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Aviso!

Todo esforco foi feito para garantir a qualidade editorial desta obra, agora em versao digital.
Destacamos, contudo, que diferencas na apresentacdo do conteido podem ocorrer em funcao de
restricOes particulares as versdes impressa e digital e das caracteristicas técnicas especificas de

cada dispositivo de leitura.

Este eBook é uma versao da obra impressa, podendo conter referéncias a este formato (p. ex.:
“Circule conforme indicado no exemplo 17, “Preencha o quadro abaixo”, etc.). Buscamos
adequar todas as ocorréncias para a leitura do contetido na versao digital, porém alteracoes e
insercoes de texto ndo sao permitidas no eBook. Por esse motivo, recomendamos a criagao de

notas. Em caso de divergéncias, entre em contato conosco através de nosso site.


https://www.grupoa.com.br/conteudo/institucional/fale-conosco

Nota

Assim como a medicina, a bioquimica é uma ciéncia em constante evolucdo. A medida que
novas pesquisas e a propria experiéncia clinica ampliam o nosso conhecimento, sdao necessarias
modificacdes na terapéutica, onde também se insere o uso de medicamentos. Os autores desta
obra consultaram as fontes consideradas confiaveis, num esforco para oferecer informacoes
completas e, geralmente, de acordo com os padrdes aceitos a época da publicagdo. Entretanto,
tendo em vista a possibilidade de falha humana ou de alteracdes nas ciéncias médicas, os leitores
devem confirmar estas informagoes com outras fontes. Por exemplo, e em particular, os leitores
sao aconselhados a conferir a bula completa de qualquer medicamento que pretendam
administrar, para se certificar de que a informacdo contida neste livro esta correta e de que nao
houve alteracdao na dose recomendada nem nas precaugdes e contraindicacoes para o seu uso.
Essa recomendacao é particularmente importante em relacdo a medicamentos introduzidos

recentemente no mercado farmacéutico ou raramente utilizados.
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Protocélulas sdao usadas por bioquimicos para explorar reagoes que poderiam mimetizar aquelas

que levaram a origem da vida na Terra. Bilhdes de anos atras, moléculas hidrofébicas podem ter

formado agrupamentos semelhantes a células, como as protocélulas, em que moléculas capazes

de se autorreplicar podiam se concentrar e se proteger do ambiente externo. Elas provavelmente

forneceram as origens das membranas, acidos nucleicos e catalisadores encontrados nas células

de hoje.
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A partir da esquerda, no alto: David L Nelson, Michael M. Cox e Aaron
A, Hoskins (fotos de David L. Nelson, Michael M. Cox e Aaron A. Hoskins)

DaVId L Nelson nasceu em Fairmont, Minnesota, formou-se em Quimica e

Biologia no St. Olaf College, em 1964, e obteve o PhD em Bioquimica pela Stanford Medical
School sob a orientacdo de Arthur Kornberg. Realizou Po6s-doutorado na Harvard Medical
School sob a supervisdo de Eugene P. Kennedy, um dos primeiros estudantes formados por
Albert Lehninger. Em 1971, Nelson ingressou na University of Wisconsin-Madison, tornando-se
professor titular de bioquimica em 1982. Por 8 anos, foi diretor do Center for Biology Education,
na University of Wisconsin-Madison. Tornou-se professor emérito em 2013.

O trabalho de pesquisa de Nelson esta centrado nas transducdes de sinal que regulam o
movimento ciliar e a exocitose no protozoario Paramecium. Por 43 anos, lecionou (com Mike
Cox) em um curso intensivo de bioquimica avangada para estudantes de graduacdo em ciéncias



da vida. Também lecionou disciplinas de p6s-graduacdo em estrutura e funcao de membranas e
em neurobiologia molecular. Recebeu prémios por sua exceléncia como professor, incluindo o
prémio por ensino académico Dreyfus Teacher-Scholar e o prémio Atwood por distingdo como
professor. Entre 1991 e 1992, foi professor visitante de quimica e biologia no Spelman College.
O segundo amor de Nelson é a historia, razdao pela qual agora ensina historia da bioquimica e
coleciona instrumentos cientificos antigos.

Michael M. COX nasceu em Wilmington, Delaware. Em sua primeira disciplina de

bioquimica, a primeira edicdo do livro Bioquimica de Lehninger foi uma importante influéncia,
direcionando sua fascinagcdo com a biologia e o inspirando a uma carreira em bioquimica. Ap6s
concluir sua pos-graduacao na Brandeis University, sob orientagdao de William P. Jencks, e seu
pés-doutorado na Stanford com I. Robert Lehman, ele ingressou na University of Wisconsin-
Madison em 1983. Tornou-se professor titular de Bioquimica em 1992.

Mike Cox coordenou um grupo ativo de pesquisa em Wisconsin, investigando a funcdo e o
mecanismo de enzimas que atuam na interface da replicacdo, do reparo e da recombinacdo do
DNA. Esse trabalho resultou na publicacdo de mais de 200 artigos até o momento.

Por mais de trés décadas, Cox lecionou introdugdo a bioquimica para estudantes de graduacao,
além de varias disciplinas de cursos de pds-graduacdo. Ele organizou um curso sobre
responsabilidade profissional para estudantes de graduacdo do primeiro ano, e estabeleceu um
programa sistematico para recrutar estudantes de graduagdo talentosos para o trabalho em
laboratério de pesquisa, desde estagios iniciais de suas carreiras na universidade. Cox recebeu
muitos prémios, tanto por suas atividades de ensino quanto de pesquisa, incluindo o prémio Eli
Lilly em quimica biolégica, sua eleicdo para a American Association for the Advancement of
Science (AAAS) e o préemio UW Regents por exceléncia no ensino. Entre seus passatempos, esta
a transformacdo de 7 hectares de uma fazenda em Wisconsin em um arboreto, além de ser um
colecionador de vinhos e auxiliar na elaboracdo de projetos para prédios de laboratdrios.

Aaron A. HOSkIHS nasceu em Lafayette, Indiana, e concluiu seu bacharelado em

quimica na Purdue University em 2000, tendo concluido seu PhD em quimica biol6gica no
Massachusetts Institute of Technology sob a orientacdao de JoAnne Stubbe. Em 2006, seguiu para
a Brandeis University e para a Universiy of Massachusetts Medical School, onde realizou seu
pés-doutorado sob a supervisdo de Melissa Moore e Jeff Gelles. Hoskins ingressou como
professor de bioquimica na University of Wisconsin-Madison em 2011.

Sua tese de doutorado enfocou a biossintese de novo de nucleotideos puricos. Na Brandeis
University e na University of Massachusetts, ele iniciou seus estudos do processo de splicing do
pré-mRNA eucaridtico. Durante esse periodo, desenvolveu novas ferramentas para o estudo
microscopico de moléculas unicas no spliceossoma.

Seu laboratorio dedica-se a compreensdao de como os componentes dos spliceossomas sao



agregados, como ocorre sua regulacao e como reconhecem introns. Hoskins recebeu prémios por
suas pesquisas cientificas, tendo inclusive sido nomeado Jovem Investigador Beckman e
Cientista Shaw. Ele leciona introducdo a bioquimica para estudantes de graduacao desde 2012.
Hoskins também gosta de brincar com sua gata (Louise) e com sua cachorra (Agatha) e fazer
ioga/exercicio fisico, além de tentar ler um novo livro por semana.



Sobre a natureza da ciéncia

o século XXI, a educacdo cientifica tipica com frequéncia deixa de lado o suporte

filoséfico da ciéncia ou usa defini¢des simplificadas demais. Se vocé pretende seguir

uma carreira em ciéncias, pode ser tutil considerar uma vez mais os termos ciéncia,
cientista e método cientifico.

Ciéncia é tanto um modo de pensar sobre o mundo natural como a soma das teorias e das
informac0es que derivam desse pensamento. O poder e o sucesso da ciéncia derivam diretamente
do fato de utilizar ideias que podem ser testadas: informacdes sobre fendmenos naturais que
podem ser observadas, medidas e reproduzidas, além de teorias que tém valor prognostico. O
progresso da ciéncia se baseia em um pressuposto fundamental muitas vezes nao explicito, mas
crucial para a empreitada: de que as leis que governam as forcas e os fendOmenos existentes no
universo ndo estdo sujeitas a mudancas. O ganhador do Prémio Nobel Jacques Monod referiu-se
a essa suposicao como o “postulado da objetividade”. O mundo natural, portanto, pode ser
compreendido aplicando-se um processo de investigacdo — o método cientifico. A ciéncia ndo
poderia ter sucesso em um universo que nos pregasse pecas. A ndo ser pelo postulado da
objetividade, a ciéncia ndao tem outros pressupostos inviolaveis do mundo natural. Uma ideia
cientifica 1util é aquela (1) que tenha sido ou possa ser mensurada de maneira reproduzivel (2),
que possa ser utilizada para prever novos fendmenos de maneira precisa e (3) que focalize o
mundo ou o universo natural.

As ideias cientificas podem assumir diversas formas. Os termos que os cientistas utilizam para
descrevé-las tém significados bem diferentes daqueles usados por ndo cientistas. Uma hipdtese é
uma ideia ou pressuposto que fornece uma explicacdo razoavel e testavel para uma ou mais
observacoes, mas talvez ndo tenha ampla comprovacdo experimental. Uma teoria cientifica é
muito mais do que um palpite. E uma ideia comprovada até certo ponto e que fornece uma
explicacdio para um corpo de observacoes experimentais. Uma teoria pode ser testada e
desenvolvida, constituindo, assim, uma base para avancos e inovacOes. Quando uma teoria
cientifica é repetidamente testada e validada em varias frentes, ela pode ser aceita como um fato.

E importante ressaltar que o que constitui ciéncia ou uma ideia cientifica se define pelo fato de
ser ou nao publicado na literatura apds ter sido revisado por outros cientistas. Até o final de
2014, cerca de 34.500 periédicos cientificos revisados por pares publicaram, no mundo todo,
aproximadamente 2,5 milhdes de artigos a cada ano, uma rica e continua safra de informacées
que é patrimonio de todo ser humano.

Os cientistas sdo individuos que aplicam rigorosamente o método cientifico para compreender
o mundo natural. O fato de ser graduado em determinada disciplina ndo torna uma pessoa
cientista, nem a falta de tal graduacdo impede que alguém faca importantes contribuicoes
cientificas. Um cientista precisa ter o impeto de desafiar uma ideia quando novos achados o



exigem. As ideias que um cientista aceita devem ser fundamentadas em observacoes
reproduziveis e mensuraveis, e ele deve relatar essas observacdes com total honestidade.

