitar um par de elétrons do
atomo de hidrogénio no catabolis-
mo, e liberar este par de elétrons
para ser utilizado no anabolismo.

A reagao de oxirredugao do
NAD ¢ apresentada abaixo
NAD"+2e-+2H"+*NADH +H"
NAD™ = Forma Oxidada, acep-
tora de elétrons
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NADH + H* = Forma Reduzida, doadora de elétrons

Nicotinamida Adenina Dinucleotideo Fosfato — NADP:

Muito semelhante ao NAD, possui um fosfato a mais na sua estrutura;
atua de forma idéntica ao NAD.

Sua reacdo de oxirreducio é:

NADP+ 2 ¢-+2 H+ -~ NADPH 2
NADP = Forma Oxidada, aceptora de elétrons
NADPH2 = Forma Reduzida, doadora de elétrons

Flavina Adenina Dinucleotideo — FAD
Nucleotideo de adenina como o NAD, atua de maneira idéntica, reduzin-
do-se no catabolismo e oxidando no anabolismo.

Riboflavina
A
-~ %
L] 4]
s ] |
tl,‘l-]:—ﬂ—rl' —O0—P—0CH,
H—C—O0OH O -:I)
Rilbatol < H—tJ:—l:lH
I
H—ﬁ:—l.‘.ll-[

SO

L O
Flavina-adenina-dimucleotideo (FAD)
Lo ? o
HyC - HyC N
OO, + 00
TR

HyC 1 H HyC ey /Kf

i I I

R H

(Fonte: Motta, 2005).

Figura 4. Estrutura do FAD.
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A reagao de oxirredugiao do FAD ¢é apresentada abaixo:
FAD + 2 e- + 2 H -+ FADH2

FORMACAO DO ATP

O principal composto fosfatado de alta energia presente na célula, e
que é também o principal transportador de energia, ¢ a ADENOSINA

TRIFNSFEATMN A~ ATTD

NH;
Ligacio -
fosfoeaner
Ligagdes

foifoantdrads :
0 | O | til.'r' ;
| :
0—P101PXO0XPT0—CH, ;
N I :

i 0 i 0 i 0
. ' ¢ i
i ! : : :
H { E i ;
H ! i : :
H i i i ;
i . .=
] E 1

] Adenosing
: ! L
' AMP
ADP

pr S84
b roroe

ATP

(Fonte: Motta, 2005).

Figura 5 Estrutura do ATP.

A formacgiao do ATP é um processo endergdnico, ou seja, com a for-
magao de uma molécula que retirou calor do sistema reacional para poder
ser sintetizada. E a energia quimica do ATP que sera usada para promo-
ver 0s processos biolégicos que consomem energia. Em resumo, para que
a energia derivada da oxidagdao dos alimentos possa ser usada pelas célu-
las, ela deve estar sob a forma de ATP.

O aproveitamento da energia do ATP ¢ feito associando a remogao do
seu grupo fosfato terminal aos processos que requerem energia. Desta forma,
a energia quimica armazenada no ATP pode ser utilizada em processos qui-
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micos (biossintese), mecanicos (contracio muscular), elétricos (conducio do I 2

estimulo nervoso), osmoético (transporte ativo através das membranas), lumi-
nosos (bioluminescéncia), etc.. A retirada do fosfato do ATP para se utiliza-
da nas fung¢Ges acima descritas nao é por hidroélise, reagiao que ocorre utilizan-
do uma molécula de agua. Embora essa reacao seja possivel de acontecer es-
pontaneamente acontece numa velocidade muito baixa. Essa reaciao de hidrélise
pode ser catalisada por enzimas denominadas ATP ases que atuam junto a pro-
cessos que requerem energia e tem suas atividades rigorosamente controladas.
Se ndo acontecesse esse rigoroso controle qualquer célula se tornaria inviavel,
pois uma vez produzido o ATP a reagao de hidrolise liberatia a energia como
calor uma forma de energia que nao pode ser utilizada pelas células.

O mecanismo de aproveitamento de energia do ATP ¢ bem complexo
e, comumente, envolve a transferéncia do grupo fosfato do ATP para mo-
léculas aceptoras. Essa transferéncia possibilita efetuar transformagoes
importantes nas células, como a sintese de compostos fosfatados que nao
podem ser produzidos diretamente, por reagao com fosfato inorganico.
Exemplo para entender como a energia do ATP ¢é aproveitada.
ATP + X = X-P + ADP

Figura 6. Quebra do
ATP com produgio

: + HO —
de energia.

oH o

Nos organismos vi-  Infesfate de adenosioa (AIF)
vos também s3o encontra-
dos outros nucleotideos
trifosfatados, entre eles:
guanosina  trifosfato
(GTP); citosina trifosfato
(CTP); uridina trifosfato

0 o
(UTP) e tiamina trifosfa- P
to (T'TP). Esses nucleoti- 5 -
deos também podem atu-
ar como transportadores
de energia, de forma idén-
tica ao ATP, mas com Difosfato de adencsina (ADF)  Fosfato inorgdnice ()
muito menos frequéncia. (Fonte: Motta, 2005).
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CONCLUSAO

Os processos vitais requerem que as moléculas consumidas como
nutrientes sejam decompostas para se sua extrair a energia e também para
que sejam fornecidos os blocos de construgao para a criacio de novas
moléculas. O processo de extragao de energia ocorre em uma série de
pequenas etapas, nas quais os doadores de elétrons transferem energia
aos aceptores de elétrons. Essas reagdes de 6xido reducdo sdo fundamen-
tais para a extracdo de energia de moléculas como a glicose. O principal
transportador de elétrons ¢ a nicotinamida adenina dinucleotideo (NADH,
forma reduzida e NAD", forma oxidada). O NADH ¢ oxidado a NAD™
quando perde dois elétrons, e 0 NAD™ é reduzido a NADH quando acei-
ta dois elétrons. Os dois elétrons de cada NADH e os dois protons unem-
se a2 um atomo de oxigénio para formar H O na oxida¢do completa da
glicose. A energia gerada nessa reagao é conservada pela transformacao
de ADP, molécula de baixa energia, em ATP molécula de alta energia. O
sistema ADP-ATP ¢é semelhante a uma conta corrente muito movimenta-
da, na qual depdsitos e saques encontram-se em um estado estacionario.
A energia do ATP nunca ¢ esgotada, apenas transferida nas incontaveis
reagdes quimicas que requerem energia dentro da célula.