O método cientifico é uma colecdo de caminhos, em que todos podem levar a uma descoberta
cientifica. No caminho da hipdtese e experimentagdo, o cientista levanta uma hipdtese e a
submete a um teste experimental. Muitos processos com 0s quais os bioquimicos trabalham
todos os dias foram descobertos dessa maneira. A estrutura do DNA, elucidada por James
Watson e Francis Crick, levou a hipotese de que os pares de bases constituiam a base para a
transferéncia de informacdes na sintese de polinucleotideos. Essa hip6tese ajudou a inspirar a
descoberta da DNA-polimerase e da RNA-polimerase.

Watson e Crick produziram sua estrutura do DNA por meio de um processo de construgdo de
modelo e cdlculo. Nao houve experimento real envolvido, embora a construcdo do modelo e os
calculos realizados tenham utilizado dados coletados por outros cientistas. Muitos cientistas
aventuraram-se usando o processo de exploragcdo e observacdo como um caminho para a
descoberta. Viagens historicas de descoberta (entre elas a de Charles Darwin, no H.M.S. Beagle,
em 1831) ajudaram no mapeamento do planeta e na catalogacdo dos seres vivos, e modificaram a
forma como vemos o mundo. Os cientistas modernos seguem um caminho semelhante quando
exploram as profundezas do oceano ou lancam sondas para outros planetas. Um processo
analogo ao da hipotese e experimentacao € o da hipdtese e dedugdo. Crick pensou que deveria
existir uma molécula adaptadora que facilitasse a traduc¢do da informacdo do RNA mensageiro
em proteina. Essa hipotese do adaptador levou a descoberta do RNA transportador por Mahlon
Hoagland e Paul Zamecnik.

Nem todos os caminhos para a descoberta envolvem planejamento — com frequéncia, a
casualidade também tem um papel. A descoberta da penicilina por Alexander Fleming, em 1928,
e dos RNA catalisadores por Thomas Cech, no inicio dos anos 1980, foram duas descobertas
feitas por acaso, embora alcancadas por cientistas bem preparados para investiga-las. A
inspiragdo também pode levar a importantes avangos. A reacao em cadeia da polimerase (PCR),
que atualmente constitui parte central da biotecnologia, foi desenvolvida por Kary Mullis, em
1983, apés um momento de inspiracao durante uma viagem pelo norte da Califérnia.

Esses diversos caminhos que levam a descoberta cientifica podem parecer um tanto diferentes,
mas tém importantes aspectos em comum. Eles se concentram no mundo natural e tém base na
observacdo e/ou experimentacdo reproduziveis. Todas as ideias, palpites e fatos experimentais
que se originam dessas empreitadas podem ser testados e reproduzidos por cientistas em
qualquer lugar do mundo. Todos podem ser utilizados por outros cientistas para construir novas
hipéteses e fazer novas descobertas. Todos levam a informacdo, que é incluida no mundo da
ciéncia. A compreensao do universo requer um trabalho arduo. Ao mesmo tempo, nenhuma
jornada humana é mais empolgante e potencialmente recompensadora do que a tentativa, as
vezes bem-sucedida, de compreender parte do mundo natural.



Agradecimentos

a 50 anos, Al Lehninger publicou a 1? edicdo de Bioquimica, definindo o formato basico
H das disciplinas de bioquimica durante geracoes em todo o mundo. Estamos honrados

por termos conseguido manter a tradicdo de Lehninger desde o seu falecimento em
1986, agora apresentando a 8? edi¢ao de Principios de bioquimica de Lehninger.

Este livro é resultado de um esforco conjunto, e sua producao seria impossivel sem a equipe
da W. H. Freeman, que nos apoiou em todas as etapas. Elizabeth Simmons, Gerente de
Programa, Bioquimica, nos guiou destemidamente pelo novo mundo da publicacao de livros-
texto nessa era de midias. Catherine Murphy, Editora de Desenvolvimento, ajudou a desenvolver
o plano de revisdao desta edicdo, nos manteve focados no plano, avaliou cuidadosamente os
comentarios dos revisores e editou o texto para que tivesse clareza. Vivien Weiss, Gerente de
Projeto de Contetido Sénior, juntou as partes de texto de modo que ficasse perfeitamente
integrado. Diana Blume, Natasha Wolfe, Maureen McCutcheon e John Callahan sao
responsaveis pelo lindo design do texto e da capa do livro. Adam Steinberg e Emiko Paul
criaram o novo layout desta edicdo. A Pesquisadora de Fotografia Jennifer Atkins e a Gerente de
Permissoes de Midia Christine Buese localizaram imagens e obtiveram permissoes para utiliza-
las. Cate Dapron editou o texto, e Paula Pyburn o revisou. Karen Misler, Gerente de Projeto
Editorial, e Paul W. Rohloff, Gerente Sénior de Fluxo de Projeto, trabalharam diligentemente
para nos manter no cronograma, e Nathan Livingston ajudou a orquestrar revisdes e forneceu
apoio administrativo. Cassandra Korsvik e Kelsey Hughes, Editores de Midia, e Jim Zubricky,
Especialista em Solucdes de Aprendizado, supervisionaram a enorme tarefa de criar e aprimorar
as midias do contetido. Agradecemos também a Maureen Rachford, Gerente de Marketing
Sénior, por coordenar as vendas e os esforcos de marketing que divulgam o Principios de
bioquimica de Lehninger a professores e estudantes.

Em Madison, Brook Soltvedt é (e tem sido em todas as edi¢Oes nas quais trabalhamos) nossa
editora e critica de primeira linha. Ela é a primeira a ver os originais dos capitulos, e ajuda na
escrita e no desenvolvimento das ilustragOes, garantindo consisténcia interna ao conteudo e a
nomenclatura, nos incentivando a manter nosso ritmo de trabalho. Muito da arte e dos graficos
moleculares foi criado por Adam Steinberg, da Art for Science, que nos ofereceu valiosas
sugestoes, que levaram a ilustracoes melhores e mais claras. A habilidade de Linda Strange, que
revisou seis edicoes deste livro (incluindo a primeira), ainda esta evidente na clareza do texto.
Sentimo-nos afortunados por termos parceiros talentosos como Brook, Adam e Linda em nossa
equipe. Somos gratos também a Brian White, da University of Massachusetts Boston, que
escreveu a maior parte das questdes de analise de dados no final dos capitulos.



o peaier Wies

¥ u.u.r

I'uh

Aqui estdo alguns dos muitos individuos que ajudaram a criar esta edi¢do do Principios de bioquimica: Diana Blume, Diretora de
Design e Geréncia de Contetido; Christine Buese, Gerente de Permissoes de Midia; John Callahan, Designer da Capa; Bob
Cherry, Supervisor de Producdo; Keri deManigold, Diretor Sénior de Producdo Digital; Janice Donnola, Coordenadora de Arte;
Daryl Fox, Vice-Presidente Sénior, STEM; Jen Driscoll Hollis, Diretor de Contetido, Ciéncias da Vida e da Terra; Kelsey
Hughes, Editora de Midia; Lisa Kinne, Geréncia Sénior de Edicao; Cassandra Korsvik, Editora Sénior de Midia; Nathan
Livingston, Assistente Editorial; Matthew McAdams, Gerente de Arte; Michael McCarty, Editor de Permissdes para o Texto;
Karen Misler, Geréncia do Projeto Editorial; Catherine Murphy, Editora de Desenvolvimento; Paul W. Rohloff, Geréncia Sénior
de Fluxo de Trabalho; Liz Simmons, Geréncia do Programa de Bioquimica; Brook Soltvedt, Editora; H. Adam Steinberg,
Cientista Artista; e Vivien Weiss, Geréncia Sénior de Contetido do Projeto.

Muitos outros nos auxiliaram nesta 8* edicdo com seus comentarios, sugestoes e criticas.
Somos profundamente gratos a todos eles:

Aaron Sholders, Colorado State University Fort Collins

Abdel Omri, Laurentian University

Aleksandra Stamenov, University of California—Merced

Alexander G. Zestos, American University

Alfred Ponticelli, University at Buffalo, Jacobs School of Medicine and Biomedical Sciences
Allen Nicholson, Temple University—Philadelphia

Allison Lamanna, University of Michigan—-Ann Arbor

Allyn Ontko, Arkansas State University

Amanda Parker, William Cary University

Amber Howerton, Nevada State College



Amy Babbes, Scripps College

Amy Greene, Albright College

Andy Koppisch, Northern Arizona University

Andy LiWang, University of California—Merced

Angela K. Stoeckman, Bethel University

Anthony Clementz, Concordia University Chicago

Artem Domashevskiy, John Jay College of Criminal Justice, CUNY
Balasubrahmanyam Addepalli, University of Cincinnati
Benjamin Lasseter, Christopher Newport University

Bhuvana Katkere, Pennsylvania State University—Main Campus
Blythe Janowiak, St. Louis University

Bobby Burkes, Grambling State University

Bonnie Hall, Grand View University

Brannon McCullough, Northern Arizona University

Brenda Royals, Park University

Brian Callahan, Binghamton University

Brian Trewyn, Colorado School of Mines

Bruce Jacobson, St. Cloud State University

Bryan Knuckley, University of North Florida

Burt Goldberg, New York University

Candace Timpte, Georgia Gwinnett College

Cassidy Dobson, Truman State University

Chandrakanth Emani, Western Kentucky University—Bowling Green
Chandrika Kulatilleke, City University of New York—Baruch College
Charles Hoogstraten, Michigan State University

Cheryl Ingram-Smith, Clemson University

Chris Wang, Ambrose University

Christopher Cottingham, University of North Alabama
Christopher Hamilton, Hillsdale College

Christopher Jurgenson, Delta State University

Christopher Reid, Bryant University

Christopher Rohlman, Albion College

Christopher T. Calderone, Carleton College

Chuan Xiao, University of Texas—El Paso

Chu-Young Kim, University of Texas—El Paso

Corin Slown, California State University Monterey Bay

Craig Peebles, University of Pittsburgh

D. Andrew Burden, Middle Tennessee State University



Dana Baum, St. Louis University—Main Campus
Daniel Edwards, California State University—Chico
Daniel Golemboski, Bellarmine College—Louisville
Danny Ho, Columbia University—New York

Darryl Aucoin, Caldwell College

David Bartley, Adrian College

David H. Eagerton, Campbell University

David Snyder, William Paterson University
Deborah Polayes, George Mason University

Didem Vardar-Ulu, Boston University

Dipak K. Ghosh, North Carolina A & T State University
Donald Beitz, Iowa State University

Donald Doyle, Georgia Institute of Technology
Donna Pattison, University of Houston

Elizabeth Middleton, Purchase College, SUNY
Evelyn Swain, Presbyterian College

Fares Najar, University of Oklahoma—Norman
Garland Crawford, Mercer University—Macon
George Nora, Northern State University

Gerald F. Audette, York University, North York
Gerwald Jogl, Brown University

Gillian Rudd, Georgia Gwinnett College

Glover Martin, University of Massachusetts—Boston
Graham Moran, Loyola University Chicago
Grazyna Nowak, University of Arkansas for Medical Sciences
Heather Coan, Western Carolina University
Heather Larson, Indiana University Southeast
Henrike Besche, Harvard Medical School

Ike Shibley, Pennsylvania State University—Berks Campus
Isaac Forquer, Portland State University

James D. West, The College of Wooster

James Lee, Old Dominion University

James Nolan, Georgia Gwinnett College

Jamie Towle-Weicksel, Rhode Island College

Jane Hobson, Kwantlen Polytechnic University
Jason Fowler, Lincoln Memorial University

Jason Kahn, University of Maryland

Jean Gaffney, Baruch College



Jennifer Cecile, Appalachian State University

Jennifer E. Grant, University of Wisconsin Stout

Jennifer Fishovitz, Saint Mary’s College

Jennifer Sniegowski, Arizona State University—Downtown
Jeremy T. Mitchell-Koch, Bethel College—North Newton
Jeremy Thorner, University of California—Berkeley

Jim Roesser, Virginia Commonwealth University

Joanna Krueger, University of North Carolina—Charlotte
Joanne Souza, Stony Brook University

Joel Gray, Texas State University

John Chik, Mount Royal University

John Conrad, University of Nebraska—Omaha

John Means, University of Rio Grande

John Richardson, Austin College

Jonathan Parrish, University of Alberta

Joseph Jez, Washington University in St. Louis

Joseph Schulz, Occidental College

Joshua M. Blose, College at Brockport—State University of New York
Joshua Sakon, University of Arkansas—Fayetteville
Joshua Sokoloski, Salisbury University

Judy Moore, Lenoir-Rhyne University—Hickory

Justin DiAngelo, Pennsylvania State University—Berks Campus
Kalju Kahn, University of California—Santa Barbara
Katarzyna Roberts, Rogers State University

Katherine Launer-Felty, Connecticut College

Kathleen Foley Geiger, Michigan State University

Katie Garber, St. Norbert College

Kavita Shah, Purdue University—Main Campus

Kelli Slunt, University of Mary Washington

Kenneth Balazovich, University of Michigan

Kerry Smith, Clemson University

Kersten Schroeder, University of Central Florida

Kevin Brown, University of Florida—Gainesville

Kevin Francis, Texas A&M—Kingsville

Kevin Kearney, MCPHS University

Kevin Redding, Arizona State University

Kevin Siebenlist, Marquette University

Kimberly Lane, Radford University



Kimberly Lyle-Ippolito, Anderson University

Kirsten Fertuck, Northeastern University—Boston

Koni Stone, California State University Stanislaus
Kristin Dittenhafer-Reed, Hope College

Lawrence Gracz, Massachusetts College of Pharmacy & Health Sciences
Leah Cohen, College of Staten Island, CUNY

Lilian Chooback, University of Central Oklahoma

Lori Isom, University of Central Arkansas

Lori Wallrath, University of lowa—Iowa City

Marcello Forconi, College of Charleston

Margaret Daugherty, Colorado College

Maria Kuhn, Madonna University

Marilena Hall, Stonehill College

Marina Gimpelev, Dominican College

Mario Pennella, University of Wisconsin—-Madison
Marjorie A. Jones, Illinois State University

Mark Snider, The College of Wooster

Mary Elizabeth Peek, Georgia Institute of Technology Main Campus
Mary Hatcher-Skeers, Scripps College

Matthew Hartman, Virginia Commonwealth University
Matthew R. Jensen, Concordia University, St. Paul
Meagan Mann, Austin Peay State University

Megan E. Rudock, Wake Forest University

Michael Borenstein, Temple University School of Pharmacy
Michael Cascio, Duquesne University

Michael Koelle, Yale University

Michael Massiah, George Washington University
Michael Mendenhall, University of Kentucky

Michael Pikaart, Hope College

Michael Sehorn, Clemson University

Michael Trakselis, Baylor University

Michelle Pozzi, Texas A&M University

Mrinal Bhattacharjee, Long Island University—Brooklyn
Narasimha Sreerama, Colorado State University
Natasha DeVore, Missouri State University Springfield
Neena Grover, Colorado College

Newton Hilliard, Arkansas Technical University

Nianli Sang, Drexel University



Nicholas Burgis, Eastern Washington University
Nicholas Grossoehme, Winthrop University

Nitin Jain, University of Tennessee

Nuran Ercal, Missouri University of Science & Technology
P. Matthew Joyner, Pepperdine University

Patrick Larkin, Texas A&M University—Corpus Christi
Patrick Schacht, California Baptist University

Paul Adams, University of Arkansas

Paul Bond, Shorter University

Paul DeLaLuz, Lee University

Paul Hager, East Carolina University

Paul Larsen, University of California—Riverside

Peter Kahn, Rutgers University

Pingwei Li, Texas A&M University

Pradip Sarkar, Parker University

Ramin Radfar, Wofford College

Ravinder Abrol, California State University—Northridge
Rebecca Corbin, Ashland University

Rekha Srinivasan, Case Western Reserve University
Reza Karimi, Pacific University

Richard Amasino, University of Wisconsin—-Madison
Richard Singiser, Clayton State University

Rishab K. Gupta, University of California—Los Angeles
Robert B. Congdon, Broome Community College, SUNY
Robert Brown, Memorial University of Newfoundland
Robert J. Warburton, Shepherd University

Robin Haynes, Harvard University

Ronald Gary, University Nevada—Las Vegas

Russ Feirer, St. Norbert College & Medical College of Wisconsin
Ryan Steed, University of North Carolina—Asheville
Sabeeha Merchant, University of California—Berkeley
Samuel Butcher, University of Wisconsin—-Madison
Sandra Barnes, Alcorn State University

Sarah J. Smith, Bucknell University

Sarah Lee, Abilene Christian University

Scott Lefler, Arizona State University—Tempe

Scott Napper, University of Saskatchewan

Silvana Constantinescu, Marymount College—Rancho Palos Verdes



Siva Panda, Augusta State University

Somdeb Mitra, New York University

Steven Cok, Framingham State College

Steven Ellis, University of Louisville

Stylianos Fakas, Alabama A & M University

Susan Colette Daubner, St. Mary’s University

Susan Mitroka, Worcester State University

Tamar B. Caceres, Union University

Tamara Hendrickson, Wayne State University

Tamiko Porter, Indiana University—Purdue University Indianapolis
Tanea Reed, Eastern Kentucky University

Tanya Dahms, University of Regina

Taylor J. Mach, Concordia University, St. Paul

Terry Kubiseski, York University—Keele Campus
Thomas Vida, University of Houston

Todd Johnson, Weber State University—Ogden

Todd M. Weaver, University of Wisconsin La Crosse
Tom Huxford, San Diego State University

Tomas T. Ding, North Carolina Central University
Tuhin Das, John Jay College of Criminal Justice, CUNY
Vishwa D. Trivedi, Bethune Cookman University
Wallace Sharif, Morehouse College

Xiangshu Jin, Michigan State University—East Lansing
Xuemin Wang, University of Missouri—St. Louis
Yingchun Li, Texas A&M University—Prairie View
Yongli Chen, Hawaii Pacific University—Hilo

Yu Wang, The University of Alabama

Yulia Gerasimova, University of Central Florida

Yun Li, Delaware Valley University

Zeenat Bashir, Canisius College

Nao temos espaco aqui para citar todas as pessoas que contribuiram para o desenvolvimento
deste livro, mas expressamos aqui nosso sincero agradecimento — e o livro pronto que eles
ajudaram a completar. Assumimos, € claro, total responsabilidade por eventuais incorregoes.

Queremos agradecer, de modo especial, aos nossos alunos da University of Wisconsin-
Madison por inumeras sugestdes e comentarios. Se alguma coisa no livro nao estiver bem, eles
ndo deixardo de nos informar. Somos muito gratos aos estudantes e a equipe de nossos grupos de
pesquisa, atuais e do passado, que nos ajudaram a equilibrar as demandas com o nosso tempo;



aos nossos colegas do Departamento de Bioquimica da University of Wisconsin-Madison, que
nos ajudaram com conselhos e criticas, e a muitos estudantes e professores que nos escreveram
para sugerir formas de melhorar o livro. Esperamos que nossos leitores continuem nos
estimulando para futuras edigoes.

Finalmente, expressamos nossa profunda gratiddo aos nossos companheiros (Brook, Beth e
Tim) e as nossas familias, que mostraram extraordindria paciéncia neste projeto, bem como apoio
a escrita de nosso livro.