RESUMO

As células possuem a capacidade espetacular de sobreviverem de
maneira independente desde que lhes sejam fornecidos os substratos ba-
sicos para as reagoes quimicas intracelulares. Dispondo de alguns com-
postos carbonados (aminoacidos, carboidratos, lipidios), vitaminas, agua
e minerais, a célula pode operar o processo de sintese da maioria dos
elementos necessarios para seu funcionamento, sendo que em organis-
mos complexos, grupos celulares especificos agrupam-se formando os
6rgaos com as mais diversas fungoes fisiologicas. Um grupo de substratos
possui uma fun¢ao primordial para estas fungdes que é a de fornecer a
energia necessaria para que essas reagoes ocorram. SA0 0s COMPOStOs
energéticos (carboidratos, lipidios e proteinas) que sao degradados con-
vertendo a energia quimica que une seus atomos em energia térmica.
Entretanto, esta liberacao térmica ndo acontece de forma indiscrimina-
da, pois haveria a incineracao do meio celular se cada molécula energéti-
ca liberasse todo seu potencial térmico para o meio. Neste momento en-
tra em a¢ao moléculas especializadas em captar esta energia térmica libe-
rada e liberd-la mais facilmente em etapas posteriores, fazendo com que
as moléculas energéticas transfiram a energia armazenada em suas liga-
¢oes quimicas, para uma unica molécula, que passa a funcionar como
uma moeda energética, essa molécula ¢ denominada ATP.
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ATIVIDADES I ;

1. O que vocé entende por metabolismo?

2. Qual a diferenca entre anabolismo e catabolismo?

3. O que ¢ a variagao de energia livre?

4. Relacione a variagdo de energia livre as reages bioquimicas?

5. Quais sao as coenzimas usadas no metabolismo e explique o processo
de 6xido reducdo das mesmas?
6. Como o ATP ¢ produzido?

7. Como a reoxidagao das coenzimas ¢ usada para a sintese de ATP?

COMENTARIO SOBRE AS ATIVIDADES

1. Certamente ao responder essa pergunta voce deve ter pensado nas
reagOes quimicas que acontecem nos organismos. O Metabolismo ¢
o conjunto de reagdes quimicas que acontecem dentro das células
dos organismos vivos, para que estes transformem energia, conservem
sua identidade e se reproduzam. Vocé deve também lembrar que o
metabolismo ¢é divido em dois grandes processos: anabolismo ou
biossintese e catabolismo Com essa defini¢ao vocé deve ter chagado
a conclusao que todas as formas de vida, desde as algas unicelulares
até os mamiferos, dependem da realiza¢do simultanea de centenas
de reagoes metabolicas, reguladas com absoluta precisdao, desde o
nascimento e a maturacao até a morte.

2. Como vocé deve ter mencionado na pergunta anterior o
metabolismo se divide em dois grandes grupos: anabolismo e
catabolismo. Vocé deve compreender que se chama anabolismo, ou
metabolismo construtivo, o conjunto das reag¢des de sintese
necessarias para o crescimento de novas células e a manutencao de
todos os tecidos, enquanto que o catabolismo, ou metabolismo
oxidativo é um processo continuo, centrado na produgao da energia
necessaria para a realizagao de todas as atividades fisicas externas e
internas. Além disso, deve-se mencionar que o catabolismo engloba
também a manuten¢ao da temperatura corporal e implica a quebra
das moléculas quimicas complexas em substancias mais simples, que
constituem os produtos excretados pelo corpo, através dos rins, do
intestino, dos pulmoes e da pele.

3. Ao responder essa pergunta vocé deve inicialmente ter definido
variacdo de energia livre, que ¢ a por¢ao da variagao de energia
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livre do sistema, isto é diferenca entre a energia do produto e
reagentes, disponivel para o trabalho. E importante também
mencionar que as reagdes podem ter a variagao de energia livre
igual a zero (“G = 0), negativa (“G-) ou positiva (“G+).

4. Certamente voceé ja entendeu o que ¢ a energia livre, entdo precisa
agora relaciona-la ao metabolismo que é a aula em questao. Pensando
no metabolismo vocé deve ter em mente que o mesmo ¢ divido em
catabolismo e anabolismo. Assim a relagao ¢ a seguinte: quando o
“G ¢é negativo, a reagdo ocorre espontaneamente com perda de
energia, isto ¢ ela ¢ exergdnica, e quando o “G ¢é positivo a reagao
somente ocorre quando a energia livre for fornecida, isto ¢ a reagao
¢ endergonica. Conclua sua questio mencionando que quando o
“G ¢ igual a zero nao ocorrera nenhuma variagdao na energia livre e o
sistema ¢ dito em equilibrio.