David L. Nelson
Michael M. Cox
Aaron A. Hoskins
Madison, Wisconsin



Sumario

1. Fundamentos de bioquimica

1.1 Fundamentos celulares

As células sdo as unidades estruturais e funcionais de todos os organismos vivos

A difusdo limita o tamanho das células

Os organismos sao classificados em trés dominios de vida distintos

Os organismos diferem amplamente quanto as suas fontes de energia e aos precursores
biossintéticos

Células de bactérias e de arqueias possuem propriedades comuns, mas diferem em aspectos
importantes

As células eucaridticas tém varios tipos de organelas membranosas que podem ser isoladas
para estudo

O citoplasma é organizado pelo citoesqueleto e é altamente dinamico

As células constroem estruturas supramoleculares

Estudos in vitro podem subestimar interacoes importantes entre moléculas

1.2 Fundamentos quimicos

Biomoléculas sdao compostos de carbono que possuem uma variedade de grupos funcionais
As células contém um conjunto universal de pequenas moléculas

QUADRUO 1-1. Peso molecular, massa molecular e suas unidades corretas
As macromoléculas sdo os principais constituintes das células
A estrutura tridimensional é descrita pela configuracao e pela conformagao

QUADRO 1-2. Louis Pasteur e atividade optica: in vino, veritas
As interacdes entre biomoléculas sdo estereoespecificas

1.3 Fundamentos fisicos

Os organismos vivos existem em um estado estaciondrio dinamico e nunca em equilibrio
com 0 meio em que se encontram

Os organismos transformam energia e matéria a partir do meio circundante

Criar e manter ordem requer trabalho e energia

QUADRO 1-3. Entropia: tudo se desintegra



Reacodes de acoplamento de energia na biologia

K., e AG® sdo medidas da tendéncia de uma reagdo ocorrer espontaneamente
Enzimas promovem sequéncias de reacdes quimicas

O metabolismo é regulado para ser balanceado e econdmico

1.4 Fundamentos genéticos

A continuidade genética esta incorporada em uma unica molécula de DNA
A estrutura do DNA permite sua replicagdo e seu reparo com uma fidelidade quase perfeita
A sequéncia linear no DNA codifica proteinas com estruturas tridimensionais

1.5 Fundamentos evolutivos

Mudangas nas instrucoes hereditarias possibilitam a evolucao

As biomoléculas inicialmente surgiram por evolucao quimica

O RNA ou precursores relacionados podem ter sido os primeiros genes e catalisadores

A evolucdo biolégica comegou ha mais de 3,5 bilhdes de anos

A primeira célula provavelmente usou combustiveis inorganicos

As células eucaridticas evoluiram em varios estagios a partir de precursores mais simples
A anatomia molecular revela relacGes evolutivas

A gendmica funcional mostra a alocagdo de genes para processos celulares especificos

A comparacao entre genomas é cada vez mais importante na biologia e na medicina

I. ESTRUTURA E CATALISE

2. Agua, o solvente da vida

2.1 Interacoes fracas em sistemas aquosos

LigacGes de hidrogénio sdo responsaveis pelas propriedades incomuns da agua

A agua forma ligacdes de hidrogénio com solutos polares

A agua interage eletrostaticamente com solutos carregados

Gases apolares sao fracamente soltiveis em agua

Compostos apolares forcam mudancas energeticamente desfavoraveis na estrutura da agua
InteracOes de van der Waals sdo atragOes interatdmicas fracas

Interacdes fracas sdo cruciais para a estrutura e a fungcao das macromoléculas

Solutos concentrados produzem pressao osmotica



2.2 Tonizacado da agua e de acidos e bases fracas

A agua pura é levemente ionizada
A ionizagdo da agua é expressa pela constante de equilibrio
A escala de pH indica as concentracdes de H* e OH-

QUADRO 2-1. Sendo sua prépria cobaia (nao tente fazer isso em casa!)
Acidos fracos e bases fracas tém constantes de dissociacio 4cida caracteristicas
A determinacao do pK, de acidos fracos é feita por curvas de titulacdo

2.3 Tamponamento versus mudancas no pH em sistemas
biolagicos

Tampoes sdo misturas de acidos fracos e suas bases conjugadas

A equacao de Henderson-Hasselbalch relaciona o pH, o pK, e a concentracdao do tampao

Acidos ou bases fracas tamponam células e tecidos contra mudangas no pH
O diabetes ndo controlado produz uma acidose que traz risco de vida

3. Aminoacidos, peptideos e proteinas

3.1 Aminoacidos

Os aminoacidos tém algumas carateristicas estruturais em comum
Todos os residuos de aminoacidos nas proteinas sao estereoisomeros L
Os aminodacidos podem ser classificados de acordo com o grupo R

QUADRO 3-1. Absorcao de luz pelas moléculas: a lei de Lambert-Beer
Aminoacidos incomuns também tém fungdes importantes

Aminoéacidos podem agir como acidos e bases

Os aminodacidos diferem entre si quanto as propriedades acidobasicas

3.2 Peptideos e proteinas

Peptideos sdo cadeias de aminoacidos

Pode-se diferenciar peptideos pelo comportamento de ionizacao

Peptideos e polipeptideos biologicamente ativos ocorrem em uma ampla variedade de
tamanhos e composicoes

Algumas proteinas contém outros grupos quimicos além dos aminoacidos



3.3 Trabalhando com proteinas

Proteinas podem ser separadas e purificadas
Proteinas podem ser separadas e caracterizadas por eletroforese
As proteinas ndo separadas sao detectadas e quantificadas com base nas suas funcoes

3.4 A estrutura das proteinas: estrutura primaria

A fungdo de uma proteina depende da sua sequéncia de aminoacidos

A estrutura das proteinas é estudada com o uso de métodos que exploram a quimica das
proteinas

A espectrometria de massas fornece informagoes sobre massa molecular, sequéncia de
aminoacidos e proteomas inteiros

Pequenos peptideos e proteinas podem ser sintetizados quimicamente

As sequéncias de aminoacidos fornecem informagGes bioquimicas importantes

QUADRO 3-2. Sequéncias-consenso e representacoes de sequéncias
Sequéncias de proteinas ajudam a elucidar a histéria da vida na Terra

4. Estrutura tridimensional das proteinas

4.1 Visao geral da estrutura das proteinas

A conformacdo de uma proteina é estabilizada por interagoes fracas

A agregacdo de aminoacidos hidrofébicos longe do contato com a agua favorece o
enovelamento das proteinas

Os grupos polares contribuem com ligacdes de hidrogénio e pares i6nicos para o
enovelamento das proteinas

As interacoes de van der Waals sdo individualmente fracas, mas seu somatorio impulsiona o
enovelamento

A ligacdo peptidica € rigida e planar

4.2 Estrutura secundaria das proteinas

A a-hélice é uma estrutura secundaria comum das proteinas

QUADRO 4-1. Distincao entre o giro no sentido da mao direita e o da mao esquerda
A sequéncia de aminodacidos afeta a estabilidade da a-hélice
A conformacdo f organiza as cadeias polipeptidicas em forma de folhas



As voltas 3 sdo comuns nas proteinas
Estruturas secundarias comuns tém angulos diedros caracteristicos
As estruturas secundarias comuns podem ser identificadas por dicroismo circular

4.3 Estruturas terciaria e quaternaria das proteinas

As proteinas fibrosas sao adaptadas para desempenhar fungdes estruturais

QUADRO 4-2. Por que marinheiros, exploradores e universitarios devem comer frutas
e vegetais frescos
A diversidade estrutural reflete a diversidade funcional das proteinas globulares

QUADRUO 4-3. Protein Data Bank

A mioglobina forneceu as primeiras nogoes sobre a complexidade da estrutura proteica
globular

As proteinas globulares tém grande diversidade de estruturas terciarias

Algumas proteinas ou segmentos proteicos sao intrinsecamente desordenados

Os motivos das proteinas sao a base para a sua classificagdo

A estrutura quaternaria varia de simples dimeros a grandes complexos

4.4 Desnaturacao e enovelamento das proteinas

A perda da estrutura da proteina determina a perda da fungao

A sequéncia de aminodcidos determina a estrutura terciaria

Os polipeptideos enovelam-se rapidamente em um processo gradativo

Algumas proteinas precisam de ajuda para se enovelar

Defeitos no enovelamento proteico constituem a base molecular de muitas doencas genéticas
humanas

QUADRO 4-4. Morte por enovelamento erroneo: doencas de prions

4.5 Determinacao das estruturas de proteinas e biomoléculas

QUADRO 4-5. Videogames e projecao de proteinas

Difracdo de raios X fornecem mapas da densidade eletronica de cristais de proteinas

As distancias entre os atomos de uma proteina podem ser medidas por ressonancia magnética
nuclear

Milhares de moléculas sdo utilizadas para determinar a estrutura por criomicroscopia
eletronica



5. Funcao das proteinas

5.1 Ligacao reversivel de uma proteina com um ligante:
proteinas que ligam oxigénio

O oxigénio pode ligar-se ao grupo prostético heme

As globinas sdo uma familia de proteinas que ligam oxigénio

A mioglobina tem um tnico sitio de ligacdo ao oxigénio

As interacdes proteina-ligante podem ser descritas quantitativamente

A estrutura da proteina afeta como o ligante é ligado

A hemoglobina transporta oxigénio no sangue

As subunidades da hemoglobina tém estruturas semelhantes as da mioglobina
A hemoglobina sofre mudangas estruturais quando liga oxigénio

A hemoglobina liga o oxigénio em um processo cooperativo

QUADRUO 5-1. Monoxido de carbono: um assassino invisivel

A interagdo cooperativa do ligante pode ser descrita em termos quantitativos
Dois modelos que propdem mecanismos para a ligacao cooperativa

A hemoglobina também transporta H* e CO,

A ligacao do oxigénio com a hemoglobina é regulada por 2,3-bisfosfoglicerato
A anemia falciforme é uma doenga molecular da hemoglobina

5.2 Complementariedade das ligacoes entre proteinas e ligantes:
o0 sistema imune e as imunoglobulinas

A resposta imune inclui um arsenal de células e proteinas especializadas

Os anticorpos tém dois sitios idénticos de ligacdo ao antigeno

Os anticorpos ligam-se ao antigeno de maneira firme e especifica

A interacdo antigeno-anticorpo € a base para uma grande variedade de procedimentos
analiticos importantes

5.3 As interacoes entre proteinas sao moduladas por energia
quimica: actina, miosina e motores moleculares
A actina e a miosina sdo as principais proteinas do musculo

Proteinas suplementares organizam os filamentos finos e grossos em estruturas ordenadas
Os filamentos grossos de miosina deslizam sobre os filamentos finos de actina



6. Enzimas

6.1 Introducao as enzimas

A maioria das enzimas sao proteinas
As enzimas sdo classificadas segundo as reacoes que catalisam

6.2 Como as enzimas funcionam

As enzimas alteram a velocidade da reacdao, mas nao o equilibrio

Velocidade e equilibrio da reacdo tém defini¢des termodinamicas precisas

Alguns principios sdo suficientes para explicar o poder catalitico e a especificidade das
enzimas

As interagOes ndo covalentes entre enzima e substrato sao otimizadas no estado de transigao

A contribuicdo de interagcdes covalentes e ions metalicos para a catalise

6.3 A cinética enzimatica como abordagem para compreender os
mecanismos

A concentracdo do substrato afeta a velocidade das reacdes catalisadas por enzimas

A relacdo entre a concentracao do substrato e a velocidade da reacdao pode ser expressa com a
equacao de Michaelis-Menten

A cinética de Michaelis-Menten pode ser analisada quantitativamente

Os parametros cinéticos sao utilizados para comparar a atividade das enzimas

Muitas enzimas catalisam reacoes com dois ou mais substratos

A atividade enzimatica depende do pH

A cinética do estado pré-estaciondrio pode fornecer evidéncias de etapas especificas das
reacoes

As enzimas estdo sujeitas a inibicdo reversivel ou irreversivel

QUADRO 6-1. Curando a doenca do sono com um cavalo de Troia bioquimico

6.4 Exemplos de reacoes enzimaticas

O mecanismo de acdo da quimotripsina envolve a acilacdo e a desacilagdo de um residuo de
serina

O conhecimento dos mecanismos das proteases levou a novos tratamentos para a infecgao
por HIV



A hexocinase sofre um encaixe induzido quando o substrato se liga
O mecanismo de reacdao da enolase requer a presenca de ions metalicos
O conhecimento dos mecanismos enzimaticos leva a criacao de antibioticos tteis

6.5 Enzimas regulatorias

Enzimas alostéricas sofrem mudancas conformacionais em resposta a ligacao de
moduladores

As propriedades cinéticas das enzimas alostéricas ndo seguem o comportamento de
Michaelis-Menten

Algumas enzimas sdo reguladas por modificacdes covalentes reversiveis

Os grupos fosforila afetam a estrutura e a atividade catalitica das enzimas

Fosforilagdes multiplas possibilitam um controle requintado da regulacao

Algumas enzimas e outras proteinas sdo reguladas pela clivagem proteolitica de precursores
de enzimas

A coagulacdo do sangue é mediada por uma cascata de zimogénios ativados de forma
proteolitica

Algumas enzimas utilizam varios mecanismos regulatérios

7. Carboidratos e glicobiologia

7.1 Monossacarideos e dissacarideos

Aldoses e cetoses sdo as duas familias de monossacarideos

QUADRO 7-1. O que faz o acticar ser doce?

Os monossacarideos tém centros assimeétricos

Os monossacarideos comuns tém estruturas ciclicas

Os organismos contém diversos derivados de hexoses

Accares que sdo aldeidos ou que podem formar aldeidos sdo acticares redutores

QUADRO 7-2. Medidas da glicose sanguinea no diagnéstico e tratamento do diabetes

7.2 Polissacarideos

Alguns homopolissacarideos sdo formas de armazenamento de combustivel

Alguns homopolissacarideos tém fungoes estruturais

Fatores estéricos e ligacoes de hidrogénio influenciam o enovelamento dos
homopolissacarideos



Peptideoglicanos reforcam a parede celular bacteriana
Os glicosaminoglicanos sao heteropolissacarideos da matriz extracelular

7.3 Glicoconjugados: proteoglicanos, glicoproteinas e
glicolipideos

Os proteoglicanos sdo macromoléculas da superficie celular e da matriz extracelular que
contém glicosaminoglicanos

QUADRO 7-3. Defeitos na sintese ou na degradacao de glicosaminoglicanos sulfatados
podem levar a doencas graves em seres humanos

As glicoproteinas tém oligossacarideos ligados covalentemente

Glicolipideos e lipopolissacarideos sdo componentes de membranas

7.4 Carboidratos como moléculas informacionais: o codigo do
acucar

As estruturas de oligossacarideos sdo densas em informacao

Lectinas sao proteinas que leem o codigo dos agucares e medeiam muitos processos
biologicos

As interacdes lectina-carboidrato sdo altamente especificas e, com frequéncia, multivalentes

7.5 Trabalhando com carboidratos

8. Nucleotideos e acidos nucleicos

8.1 Algumas definicoes basicas e convencgoes

Nucleotideos e acidos nucleicos tém pentoses e bases caracteristicas

As ligacoes fosfodiéster ligam nucleotideos consecutivos nos acidos nucleicos

As propriedades das bases nucleotidicas afetam a estrutura tridimensional dos acidos
nucleicos

8.2 Estrutura dos acidos nucleicos

O DNA é uma dupla-hélice que armazena informagdo genética
O DNA pode ocorrer em formas tridimensionais diferentes



Certas sequéencias de DNA adotam estruturas incomuns
RNA mensageiros codificam cadeias polipeptidicas
Muitos RNA tém estruturas tridimensionais mais complexas

8.3 Quimica dos acidos nucleicos

DNA e RNA duplas-hélices podem ser desnaturados

Nucleotideos e acidos nucleicos sofrem transformacgoes ndo enzimaticas

Algumas bases do DNA sdo metiladas

A sintese quimica de DNA foi automatizada

As sequéncias génicas podem ser amplificadas com a reagdo em cadeia da polimerase

QUADRO 8-1. Uma arma potente em medicina forense
As sequéncias de longas hélices de DNA podem ser determinadas
Tecnologias de sequenciamento de DNA estdao avancando rapidamente

8.4 Outras funcoes de nucleotideos

Os nucleotideos carregam energia quimica nas células

Nucleotideos da adenina sdao componentes de muitos cofatores enzimaticos
Alguns nucleotideos sao moléculas regulatorias

Os nucleotideos de adenina também servem como sinais

9. Tecnologias da informacao baseadas no DNA

9.1 Estudo dos genes e de seus produtos

Genes podem ser isolados por clonagem do DNA

Endonucleases de restricao e DNA-ligases produzem DNA recombinante

Os vetores de clonagem permitem a amplificacdo dos segmentos de DNA inseridos
Genes clonados podem ser expressos para amplificar a producdo de proteinas

Muitos sistemas diferentes sdo utilizados para expressar proteinas recombinantes

A alteracdo de genes clonados produz proteinas alteradas

Marcadores terminais fornecem instrumentos para a purificacao por afinidade

A reacdo em cadeia da polimerase oferece muitas op¢des para experimentos de clonagem
Bibliotecas de DNA sdo catalogos especializados de informacado genética



9.2 Explorando a funcao da proteina na escala das células ou de
organismos inteiros

Sequéncias ou relagdes estruturais podem sugerir a funcao da proteina

Quando e onde uma proteina esta presente em uma célula pode sugerir a funcao proteica
Saber com o que uma proteina interage pode sugerir sua funcao

O efeito da delecao ou da alteracao de uma proteina pode sugerir sua fungao

QUADRO 9-1. Livrando-se de pragas com gene drives
Muitas proteinas ainda ndao foram descobertas

9.3 Genomica e historia da humanidade

O genoma humano contém varios tipos de sequéncias

O sequenciamento do genoma fornece informagoes sobre a humanidade

Comparacdes do genoma ajudam a localizar genes envolvidos em doencas

Sequéncias no genoma informam o passado do ser humano e fornecem oportunidades para o
futuro

QUADRO 9-2. Conhecendo o parente mais proximo da humanidade

10. Lipideos

10.1 Lipideos de armazenamento

Os acidos graxos sdo derivados de hidrocarbonetos

Os triacilglicerois sao ésteres de acidos graxos e glicerol

Os triacilglicer6is armazenam energia e proporcionam isolamento térmico

A hidrogenacao parcial de 6leos de cozinha melhora sua estabilidade, mas cria acidos graxos
com efeitos danosos para a satde

As ceras servem como reservas de energia e como impermeabilizantes a agua

10.2 Lipideos estruturais em membranas

Os glicerofosfolipideos sao derivados do acido fosfatidico

Alguns glicerofosfolipideos tém acidos graxos em ligagdo éter

Galactolipideos de vegetais e lipideos éter de arqueias resultam de adaptagdes ao ambiente
Os esfingolipideos sdo derivados da esfingosina

Os esfingolipideos nas superficies celulares sdo sitios de reconhecimento biolégico



Os fosfolipideos e os esfingolipideos sdo degradados nos lisossomos

QUADRO 10-1. Acimulo anormal de lipideos de membrana: algumas doencas
humanas hereditarias
Os ester6is tém quatro anéis de carbono fusionados

10.3 Lipideos como sinalizadores, cofatores e pigmentos

Fosfatidilinositéis e derivados da esfingosina atuam como sinalizadores intracelulares
Os eicosanoides carregam mensagens para células proximas

Os hormonios esteroides carregam mensagens entre os tecidos

As plantas vasculares produzem milhares de sinais volateis

As vitaminas A e D sdo precursoras de hormonios

As vitaminas E e K e as quinonas lipidicas sdo cofatores de oxirreducao

Os dolicois ativam acguicares precursores para vias de biossintese

Muitos pigmentos naturais sdao dienos conjugados lipidicos

Os policetideos sao produtos naturais com poderosas atividades bioldgicas

10.4 Trabalhando com lipideos

A extracao de lipideos requer solventes organicos

A cromatografia de adsorcao separa lipideos de polaridades diferentes

A cromatografia gasosa separa misturas de derivados volateis de lipideos
A hidrolise especifica auxilia a determinacao das estruturas dos lipideos
A espectrometria de massas revela a estrutura lipidica completa

A lipidémica busca catalogar todos os lipideos e suas func¢oes

11. Membranas biologicas e transporte

11.1 Composicao e arquitetura das membranas

A bicamada lipidica é estavel em agua

A arquitetura da bicamada define a estrutura e as fungdes das membranas biol6gicas

O sistema de endomembranas é dindmico e apresenta funcdes diversas

Proteinas de membrana sdo receptores, transportadores e enzimas

Proteinas de membrana diferem quanto a natureza da sua associacdo com a bicamada

A topologia de uma proteina integral de membrana geralmente pode ser prevista a partir da
sua sequéncia



Lipideos ligados covalentemente ancoram ou direcionam algumas proteinas de membrana

11.2 Dinamica das membranas

Os grupos acila no interior da bicamada sdo ordenados em graus variados

A movimentacdo de lipideos através da bicamada necessita de catalise

Lipideos e proteinas difundem-se lateralmente na bicamada

Esfingolipideos e colesterol agrupam-se em balsas da membrana

Curvaturas na membrana e fusdo entre membranas sdo centrais para muitos processos
biolégicos

As proteinas integrais da membrana plasmatica estdo envolvidas em adesdo a superficies,
sinalizagdo e outros processos celulares

11.3 Transporte de solutos através de membranas

O transporte pode ser passivo ou ativo

Transportadores e canais i6nicos possuem algumas propriedades estruturais em comum, mas
tém mecanismos de acdo diferentes

O transportador de glicose dos eritrocitos é o mediador do transporte passivo

QUADRUO 11-1. Defeitos no transportador de glicose e o diabetes

O trocador cloreto-bicarbonato catalisa o cotransporte eletroneutro de anions através da
membrana plasmatica