5. Para responder essa questao vocé deve inicialmente observar as
figuras 3 e 4. As coenzimas sao: Nicotinamida Adenina Dinucleotideo
— NAD®, Nicotinamida Adenina Dinucleotideo Fosfato — NADP,
Flavina Adenina Dinucleotideo — FAD. Essas trés coenzimas atuam
de maneira idéntica, reduzindo-se no catabolismo e oxidando no
anabolismo. A reacdo de oxirredugao ¢ apresentada abaixo:
Coenzima oxidada + 2 e + 2 H* — coenzima reduzida

0. Se vocé respondeu essa questao partindo do principio que a
formacdao do ATP é um processo endergonico essa foi uma boa
estratégia, pois se deve entender que essa reagao envolve a formagao
de uma molécula que retirou calor do sistema reacional para poder
ser sintetizada. E importante ressaltar que embora o ATP possa ser
produzido em diferentes vias metabolicas e durante a reoxidagao das
coenzimas a sintese desse composto rico em energia ocorre a partir
de uma molécula de adenosina difosfato (ADP) e um fosfato
inorganico (P, =HPO,). E a energia quimica do ATP que sera usada
para promover 0s processos biolégicos que consomem energia. Em
resumo, para que a energia derivada da oxida¢ao dos alimentos possa
ser usada pelas células, ela deve estar sob a forma de ATP.

7. Neste ponto da atividade vocé ja deve ser capaz de associar a
producao de ATP a reoxidagao das coenzimas NADH, NADPH E
FADH, A reoxidagao das coenzimas ¢ obtida pela transferéncia dos
protons e elétrons (H' ) para o oxigénio molecular, que é entao
convertido em 4gua, processo que serd explorado no proximo capitulo.
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Para completar sua resposta é importante ressaltar que a energia
derivada dessa oxidagao ¢ utilizada para sintetizar um composto rico
em energia, a adenosina trifosfato (ATP), a partir de uma molécula
de adenosina difosfato (ADP) e um fosfato inorganico (P, =HPO,).

PROXIMA AULA

Na proxima aula teremos a oportunidade de estudar como a glicose ¢é
degradada nos organismos vivos visando a produc¢ao de energia na forma
de ATP. Entio, até 14!
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METABOLISMO OXIDATIVO
DA GLICOSE

META
Introduzir o metabolismo da glicose em aerobiose e anaerobiose, relacionando a esses
processos a producdo de energia.

OBJETIVOS

Ao final desta aula, o aluno devera:

identificar os trés estagios do metabolismo oxidativo da glicose;
reconhecer as reacdes da via glicolitica;

diferenciar o destino do piruvato em aerobiose e anaerobiose;

definir fermentacéo;

identificar as reac¢des do ciclo de Krebs;

definir via anfibdlica;

reconhecer o papel do ciclo de Krebs em reacdes de sintese;
rescrever os complexos multienzimaticos que formam a cadeia transportadora de elétrons;
relacionar a cadeia transportadora de elétrons a sintese de ATP; e
descrever o saldo energético da oxidagdo de uma molécula de glicose.

PRE-REQUISITOS
Para acompanhar esta aula vocé devera estudar ou rever conceitos estudados nas aulas
Enzimas 1 e 2 e a Quimica dos carboidratos e introdugdo ao Metabolismo.

(Fonte: blogs.onde.ir).
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INTRODUCAO

A glicose é o principal substrato oxidavel para a maioria dos organis-
mos. Sua utilizagao como fonte de energia pode ser considerada universal
porque dos microrganismos até os seres humanos, quase todas as células
sao capazes de atender a suas demandas energéticas apenas a partir desse
acucar. A glicose ¢ imprescindivel para algumas células e tecidos, como
hemicias e tecido nervosos, porque ¢ o tnico substrato que esses tecidos
conseguem oxidar para produzir energia. O metabolismo oxidativo da
glicose ocorre em trés estagios: via glicolitica, ciclo de Krebs e a cadeia
transportadora de elétrons acoplada a fosforilagao oxidativa. No primeiro
estagio chamado via glicolitica ou glicélise a glicose é convertida em duas
moléculas de piruvato. Essa tltima molécula tem dois destinos a depen-
der da disponibilidade de oxigénio nas células. Em anaerobiose, auséncia
de oxigénio, o piruvato pode ser transformado em lactato ou etanol. Em
aerobiose, presenca de oxigénio, o piruvato ¢ transformado em acetil-
CoA que entdo segue para o segundo e terceiro estagio de degradagao da
glicose. No segundo estagio, chamado ciclo de Krebs, ciclo dos acidos
tricarboxilicos ou ciclo do acido Citrico a molécula de acetil-CoA ¢ de-
grada produzindo didxido de carbono e coenzimas reduzidas. No ultimo
estagio, terceiro, os elétrons provenientes da degradacdo da glicose nas
duas etapas anteriores sdo transportados por uma série de moléculas até o
oxigénio produzindo dgua e energia na forma de ATP.

Hans Krebs (Fonte: http://pt.wikipedia.org).
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A GLICOLISE

A Glicolise é uma via metabdlica que produz de energia e intermedi-
arios metabolicos para ser utilizados em rea¢des de biossintese. A glicoli-
se ¢ uma via central quase universal do catabolismo da glicose. E a via
através da qual, na maioria das células, ocorre o maior fluxo de carbono.
Em certos tecidos e tipos celulares de mamiferos (eritrécitos, medula re-
nal, cérebro e esperma, por exemplo), a glicose, através da glicdlise, ¢ a
principal, ou mesmo a unica, fonte de energia metabdlica. Alguns tecidos
vegetais que sao modificados para o armazenamento de amido, como os
tubérculos da batata e alguns vegetais adaptados para crescerem em areas
regularmente inundadas pela agua (agrido, por exemplo) derivam a maior
parte de sua energia da glicélise; muitos tipos de microrganismos anaero-
bicos sdo inteiramente dependentes da glicolise.

A glicolise ocorre no citoplasma celular e nesse processo uma molé-
cula de glicose (uma hexose) ¢ degradada a duas moléculas de piruvato
(acido organico com trés atomos de carbono) em uma série de 10 reagdes.
Cada reagao da gliclise é catalisada por uma enzima especifica para tal
reagao. Os primeiros cinco passos enzimaticos formam a fase conhecida
como Fase preparatéria, nesta fase a glicose sera fosforilada enzimatica-
mente pelo ATP, primeiro no carbono 6 e depois no carbono 1, obtendo-
se assim a frutose 1,6-difosfato, a qual ¢ quebrada ao meio, produzindo
duas moléculas de gliceraldeido 3-fosfato (molécula com 3 atomos de
carbono) produto da primeira fase da glicélise. Os cinco passos restantes
(Segunda fase da glicélise) representam o pagamento do rendimento da
glicolise, nela a energia liberada pela transformagao de duas moléculas de
gliceraldeido 3-fosfato em duas moléculas de piruvato é conservada atra-
vés do acoplamento da fosforilagao de quatro moléculas de ADP a ATP.
Embora quatro moléculas de ATP sejam formadas na segunda fase da
glicolise, o rendimento liquido final é de apenas duas moléculas de ATP
por molécula de glicose degradada, uma vez que duas moléculas sao gas-
tas na fase preparatoria.
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(Fonte Motta, 2005).

Figura 1. Visao geral da via glicolitica.
REACOES DA FASE PREPARATORIA

Fosforilagao da glicose: No primeiro passo da glicolise, a glicose ¢ ativada
para as reagoes subsequientes pela sua fosforilagao no C-6 para liberar a
glicose-6-fosfato; o doador de fosfato ¢ o ATP e a enzima que catalisa

essa reacao ¢ a hexoquinase.
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Conversao da glicose 6-fosfato em frutose 6-fosfato. A enzima fosfo-
hexose isomerase (fosfoglicose isomerase) catalisa a isomerizagao reversi-
vel de uma aldose, a glicose-6-fosfato, em uma cetose, a frutose-6-fosfato.

Fosforilagao da frutose-6-fosfato em frutose-1,6-bifosfato. Na segunda
das duas reagdes de ativagao da glicolise, a fosfofrutoquinase-1 catalisa a
transferéncia de um grupo fosfato do ATP para a frutose-6-fosfato para
liberar a frutose-1,6-bifosfato.

Clivagem da frutose-1,6-bifosfato. A enzima frutose-1,6-bifosfato
aldolase, em geral simplesmente chamada aldolase, catalisa a condensa-
cao reversivel de grupos aldol. A frutose-1,6-bifosfato ¢ quebrada para
liberar duas trioses fosfato diferente, o gliceraldeido-3-fosfato, uma aldo-
se, e a diidroxiacetona fosfato, uma Cetose.

A interconversao das trioses fosfato. Apenas uma das trioses fosfato for-
mada pela aldolase — o gliceraldeido-3-fosfato — pode ser diretamente degrada-
da nos passos subsequentes da glicolise. Entretanto, o outro produto, a diidro-
xiacetona fosfato, é rapida e reversivelmente convertida em gliceraldeido-3-
fosfato pela quinta enzima da seqiiéncia glicolitica, a triose fosfato isomerase.

REACOES DA FASE DE PAGAMENTO

Oxidagao do gliceraldeido-3-fosfato em 1,3-bifosfoglicerato. O pri-
meiro passo da fase de pagamento da glicélise ¢ a conversao do gliceral-
deido-3-fosfato em 1,3-bifosfoglicerato, catalisado pelo gliceraldeido-3-
fosfato desidrogenase.

Transferéncia do fosfato do 1,3-bifosfoglicerato para o ADP. A enzi-
ma fosfogliceratoquinase transfere o grupo fosfato de alta energia do gru-
po carboxila do 1,3-bifosfoglicerato para o ADP, formando ATP e 3-fos-
foglicerato.

Conversao do 3-fosfoglicerato em 2-fosfoglicerato. A enzima fosfo-
glicerato mutase catalisa a transferéncia reversivel do grupo fosfato entre
C-2 e C-3 do glicerato.

Desidratagao do 2-fosfoglicerato para fosfoenolpiruvato. A segunda
reagao glicolitica que gera um composto com alto potencial de transfe-
réncia de grupo fosfato ¢ catalisada pela enolase. Esta enzima promove a
remogao reversivel de uma molécula de agua do 2-fosfoglicerato para
liberar fosfoenolpiruvato.

Transferéncia do grupo fosfato do fosfoenolpiruvato para o ADP. O
ultimo passo na glicolise é a transferéncia do grupo fosfato do fosfoenol-
piruvato para o ADP, catalisada pela piruvato quinase.

Observagao: Os nimeros acima (1 a 10) correspondem a numeragao das
dez reagoes da via glicolitica.
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CONVERSAO DO PIRUVATO A ACETIL-COA

Em condig¢des aerdbias, o primeiro passo para a oxidagdao do piru-
vato ¢ a sua conversio a acetil-CoA. Essa conversiao ocortre no cito-
plasma e ¢ uma descarboxilagio oxidativa (perda de CO, acompanha-
da de perda de elétrons) catalisada por um complexo enzimatico de-
nominado complexo piruvato desidrogenase. Esse complexo ¢ forma-
do por trés enzimas diferentes — piruvato desidrogenase, driidrolipoil
transacetilase e diidrolipoil desidrogenase — e por cinco coenzimas:
tiamina pirofosfato (TPP), coenzima A (CoA), nicotinamida adenina
dinucleotideo (NAD+), flavina adenina dinucleotideo (FAD) e 4cido
lipéico. O complexo final ativo é formado por varias unidades de cada
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(Fonte: Nelson e Cox 2002).

Figura 13. Conversao do piruvato em acetil-CoA pelo complexo piruvato
desidrogenase.