O transporte ativo leva ao movimento do soluto contra o gradiente de concentracao ou o
gradiente eletroquimico

ATPases do tipo P sofrem fosforilacao durante seus ciclos cataliticos

ATPases do tipo V e do tipo F sdao bombas de prétons impulsionadas por ATP

Transportadores ABC usam ATP para impulsionar o transporte ativo de uma grande
variedade de substratos

QUADRO 11-2. Defeito de canal ionico na fibrose cistica

Gradientes ionicos fornecem energia para o transporte ativo secundario

As aquaporinas formam canais hidrofilicos transmembrana para a passagem de agua
Canais ionicos seletivos permitem a passagem rapida de ions através das membranas
A estrutura de um canal de K* revela os fundamentos da sua especificidade

12. Sinalizacao bioquimica

12.1 Caracteristicas gerais da transducao de sinais



Os sistemas de transducao de sinal possuem caracteristicas em comum
O processo geral da transducdo de sinais nos animais é universal

12.2 Receptores acoplados a proteina G e segundos mensageiros

O sistema do receptor [3-adrenérgico age por meio do segundo mensageiro AMPc
O AMPc ativa a proteina-cinase A

QUADRO 12-1. FRET: bioquimica em células vivas

Vérios mecanismos provocam o término da resposta [3-adrenérgica

O receptor [3-adrenérgico é dessensibilizado por fosforilagdo e associacdo com a arrestina
O AMPc age como segundo mensageiro para muitas moléculas reguladoras

QUADRUO 12-2. Receptores guanilato-ciclase, GMPc e proteina-cinase G

As proteinas G agem como comutadores autolimitantes em muitos processos

Diacilglicerol, inositol-trisfosfato e Ca2* tém funcdes relacionadas com segundos
mensageiros

O calcio é um segundo mensageiro limitado no espaco e no tempo

12.3 Os GPCR na visao, no olfato e no paladar

O olho dos vertebrados utiliza mecanismos classicos dos GPCR

QUADRO 12-3. Daltonismo: o experimento de John Dalton apos a sua morte
O olfato e o paladar dos vertebrados utilizam mecanismos similares aos do sistema visual
Todos os sistemas de GPCR compartilham caracteristicas universais

12.4 Receptores tirosinas-cinases

A estimulacdo do receptor de insulina desencadeia uma cascata de reagdes de fosforilacdao de
proteinas

O fosfolipideo de membrana PIP, age em uma ramificagdo na sinalizagdo por insulina

Comunicagdes cruzadas entre sistemas de sinalizacdo sdo comuns e complexas

12.5 Proteinas adaptadoras multivalentes e balsas da membrana

Modulos proteicos se ligam a residuos fosforilados de Tyr, Ser ou Thr nas proteinas
associadas
Balsas e cavéolas da membrana segregam proteinas sinalizadoras



12.6 Canais ionicos regulados (portoes)

Canais ionicos sdo a base da sinalizacdo elétrica rapida nas células excitaveis

Canais ionicos dependentes de voltagem produzem os potenciais de acdo dos neurdnios
Os neurdnios tém canais receptores que respondem a diferentes neurotransmissores
Algumas toxinas tém canais idnicos como alvos

12.7 Regulacao da transcricao por receptores nucleares de
hormonios

12.8 Regulacao do ciclo celular por proteinas-cinases

O ciclo celular tem quatro estagios

Os niveis de proteinas-cinases dependentes de ciclina oscilam

As CDK sao reguladas por fosforilacdao, degradacao de ciclinas, fatores de crescimento e
inibidores especificos

As CDK regulam a divisao celular pela fosforilacdo de proteinas cruciais

12.9 Oncogenes, genes supressores de tumores e morte celular
programada

Oncogenes sao formas mutantes dos genes de proteinas que regulam o ciclo celular

QUADRO 12-4. Desenvolvimento de inibidores da proteina-cinase para o tratamento de
cancer

Defeitos em determinados genes eliminam os controles normais da divisao celular

A apoptose € o suicidio celular programado

I1. BIOENERGETICA E METABOLISMO

13. Introducao ao metabolismo

13.1 Bioenergética e termodinamica

As transformacdes bioldgicas de energia obedecem as leis da termodinamica
A variacdo de energia livre padrao esta diretamente relacionada com a constante de equilibrio
A variagao de energia livre real depende das concentragoes dos reagentes e dos produtos



As variacOes de energia livre padrdo sao somadas

13.2 Logica quimica e as reacoes bioquimicas comuns

As reagdes bioquimicas ocorrem em padrdes que se repetem

QUADRO 13-1. Introducao aos nomes das enzimas
As equag0Oes bioquimicas e quimicas ndo sao idénticas

13.3 Transferencias de grupos fosforila e ATP

A variacao de energia livre para a hidrolise do ATP é grande e negativa

Outros compostos fosforilados e tioésteres também possuem energias livres de hidrolise
negativas elevadas

O ATP fornece energia por transferéncias de grupo, e ndo por hidrélise simples

O ATP doa grupos fosforila, pirofosforila e adenilila

QUADRUO 13-2. O lampejar do vaga-lume: informacées luminosas do ATP
A montagem de macromoléculas informacionais requer energia
Transfosforilacdes entre nucleotideos ocorrem em todos os tipos de células

13.4 Reacoes biologicas de oxidacao-reducao

O fluxo de elétrons pode realizar trabalho biologico

As reacoes de oxidagao-reducao podem ser descritas como semirreagoes

As oxidagOes bioldgicas geralmente envolvem desidrogenacao

Os potenciais de reducao medem a afinidade por elétrons

Os potenciais de reducdo padrao podem ser usados para calcular a variacao de energia livre
Alguns tipos de coenzimas e proteinas servem como carreadores universais de elétrons

O NAD tem outras fun¢des importantes além de transferir elétrons

Os nucleotideos de flavina sdo fortemente ligados as flavoproteinas

13.5 Regulacao das vias metabolicas

As células e os organismos mantém um estado estacionario dinamico

A quantidade de uma enzima e a sua atividade catalitica podem ser reguladas
As reagoes fora do equilibrio nas células sdo pontos de regulacdo comuns

Os nucleotideos da adenina tém papéis especiais na regulacao metabolica



14. Glicdlise, gliconeogénese e a via das pentoses-
fosfato

14.1 Glicolise

Uma visdo geral: a glicolise tem duas fases

A fase preparatoria da glicolise requer ATP

A fase de pagamento da glicélise produz ATP e NADH

O balanco geral mostra um ganho liquido de dois ATP e dois NADH por glicose

14.2 Vias alimentadoras da glicolise

O glicogénio e o amido endogenos sdao degradados por fosforolise
Os polissacarideos e os dissacarideos da dieta sofrem hidrélise a monossacarideos

14.3 Destinos do piruvato

Os efeitos de Pasteur e Warburg devem-se a dependéncia unicamente da glicose para a
producdo de ATP

QUADRO 14-1. A alta velocidade da glicolise em tumores sugere alvos para a
quimioterapia e facilita o diagnostico

O piruvato é o aceptor final de elétrons na fermentacao lactica

QUADRO 14-2. Catabolismo da glicose em condicées limitantes de oxigénio

O etanol é o produto reduzido na fermentagao alcooélica

As fermentagdes sdo usadas para produzir alguns alimentos comuns e reagentes quimicos
industriais

14.4 Gliconeogénese

O primeiro contorno: a conversao de piruvato em fosfoenolpiruvato requer duas reacoes
exergonicas

O segundo e o terceiro contornos sao desfosforilacdes simples por fosfatases

A gliconeogénese é essencial, mas energeticamente dispendiosa

Os mamiferos, diferentemente de plantas e microrganismos, nao podem converter acidos
graxos em glicose



14.5 Regulacao coordenada da glicélise e da gliconeogénese

As isoenzimas da hexocinase sao afetadas diferentemente por seu produto, a glicose-6-
fosfato

QUADRO 14-3. Isoenzimas: proteinas diferentes que catalisam a mesma reacao

A regulacao da fosfofrutocinase 1 e da frutose-1,6-bisfosfatase é reciproca

A frutose-2,6-bisfosfato é um regulador alostérico potente da PFK-1 e da FBPase-1

A xilulose-5-fosfato é um importante regulador do metabolismo dos carboidratos e das
gorduras

A enzima glicolitica piruvato-cinase € inibida alostericamente por ATP

A conversao de piruvato em fosfoenolpiruvato é estimulada quando acidos graxos estdo
disponiveis

A regulacdo transcricional altera o nimero de moléculas das enzimas

14.6 Oxidacao da glicose pela via das pentoses-fosfato

QUADRUO 14-4. Por que Pitagoras nao comeria falafel: deficiéncia de glicose-6-fosfato-
desidrogenase

A fase oxidativa produz NADPH e pentoses-fosfato

A fase ndo oxidativa recicla as pentoses-fosfato a glicose-6-fosfato

A glicose-6-fosfato é repartida entre a glicélise e a via das pentoses-fosfato

A deficiéncia de tiamina causa a beri béri e a sindrome de Wernicke-Korsakoff

15. Metabolismo do glicogénio nos animais

15.1 Estrutura e funcao do glicogénio

Animais vertebrados necessitam de uma fonte rapida de combustivel para o encéfalo e os

musculos
Granulos de glicogénio apresentam muitas camadas de cadeias ramificadas de D-glicose

15.2 Degradacao e sintese do glicogénio

A degradacao do glicogénio é catalisada pela glicogénio-fosforilase
A glicose-1-fosfato pode entrar na glicolise ou ser usada, no figado, para repor a glicose
sanguinea



QUADRUO 15-1. Carl e Gerty Cori: pioneiros no estudo do metabolismo do glicogénio e
doencas relacionadas

A UDP-glicose, um nucleotideo-acgucar, doa glicose para a sintese do glicogénio

A glicogenina fornece um fragmento iniciador para a sintese do glicogénio

15.3 Regulacao coordenada da degradacao e da sintese do
glicogenio

A glicogénio-fosforilase é regulada por fosforilacdo estimulada por hormonios e por efetores
alostéricos

A glicogénio-sintase também esta sujeita a multiplos niveis de regulacao

Sinais alostéricos e hormonais coordenam globalmente o metabolismo dos carboidratos

Os metabolismos de carboidratos e de lipideos sdo integrados por mecanismos hormonais e
alostéricos

16. Ciclo do acido citrico

16.1 Producao de acetil-CoA (acetato ativado)

O piruvato é oxidado a acetil-CoA e CO,
O complexo da PDH utiliza trés enzimas e cinco coenzimas para oxidar o piruvato
O complexo da PDH canaliza seus intermediarios por meio de cinco reacoes