A GLICOLISE ANAEROBIA: FERMENTACOES

Em anaerobiose, o piruvato (ou outro composto derivado dele) pro-
duzido pela glicélise é transformado em lactato e ou etanol. O piruvato
serve como aceptor de elétrons do NADH. Esse processo ocorre para
que o NADH seja reoxidado produzindo NAD+ que entdo retorna para a
via glicolitica assegurando prosseguimento da mesma. O piruvato é, por-
tanto o composto a partir do qual as oxidagdes aerdbias e anaerdbias da
glicolise divergem.
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Transformagao do piruvato em lactato e etanol durante a fermentagao.
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O CICLO DE KREBS

O Ciclo de Krebs (assim denominado em homenagem ao bioquimico
alemao Hans Krebs que estabeleceu, em 1937, as seqiiencias de reagdes
a partir de estudos preliminares), também chamado Ciclo do Acido Tri-
carboxilico ou Ciclo do Acido Citrico, é a mais importante via metabdlica
celular. Ocorre sob a regéncia de enzimas mitocondriais (presentes na
mitocondria), em condig¢des de aerobiose, apoés a descarboxilagao oxida-
tiva do piruvato (produzido a glicélise) a acetil-CoA. Como o proprio
nome explica o Ciclo de Krebs ¢ uma via ciclica que se inicia com a uniao
de uma molécula de acetil-CoA com oxaloacetato e ao final de oito rea-

¢oes o oxaloacetato é regenerado.

Esta fase aerébica do catabolismo é chamada de respiracdo celular.
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Figura 4. O Ciclo de Krebs.
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REACOES DO CICLO DE KREBS

1. INICIO: condensacio da acetil-CoA com o oxalacetato, gerando citra-
to: esta reacdo ¢ catalisada pela enzima citrato-sintase e gera um compos-
to de seis carbonos, uma vez que o oxalacetato possui 4C e a acetil- CoA
possui 2C que correspondem aos dois ultimos carbonos da glicose que
ainda estdo unidos depois da oxidagdo do piruvato.

2. Isomeriza¢do do citrato em isocitrato: esta reagdao é catalisada pela
enzima aconitase. Ha a formacgao de cis-aconitato como um intermedia-
rio ligado a enzima.

3. Oxidagao do citrato a a-cetoglutarato: catalisada pela enzima isocitra-
todesidrogenase, utiliza o NADH como transportador de 2 hidrogénios
liberados na reagao, havendo o desprendimento de uma molécula de CO2,
a primeira da acetil-CoA.

4. Descarboxilagao oxidativa do 4- cetoglutarato a succinil-CoA: ¢ catali-
sada pelo complexo enzimatico a-cetoglutarato-desidrogenase e utiliza o
NADH como transportador de 2 hidrogénios liberados na reagao, haven-
do o desprendimento de mais uma molécula de CO2 que corresponde ao
ultimo carbono remanescente da acetil-CoA, com as reagdes seguintes
reorganizando o estado energético dos compostos com a finalidade de
regenerar o oxalacetato, molécula iniciadora do ciclo, permitindo o pros-
seguimento do metabolismo da acetil-CoA

5. Desacilacao do succinil-CoA até succinato: a enzima succinil-CoA sin-
tase catalisa esta reagao de alto poder energético, gerando um GTP (gua-
nosina-tri-fosfato) que ¢ convertido em ATP (o tnico produzido no nivel
dos substrato do Ciclo de Krebs).

6. Oxidagao do succinato a fumarato: catalisada pela enzima succinato-
desidrogenase, utiliza o FADH, como transportador de 2 hidrogénios li-
berados na reacio.

7. Hidratagao do fumarato a malato: catalisada pela enzima fumarase (ou
fumaratohidratase) corresponde a uma desidratacio com posterior hidra-
tagdo, gerando um isomero.

8. TERMINO: desidrogenacio do malato com a regeneracio do oxalaceta-
to: catalisada pela enzima malato-desidrogenase, utiliza o NADH com o
transportador de 2 hidrogénios liberados na reagao. Na verdade, o Ciclo de
Krebs nao termina, verdadeiramente, com esta reagao, pois outra molécula
de acetil-CoA condensa-se com o oxalacetato, reiniciando um novo ciclo.

EQUACAO GERAL DO CICLO DE KREBS

Embora produza apenas 1 ATP (na reagdo 5 em que o GTP formado
¢ convertido em ATP), o Ciclo de Krebes contribui para a formacao de
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grande parte do ATP produzido pela célula, pois a energia da oxidagao do
Acetil-CoA é conservada sob forma das coenzimas reduzidas, NADH e
FADH2, produzidas no Ciclo de Kerbs e que posteriormente sio usadas
para sintese de ATP como sera discutido no item 7 desse capitulo.

FUNCAO ANABOLICA DO CICLO DE KREBS

O Ciclo de Krebs é uma via metabdlica denominada anfibolica. Uma
via anfibdlica ¢ aquela que possui fun¢ao no catabolismo e anabolismo.
Os compostos intermediarios (aqueles formados nas reagoes) do Ciclo de
Krebs podem ser utilizados como precursores de outras moléculas nas vias
biossintéticas. Como exemplos podemos citar o oxaloacetato e o a-cetoglu-
tarato que formam o aspartato e glutamato, respectivamente e o succinil-
CoA que ira formar o grupo heme encontrado em algumas proteinas.

A CADEIA RESPIRATORIA OU CADEIA
TRANSPORTADORA DE ELETRONS (CTE)

A cadeia respiratéria ¢ formada por complexos multienzimaticos e seus
grupos prostéticos na membrana interna mitocondrial. A cadeia Temos
quatro principais complexos multienzimaticos na cadeia: NADH desidro-
genase, succinato-ubiquinona, citocromo C redutase e citocromo oxidase.

A importancia da Cadeia Respiratéria é a reoxidagao das coenzimas
reduzidas produzidas nas vias metabolicas, entre elas a Via glicolitica e o
Ciclo de Krebs. Durante esse processo, havera a formacao da ATP. O
aceptor final dos atomos de hidrogénio (presentes nas coenzimas reduzi-
das) na cadeia respiratoria é sempre o oxigénio o que resulta na formagao
de agua metabdlica para cada transporte de dois pares de hidrogénio.

0OS COMPLEXOS DA CADEIA RESPIRATORIA

Complexo I - NADH-desidrogenase - Quando o NAD+ se reduz, for-
mando NADH, nas rea¢oes de desidrogenacao nas quais participa como
co-fator enzimatico dentro da matriz mitocondrial, ha a passagem imedi-
ata dos elétrons, que retirou do substrato, para o complexo protéico de-
nominado Complexo da NADH-desidrogenase ou Complexo I, que é com-
posto por mais de 25 flavoproteinas fixas na matriz mitocondrial que co-
municam a matriz com o espago intermembrana. Este complexo possui
um NAD+ e sete sitios contendo ferro e enxofre que funcionam como
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receptores de elétrons, reduzindo-se e oxidando-se quando ha o fluxo de
elétrons. O receptor final de elétrons, deste complexo, ¢ a ubiquinona que
converte-se em ubiquinol quando recebe os elétrons (se reduz). Quando
os elétrons atravessam o complexo I e sdo transferidos até a ubiquinona,
ha a um fluxo de um préton que atravessa a matriz em direg¢ao ao espago
intermembrana.

O complexo II ou Complexo Succinato-ubiquinona - O complexo II ou
Complexo Succinato-ubiquinona, é uma unica enzima fixa na crista mi-
tocondrial mas que nao comunica a matriz com o espago intermembra-
na. Esta enzima ¢ a succinato-desidrogenase que participada sexta rea-
¢ao do Ciclo de Krebs. Este complexo é formado um FAD+ ligado a
centros Ferro-enxofre. Ela transfere os elétrons provenientes do FADH2
para a o complexo III, mas de maneira diferente como os elétrons do
NADH sio transportados para o complexo III. Em virtude de nao ser
uma protefna transmembrana, ndo gera o fluxo de prétons que o com-
plexo I gera, fornecendo um sitio de fluxo de prétons a menos que os
elétrons transportados pelo NADH.

Complexo IIT — Complexo Citocromo c redutase - Os elétrons do ubiqui-
nol sao transportados para o complexo 111, denominado, também de Com-
plexo dos Citocromos bcl ou Ubiquinona—citocromo c oxidorredutase. A
ubiquinona desloca-se do complexo I em diregao ao complexo 111, corres-
pondendo a um transportador mével. Este complexo contém varios tipos
de citocromos ligados a uma proteina ferro-enxofre e cerca de outras seis
proteinas. Todo este complexo III esta fixado na crista mitocondrial e é
transmembrana, conectando a matriz e o espago intermembrana (com ex-
cecio do citocromo ¢ que conecta-se apenas com o espaco intermembra-
na). O receptor final de elétrons deste complexo ¢ o citocromo ¢ que se
reduz e transfere os elétrons para o complexo IV, denominado de Citocro-
mo oxidase. Nesta transferéncia, gera-se um fluxo de um préton da matriz
para o espago transmembrana (o segundo fluxo de protons).

Complexo IV - Complexo Citocromo c oxidase - O citocromo ¢, do com-
plexo 111, é um transportador mével que leva os elétrons para o complexo
IV. O complexo IV contém os citocromos a e a3 que possuem um grupa-
mento heme (com um atomo de ferro) e estdo ligados a uma proteina
transmembrana que conecta a matriz com o espago intermembrana e possui
dois atomos de cobre que possibilita o transporte de elétrons para o acep-
tor final, o oxigénio (O2). Quando os elétrons atravessam este complexo
IV, gera-se um terceiro fluxo préton da matriz para o espago intermem-
brana, com os elétrons sendo transferidos para o oxigénio, que se reduz
formando agua. Os dois protons necessarios para formar a agua sao reti-
rados da matriz mitocondrial, ficando a agua na mitocondria podendo
atravessar para o citoplasma. Observe que um unico par de elétrons trans-
portado seqiiencialmente pelos complexos I, III e IV, geram o fluxo de
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trés prétons para o espaco interrmembrana, com a forma¢ao de uma
molécula de agua.
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(Fonte Nelson e Cox 2002).

Inserir Figura 5 do arquivo “Figuras do capitulo 13”.

Figura 5. Representagdo esquematica dos complexos LII, Il e IV e a rela-
¢ao dos protons langados para fora da mitocondria e os pares de elétrons
transportados.

A SINTESE DE ATP POR FOSFORILACAO OXIDATIVA

O fluxo de prétons gerado pela passagem dos elétrons pelos comple-
xo0s I, III e IV (conhecidos, por isso, como bomba de prétons), fornece
energia suficiente para a sintese de trés ATPs, o que corresponde a uma
relagado de uma molécula de ATP para cada préton bombeado ou 3 molé-
culas de ATP para cada par de elétrons que passe pelos trés complexos.
Diferente do descrito acima fluxo de prétons gerado pela passagem dos
elétrons pelos complexos II, III e IV, fornece energia suficiente para a
sintese de dois ATPs. As células possuem uma eficiente forma de trans-
formar a energia do NADH e FADH, em ATP que ¢ a formacao desse
gradiente de prétons que tem dois componentes: elétrico e quimico. Cria-
se uma diferenga de concentracio muito grande de prétons entre o espa-
¢o e a matriz, a energia armazenada nesse gradiente vai ser utilizada para
sintese de ATP através de uma proteina especial presente nessa membra-
na interna que ¢ a préton ATPase. O que ela faz? Composta por duas
porcoes, a primeira porgao é transmembranar chamada de FO (zero) e a
segunda globular de F1. FO compd&e um canal de prétons e F1 é uma
regiao catalitica que promove a conversaio de ADP em ATP. A passagem
de prétons pelo canal de proton ATPase é que fornece energia para a
formacao e liberacao de ATP dentro da matriz. A sintese de ATP acima
descrita ¢ dependente do fluxo de prétons e elétrons que ocorre durante a
reoxidagio do NADH e FADH, na cadeia transportadora de elétrons,
dessa maneira é chamada sintese de ATP por fosforilagao oxidativa. Grande
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parte dessa energia produzida na mitocondria deve ser enviada para o 1

citoplasma, para ser usada em fungdes que requerem energia tais como
locomocgio e biossintese de macromoléculas.
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(Fonte Nelson e Cox 2002).