16.2 Reacoes do ciclo do acido citrico

A sequéncia das reacoes do ciclo do acido citrico é quimicamente 16gica
O ciclo do acido citrico tem oito etapas

QUADRUO 16-1. Enzimas plurifuncionais: proteinas com mais de uma funcao

QUADRO 16-2. Citrato: uma molécula simétrica que reage assimetricamente
A energia das oxidacdes do ciclo é conservada de maneira eficiente

16.3 O nodo central do metabolismo intermediario

O ciclo do acido citrico funciona em processos anabdlicos e catabolicos
Reacoes anapleroticas repoem os intermediarios do ciclo do acido citrico
A biotina da piruvato-carboxilase transporta grupos de um carbono (CO,)



16.4 Regulacao do ciclo do acido citrico

A producdo de acetil-CoA pelo complexo da PDH é regulada por mecanismos alostéricos e
covalentes

O ciclo do acido citrico também é regulado em trés etapas exergonicas

A atividade do ciclo do acido citrico muda em tumores

Certos intermediarios sdo canalizados por meio de metabolons

17. Catabolismo dos acidos graxos

17.1 Digestao, mobilizacao e transporte de gorduras

As gorduras da dieta sdo absorvidas no intestino delgado
Hormonios ativam a mobilizacao dos triacilglicer6is armazenados
Os acidos graxos sdo ativados e transportados para dentro das mitocondrias

17.2 Oxidacao de acidos graxos

A [-oxidagdo de 4cidos graxos saturados tem quatro etapas basicas
As quatro etapas da 3-oxidagdo sao repetidas para produzir acetil-CoA e ATP

QUADRO 17-1. Uma longa soneca no inverno: oxidando gorduras durante a
hibernacao

A acetil-CoA pode ser oxidada posteriormente no ciclo do éacido citrico

A oxidacdo de acidos graxos insaturados requer duas reagoes adicionais

A oxidacdo completa de acidos graxos de nimero impar requer trés reacoes extras

QUADRO 17-2. Coenzima B,,: uma solucao radical para um problema desconcertante
A oxidacdo dos acidos graxos € estritamente regulada

Fatores de transcricdo ativam a sintese de proteinas para o catabolismo de lipideos

Defeitos genéticos nas acil-CoA-desidrogenases causam doencas graves

Os peroxissomos também realizam $-oxidagao

O 4cido fitanico sofre a-oxidacdo nos peroxissomos

17.3 Corpos cetonicos

Os corpos ceténicos formados no figado sdo exportados para outros 6rgaos como
combustivel
Os corpos cetonicos sao produzidos em excesso no diabetes e durante o jejum



18. Oxidacao de aminoacidos e producao de ureia

18.1 Destinos metabolicos dos grupos amino

As proteinas da dieta sdo enzimaticamente degradadas a aminoacidos

O piridoxal-fosfato participa da transferéncia de grupos a-amino para o a-cetoglutarato
O glutamato libera seu grupo amino na forma de amonia no figado

A glutamina transporta a amonia na corrente sanguinea

A alanina transporta a aménia dos musculos esqueléticos para o figado

A amonia € toxica para os animais

18.2 Excrecao de nitrogenio e ciclo da ureia

A ureia é produzida a partir da amonia por meio de cinco etapas enzimaticas
Os ciclos do acido citrico e da ureia podem estar ligados

QUADRO 18-1. Ensaios para avaliar lesao tecidual

A atividade do ciclo da ureia é regulada em dois niveis

A interconexdo de vias reduz o custo energético da sintese da ureia
Defeitos genéticos do ciclo da ureia podem ser fatais

18.3 Vias de degradacao dos aminoacidos

Alguns aminoacidos podem contribuir para a gliconeogénese, outros, para a sintese de corpos
cetonicos

Diversos cofatores enzimaticos desempenham papéis importantes no catabolismo dos
aminoacidos

Seis aminoacidos sao degradados a piruvato

Sete aminoacidos sdao degradados, produzindo acetil-CoA

O catabolismo da fenilalanina é geneticamente defeituoso em algumas pessoas

Cinco aminoacidos sao convertidos em a-cetoglutarato

Quatro aminoacidos sdo convertidos em succinil-CoA

QUADRO 18-2. MMA: as vezes mais do que uma doenca genética
Os aminoacidos de cadeia ramificada ndo sao degradados no figado
A asparagina e o aspartato sao degradados a oxalacetato

19. Fosforilacao oxidativa




19.1 A cadeia respiratoria mitocondrial

Os elétrons sdo canalizados para aceptores universais de elétrons

Os elétrons passam por uma série de transportadores ligados a membrana

Os transportadores de elétrons atuam em complexos multienzimaticos

Complexos mitocondriais associam-se e formam respirassomos

Outras vias doam elétrons para a cadeia respiratdria via ubiquinona

A energia da transferéncia de elétrons é conservada de maneira eficaz em um gradiente de
protons

Espécies reativas de oxigénio sao geradas durante a fosforilacao oxidativa

19.2 Sintese de ATP

No modelo quimiosmético, oxidacao e fosforilagdo estdo obrigatoriamente acopladas

A ATP-sintase tem dois dominios funcionais, F, e F,

O ATP é estabilizado em relacdao ao ADP na superficie de F1

O gradiente de protons impulsiona a liberacao de ATP a partir da superficie da enzima

Cada subunidade 3 da ATP-sintase pode assumir trés diferentes conformacoes

A catalise rotacional é a chave para o mecanismo de alteragdo na ligacao durante a sintese de
ATP

O acoplamento quimiosmatico permite estequiometrias ndo integrais de consumo de O, e
sintese de ATP

A forca proton-motriz fornece energia ao transporte ativo

Sistemas de lancadeiras conduzem indiretamente NADH citosolico para as mitocondrias para
oxidacao

QUADRO 19-1. Plantas quentes e fedidas e vias respiratdrias alternativas

19.3 Regulacao da fosforilacao oxidativa

A fosforilacdo oxidativa é regulada pelas necessidades de energia das células
Uma proteina inibitdria impede a hidrolise de ATP durante a hipdxia

A hipoxia leva a produgdo de ERO e a varias respostas adaptativas

As vias produtoras de ATP sado reguladas de modo coordenado

19.4 Mitocondrias na termogénese, na sintese de esteroides e na
apoptose

O desacoplamento em mitocondrias do tecido adiposo marrom produz calor



Monoxigenases P-450 mitocondriais catalisam hidroxilacoes de esteroides
As mitocondrias sdao de importancia central para o inicio da apoptose

19.5 Genes mitocondriais: suas origens e efeitos de mutacoes

As mitocondrias evoluiram a partir de bactérias endossimbidticas

Mutagdes no DNA mitocondrial acuamulam-se ao longo de toda a vida do organismo
Algumas mutagdes nos genomas mitocondriais causam doengas

Uma forma rara de diabetes resulta de defeitos nas mitocondrias das células [} pancreaticas

20. Fotossintese e sintese de carboidratos em vegetais

20.1 Absorcao de luz

O fluxo de elétrons impulsionado pela luz e a fotossintese ocorrem nos cloroplastos das
plantas

As clorofilas absorvem energia luminosa para a fotossintese

A clorofila canaliza a energia absorvida para os centros de reacdo pela transferéncia de
éxcitons

20.2 Centros de reacao fotoquimica

Bactérias fotossintetizantes tém dois tipos de centros de reagao

Nas plantas vasculares, dois centros de reacdao agem em sequéncia

O complexo de citocromos bgf une os fotossistemas II e I, conservando a energia da
transferéncia de elétrons

A transferéncia ciclica de elétrons permite variagoes na razao de ATP/NADPH sintetizados

Transicoes de estado mudam a distribuicdo do LHCII entre os dois fotossistemas

A agua é quebrada no centro de liberacdo de oxigénio

20.3 Evolucao de um mecanismo universal para a sintese de ATP

Um gradiente de prétons acopla o fluxo de elétrons e a fosforilacao
A estequiometria aproximada da fotofosforilacdo foi estabelecida
A estrutura e o mecanismo da ATP-sintase sdao quase universais

20.4 Reacoes de assimilacao de CO,



A assimilacdo de di6xido de carbono ocorre em trés estagios

A sintese de cada triose-fosfato a partir do CO, requer seis NADPH e nove ATP
Um sistema de transporte exporta trioses-fosfato do cloroplasto e importa fosfato
Quatro enzimas do ciclo de Calvin sdo indiretamente ativadas pela luz

20.5 Fotorrespiracao e as vias C, e CAM

A fotorrespiracdo resulta da atividade de oxigenase da rubisco
O fosfoglicolato é reciclado em um conjunto de reagdes de alto custo em plantas C,

QUADRUO 20-1. A engenharia genética de organismos fotossintetizantes pode aumentar
a sua eficiéncia?