Figura 6. Formacao de ATP pela ATP sintase acoplada a cadeia transpor-
tadora de elétrons.

SALDO ENERGETICO DA OXIDACAO
COMPLETA DA GLICOSE

A completa oxidag¢ao da glicose em condig¢bes aerdbicas gera 38 ATPs
(tabela 1), uma quantidade bem maior do que aquela gerada em anaerobi-
ose onde o piruvato ¢ transformado em lactato ou etanol e a produgao de
energia ¢ somente 2 ATPs.
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Tabela 1 — Producao de energia durante a oxidagao da glicose
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* Este nimero ¢é calculado considerando 3 ATP por NADH e 2 ATP por FADH2. Um valor
negativo indica consumo.

REGULACAO DA OXIDACAO DA GLICOSE

O fluxo de glicose através da via glicolitica é regulado para manter
constante a concentracao de ATP. Para este fim, os necessarios ajustes
na velocidade da glicélise sao conseguidos pela regula¢do de duas enzi-
mas desta via: a fosfofrutoquinase-1 e a piruvato quinase. Estas duas
enzimas sao reguladas alostericamente, segundo a segundo, pelas flutu-
acOes na concentragao de certos metabolitos-chave que refletem o equi-
librio celular entre a producdo e o consumo de ATP. Algumas enzimas
do Ciclo de Krbes também sao reguladas com o mesmo objetivo da
regulacdo da via glicolitica que é manter constante a concnentragao de
ATP. No ciclo, trés enzimas sio alostéricas: citrato sintase, isocitrato
desidrogenase e a-cetoglutarato desidrogenase. Essas enzimas também
possuem o ATP como regulador alostérico.

CONCLUSAO

Neste capitulo foi discutida a completa oxidagao da glicose. Esse
carboidrato ¢ a fonte universal de energia para os organismos vivos e ¢
degradada por oxidagdo os em trés etapas. A via glicolitica é a primeira
etapa e ocorre através de dez reagOes catalisadas por 10 enzimas diferen-
tes que produzem duas moléculas de piruvato para cada molécula de gli-
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cose oxidada. O piruvato possui dois destinos diferentes em anaerobiose
e aerobiose. Em aerobiose o piruvato ¢ transformado em acetil-CoA e
totalmente oxidado produzindo CO,e H,O e 38 moléculas de ATP. Em
anaerobiose o piruvato ¢ transformado em lactato ou etanol e a producio
de ATP sao somente duas moléculas por molécula de glicose. Assim a
produgiao de energia em aerobiose ¢ muito maior do que em anaerobiose.
As vias de degradagao oxidativa da glicose possuem enzimas reguladas
alostéricamente. Algumas enzimas da via glicolitica e ciclo de Krebs sao
reguladas por ATP para manter a producao dessa molécula em quantida-
des ideais para o metabolismo do organismo.

RESUMO

A glicélise é uma via metabdlica universal para o catabolismo da gli-
cose que produz apds uma longa série de reagoes duas moléculas de piru-
vato, ATP e NADH. O processo ¢ catalisado por 10 enzimas. Na fase
preparatéria da glicdlise o ATP ¢ investido para converter glicose no in-
termediario frutose-1,6-bifosfato, entdo a ligagdo carbono-carbono entre
C-3 e C-4 ¢ quebrada para formar duas moléculas de triose fosfato. Na
fase de “pagamento” da glicdlise, cada uma das duas moléculas de glice-
raldeido-3-fosfato formada da glicose sofre oxida¢io em C-1; a energia
desta reacdo de oxidacido é conservada na reducao do NADH e formacio
de uma ligacao acil-fosfato no 1,3-bifosfoglicerato. Este composto tem
um alto potencial de transferéncia de grupo fosfato e, em uma fosforila-
¢ao ao nivel do substrato pela fosfogliceratoquinase, o seu grupo fosfato
¢ transferido para o ADP, formando ATP e 3-fosfoglicerato. O rearranjo
dos 4tomos no 3-fosfoglicerato com a perda de H,O da origem ao fosfo-
enolpiruvato, outro composto com alto potencial de transferéncia do grupo
fosfato. O fosfoenolpiruvato doa um grupo fosfato para o ADP para for-
mar ATP na segunda fosforilagdo ao nivel do substrato; o outro produto
desta reagdo é o piruvato, o produto final da fase de pagamento da glico-
lise. O piruvato tem dois destinos diferentes a depender da disponibilida-
de ou ndo de oxigénio nos organismos. Em aerobiose é transformado em
acetil-CoA e em anaerobiose em lactato e ou etanol. Esse ultimo proces-
so é chamado fermentagao. Em aerobiose o piruvato ¢é transformado em
acetil-CoA por um complexo multienzimatico denominado piruvato de-
sidrogenase. Na segunda etapa da oxidagdo da glicose o acetil-CoA sera
totalmente oxidado a CO,, com concomitante produgio de NADH e
FADH,, no Ciclo de Krebs. Essa via metabdlica ¢ ciclica ji que se inicia
com a condensacao de oxaloacetato com acetil-CoA e no fim das oito
reagdes catalisadas por oito diferentes enzimas o oxaloacetato ¢ regene-
rado. Paralelamente a oxidacao do acetil-CoA em Co2 o ciclo de Krebs
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produz moléculas (intermediarios das reacOes) que sao utilizados como
precursores para biossintese. Na terceira etapa de oxidagdo da glicose os
4 pares de hidrogénios (e seus elétrons) liberados no ciclo de Krebs (nas
coenzimas NAD e FAD) sio imediatamente transportados para a cadeia
respiratoria que ¢ um processo gerador de ATPs onde o O, serve de acep-
tor final dos hidrogénios (e elétrons) gerando uma molécula de H,O por
cada par de elétrons que sdo transportados pelo NADH e FADH,, gera-
dos ndo s6 do ciclo de Krebs, mas de qualquer outra reagdo metabdlica
celular. A sintese de ATP resultante do transporte de elétrons, ocorre em
virtude da energia livre liberada durante o fluxo de prétons que ocorre
entre os complexos transportadores de elétrons e protons que comuni-
cam a matriz mitocondrial e o espago inter membrana.

ATIVIDADES

. Cite os trés estagios de degradagdao aerdbica da glicose.

. Qual ¢ a via geral na glicolise?

. Como o piruvato é metabolizado anaerobicamente?

. Como o piruvato é transformado em acetil-CoA?

. Qual ¢ a via geral do ciclo de Krebs?

. Qual ¢ a funcao do ciclo de Krebs na biossintese (anabolismo)?

. Qual a estrutura da cadeia respiratoria ou cadeia transportadora de elétrons?
. Qual a fun¢io do transporte de elétrons no metabolismo?

0 1OVl BN

COMENTARIO SOBRE AS ATIVIDADES

1. Para responder essa questao voce deve primeiro discutir que a
degradacao da glicose ¢ um processo catabolico oxidativo que pode
ocorrer em presenca do oxigénio ou ndo. Na degradagao aerdbia sao
trés passos (ou trés estagios) para que ocorra a completa degradaciao/
oxidagao da glicose. Apods esse entendimento vocé deve citar que
esses estagios sao trés vias metabolicas: via glicolitica, ciclo de Krebs
e a cadeia transportadora de elétrons.

2. Certamente para responder essa questio vocé voltou a figura 1
deste capitulo. Nessa figura vocé observou que na glicélise uma
molécula de glicose gera, apos uma longa série de reag¢oes, duas
moléculas de piruvato. Essas reagoes sao 10 e sio divididas em duas
fases, preparatéria e de pagamento. Durante esse percurso, ha um
ganho de duas moléculas de ATP e de NADH.
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3. Se vocé respondeu essa questdo partindo da constatagio de que
existem varios destinos metabolicos sio possiveis para o piruvato,
certamente respondeu que no metabolismo anaerébico ha dois
destinos possiveis para essa molécula. Em organismos capazes de
realizar a fermentagao alcodlica, o piruvato produz etanol. Em outros
organismos o piruvato ¢ transformado em lactato.

4. Inicialmente vocé deve considerar que o piruvato é a molécula
formada a partir da degradagao da glicose. Considerando esse fato
responda que o piruvato produzido pela glicélise é transformado
por descarboxilagdao oxidativa em acetil-CoA por um complexo
denominado piruvato desidrogenase que é formado por varias
copias de trés enzimas — piruvato desidrogenase, driidrolipoil
transacetilase e diidrolipoil desidrogenase — e por cinco coenzimas:
tiamina pirofosfato (TPP), coenzima A (CoA), nicotinamida
adenina dinucleotideo (NAD+), flavina adenina dinucleotideo (FAD)
e acido lipdico.

5. Se voce antes de responder essa questido voltou a figura 4 desse
capitulo, certamente vocé iniciou sua resposta com a constataciao de
que o acetil-CoA entra no ciclo de Krebs reagindo com o oxaloacetato
para produzir citrato. No entanto, também ¢é necessario apontar que
as reacoes do ciclo de Krebs incluem duas descarboxilagdes
oxidativas que transformam o citrato, composto de seis carbonos,
em succinato, composto de quatro carbonos. O ciclo completa-se
com a regenera¢ao do oxaloacetato a partir do succinato em um
processo de multiplas etapas que inclui duas reagdes de oxidagao.

6. Se voce respondeu essa questao assumindo que o ciclo de Krebs é
uma via anfibolica, isto é que participa tanto do catabolismo quanto
do anabolismo, certamente vocé conclui que o papel anabdlico do
ciclo de Krebs ¢ fornecer matéria prima para a biossintese de varias
biomoléculas importantes. Como exemplos de moléculas
intermediarias que sao usadas nas vias de biossintese vocé pode ter
citado: oxaloacetato e o a-cetoglutarato que formam o aspartato e
glutamato, respectivamente e o succinil-CoA que ira formar o grupo
heme encontrado em algumas proteinas.

7. Para responder essa questio deve-se entender que a resposta
correta envolve entendimento da estrutura da cadeia transportadora
de elétrons. Considerando que se deve responder sobre a estrutura
descreva os complexos multienzimaticos e seus grupos prostéticos
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na membrana interna mitocondrial. A cadeia transportadora de
elétrons ¢ formada por quatro principais multienzimaticos: NADH
desidrogenase, succinato-ubiquinona, citocromo C redutase e
citocromo oxidase. Os grupos Prostéticos envolvem grupos heme e
ions metalicos tais como cobre.

8. Para responder essa resposta vocé deve imaginar o metabolismo
degradativo (oxidativo) na sua totalidade. Embora o transporte de
elétrons ocorra somente no estagio final do metabolismo aerébio
quando os elétrons sao transferidos do NADH e FADH, ao oxigénio
(aceptor final de elétrons) em uma série de reagdes de oxido redugao
conhecida como cadeia transportadora de elétrons, é importante
lembrar que essas coenzimas foram produzidas nos dois estagios
iniciais da degradacao da glicose. Aponte também em sua resposta
que essa série de eventos depende da presenca de oxigénio. Essa
etapa do metabolismo permite a reoxida¢ao dos transportadores de
elétrons reduzidos produzidos na glicdlise, no ciclo de Krebs e em
outras vias catabodlicas ndo discutidas nesse capitulo, e é a principal
fonte de ATPs produzidos no catabolismo.

PROXIMA AULA

Com essa breve discussao do metabolismo de glicose se encerra o curso
de bioquimica.
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