Em plantas C,, a fixacdo do CO, e a atividade da rubisco sdo separadas no espaco

Em plantas CAM, a captura de CO, e a acdo da rubisco sdo separadas no tempo

20.6 Biossintese de amido, sacarose e celulose

A ADP-glicose € o substrato para a sintese de amido em plastidios vegetais e para a sintese
de glicogénio em bactérias

A UDP-glicose é o substrato para a sintese de sacarose no citosol de células das folhas

A conversao de trioses-fosfato em sacarose e amido é cuidadosamente regulada

O ciclo do glioxilato e a gliconeogénese produzem glicose em sementes em germinagao

A celulose ¢ sintetizada por estruturas supramoleculares na membrana plasmatica

Reservatorios de intermedidrios comuns conectam vias em diferentes organelas

21. Biossintese de lipideos

21.1 Biossintese de acidos graxos e eicosanoides

A malonil-CoA é formada a partir de acetil-CoA e bicarbonato

A sintese dos acidos graxos ocorre em uma sequéncia de reacoes que se repetem

A acido graxo-sintase de mamiferos tem multiplos sitios ativos

A acido graxo-sintase recebe grupos acetila e malonila

As reacgoes da dcido graxo-sintase sdo repetidas para formar palmitato

A sintese de acidos graxos é um processo citosolico na maioria dos eucariotos, mas, nas
plantas, ocorre nos cloroplastos

O acetato é transportado para fora da mitocondria como citrato

A biossintese de acidos graxos é regulada rigorosamente



Os acidos graxos saturados de cadeia longa sdo sintetizados a partir do palmitato

A dessaturacao dos acidos graxos requer uma oxidase de fungdo mista

Os eicosanoides sdo formados a partir de acidos graxos poli-insaturados de 20 ou 22
carbonos

QUADRO 21-1. Oxidases, oxigenases, enzimas citocromo P-450 e overdoses de farmacos

21.2 Biossintese de triacilglicerodis

Os triacilglicer6is e os glicerofosfolipideos sdo sintetizados a partir dos mesmos precursores
A biossintese de triacilgliceréis nos animais é regulada por hormonios
O tecido adiposo gera glicerol-3-fosfato por meio da gliceroneogénese
As tiazolidinedionas atuam no tratamento do diabetes tipo 2 aumentando a gliceroneogénese

21.3 Biossintese de fosfolipideos de membrana

As células dispdem de duas estratégias para ligar as cabecas polares dos fosfolipideos

As vias para a biossintese de lipideos mostram inter-relacao

Em eucariotos, fosfolipideos de membrana estdo sujeitos a remodelamento

A sintese de plasmalogénio requer a formacao de um alcool graxo unido por ligacdo éter

As vias de sintese de esfingolipideos e glicerofosfolipideos compartilham precursores e
alguns mecanismos

Os lipideos polares sdo direcionados a membranas celulares especificas

21.4 Colesterol, esteroides e isoprenoides: biossintese, regulacao e
transporte

O colesterol é formado a partir da acetil-CoA em quatro estagios

O colesterol tem destinos diversos

O colesterol e outros lipideos sdo transportados em lipoproteinas plasmaticas

A HDL realiza o transporte reverso de colesterol

Os ésteres de colesterila entram nas células por endocitose mediada por receptor

A sintese e o transporte do colesterol sdo regulados em varios niveis

A desregulacdo do metabolismo do colesterol pode levar a doencgas cardiovasculares

QUADRUO 21-2. A hipétese lipidica e o desenvolvimento das estatinas

O transporte reverso do colesterol por HDL se opde a formagao de placas e a aterosclerose

Os hormonios esteroides sao formados por clivagem da cadeia lateral e oxidagdo do
colesterol

Os intermediarios na biossintese de colesterol tém muitos destinos alternativos



22. Biossintese de aminoacidos, nucleotideos e
moléculas relacionadas

22.1 Visao geral do metabolismo do nitrogenio

Uma rede global de ciclagem de nitrogénio mantém uma reserva de nitrogénio
biologicamente disponivel

QUADRO 22-1. Estilos de vida incomuns de seres obscuros, porém abundantes

A fixacdo do nitrogénio € realizada por enzimas do complexo da nitrogenase

A amonia é incorporada em biomoléculas via glutamato e glutamina

A reacdo da glutamina-sintetase é um ponto importante de regulacdo no metabolismo do
nitrogénio

Diversas classes de reagdes desempenham papéis especiais na biossintese de aminoacidos e
nucleotideos

22.2 Biossintese de aminoacidos

Os organismos variam muito em sua capacidade de sintetizar os 20 aminoacidos comuns

O a-cetoglutarato origina glutamato, glutamina, prolina e arginina

Serina, glicina e cisteina sdo derivadas do 3-fosfoglicerato

Trés aminoacidos ndo essenciais e seis aminoacidos essenciais sao sintetizados a partir de
oxalacetato e piruvato

O corismato é um intermediario-chave na sintese de triptofano, fenilalanina e tirosina

A biossintese de histidina utiliza precursores da biossintese de purinas

A biossintese de aminoacidos esta sob regulacdo alostérica

22.3 Moléculas derivadas de aminoacidos

A glicina é precursora das porfirinas

QUADRO 22-2. Sobre reis e vampiros

A degradacao do heme tem multiplas funcoes

Os aminoacidos sao precursores da creatina e da glutationa

D-Aminoacidos sao encontrados principalmente em bactérias

Aminoacidos aromaticos sao precursores de muitas substancias de origem vegetal
Aminas biologicas sdo produtos da descarboxilacdo dos aminoacidos

A arginina é precursora na sintese biologica de 6xido nitrico



22.4 Biossintese e degradacao de nucleotideos

A sintese de novo de nucleotideos puricos inicia-se com o PRPP

A biossintese de nucleotideos puricos é regulada por meio de inibig¢do por retroalimentagao
Os nucleotideos pirimidicos sdo sintetizados a partir de aspartato, PRPP e carbamoil-fosfato
A biossintese de nucleotideos pirimidicos é regulada por inibi¢do por retroalimentagao
Nucleosideos monofosfatados sdo convertidos em nucleosideos trifosfatados

Os ribonucleotideos sdo precursores dos desoxirribonucleotideos

O timidilato é derivado do dCDP e do dUMP

A degradacao de purinas e pirimidinas produz acido trico e ureia, respectivamente

Bases puricas e pirimidicas sdo recicladas por vias de recuperacao

O excesso de acido urico causa gota

Muitos agentes quimioterapicos tém como alvo enzimas da via biossintética de nucleotideos

23. Regulacao hormonal e integracao do metabolismo
em mamiferos

23.1 Estrutura e acao hormonal

Os hormonios atuam por meio de receptores celulares especificos de alta afinidade

Os hormonios sdao quimicamente diferentes

Alguns hormonios sdo liberados por uma hierarquia “de cima para baixo” de sinais neuronais
e hormonais

Os sistemas hormonais “de baixo para cima” enviam sinais de volta para o encéfalo e para
outros tecidos

23.2 Metabolismo tecido-especifico

O figado processa e distribui nutrientes

Os tecidos adiposos armazenam e fornecem acidos graxos

Os tecidos adiposos marrom e bege sao termogénicos

Os musculos usam ATP para trabalho mecanico

O encéfalo usa energia para a transmissao de impulsos elétricos

QUADRO 23-1. Creatina e creatina-cinase: auxiliares de diagndéstico inestimaveis e
amigos dos fisiculturistas

O sangue transporta oxigénio, metabolitos e hormonios



23.3 Regulacao hormonal do metabolismo energético

A insulina neutraliza a glicose alta no sangue no estado bem alimentado

As células [ pancreaticas secretam insulina em resposta a alteragdes na glicose sanguinea

O glucagon combate niveis baixos de glicose sanguinea

O metabolismo é alterado durante o jejum e a inani¢do para prover combustivel para o
encéfalo

A adrenalina sinaliza atividade iminente

O cortisol sinaliza estresse, incluindo baixa glicose sanguinea

23.4 Obesidade e regulacao da massa corporal

O tecido adiposo tem fungdes enddcrinas importantes

A leptina estimula a produgdo de hormonios peptidicos anorexigénicos

A leptina dispara uma cascata de sinalizacdo que regula a expressao génica

A adiponectina age por meio da AMPK para aumentar a sensibilidade a insulina

A AMPK coordena o catabolismo e o anabolismo em resposta ao estresse metabdlico

A via mTORCI1 coordena o crescimento celular com o suprimento de nutrientes e energia

A dieta regula a expressao de genes essenciais para a manutencdo da massa corporal

O comportamento alimentar de curto prazo € influenciado pela grelina, pelo PYY . e pelos
canabinoides

Os simbiontes microbianos do intestino influenciam o metabolismo energético e a
adipogénese

23.5 Diabetes mellitus

QUADRO 23-2. O arduo caminho até a insulina purificada

O diabetes mellitus resulta de defeitos na producdo ou na acao da insulina

Acidos carboxilicos (corpos cetonicos) se acumulam no sangue de pessoas com diabetes ndo
tratado

No diabetes tipo 2, os tecidos se tornam insensiveis a insulina

O diabetes tipo 2 é controlado com dieta, exercicios, medicamentos e cirurgia

IT1. VIAS DA INFORMACAO

24. Genes e Cromossomos




24.1 Elementos cromossomicos

Os genes sdao segmentos de DNA que codificam cadeias polipeptidicas e RNA

As moléculas de DNA sdo muito mais longas do que o invdlucro celular ou viral que as
contém

Os genes eucarioticos e 0s Cromossomos sao muito complexos

24.2 Supertorcao do DNA

A maior parte do DNA celular se encontra subenrolada

O subenrolamento do DNA é definido pelo niimero de ligagdo topologico
As topoisomerases catalisam mudancas no nimero de ligacao do DNA

A compactacao do DNA necessita de uma forma especial de supertor¢ao

24.3 Estrutura dos cromossomos

A cromatina é formada por DNA, proteinas e RNA
As histonas sdo proteinas basicas pequenas
Os nucleossomos sdo as unidades organizacionais fundamentais da cromatina

QUADRUO 24-1. Epigenética, estrutura dos nucleossomos e variantes de histonas

Os nucleossomos sdo empacotados em estruturas cromossomicas altamente condensadas

QUADRO 24-2. Cura de doencas pela inibicao de topoisomerases

QUADRO 24-3. Inativacdo do cromossomo X por um IncRNA: prevenindo o excesso de
uma coisa boa (ou ruim)

As estruturas condensadas dos cromossomos sdo mantidas pelas proteinas SMC
O DNA das bactérias também é altamente organizado

25. Metabolismo do DNA

25.1 Replicacao do DNA

A replicacdao do DNA segue um conjunto de regras fundamentais
O DNA é degradado por nucleases

O DNA é sintetizado por DNA-polimerases

A replicacao tem alto grau de precisdo

A E. coli tem pelo menos cinco DNA-polimerases

A replicacdao do DNA requer muitas enzimas e fatores proteicos



A replicagdo do cromossomo de E. coli prossegue em estagios
A replicacdo em células eucarioticas é semelhante, porém mais complexa
DNA-polimerases virais fornecem alvos para a terapia antiviral

25.2 Reparo do DNA

As mutacdes estdo ligadas ao cancer
Todas as células tém multiplos sistemas de reparo de DNA

QUADRO 25-1. Reparo do DNA e cancer
A interacado das forquilhas de replicacdo com o dano ao DNA pode levar a sintese de DNA
translesdo propensa a erro

25.3 Recombinacao do DNA

A recombina¢do homologa bacteriana é uma fungdo de reparo do DNA
A recombinagdo homologa eucaridtica é necessaria para a segregacao adequada de
cromossomos durante a meiose

QUADRO 25-2. Por que a segregacao adequada de cromossomos é importante

QUADRO 25-3. Como uma quebra de fita de DNA chama a atencao

Algumas quebras de fita dupla sdo reparadas por unido de extremidades ndo homélogas
A recombinacgao sitio-especifica resulta em rearranjos de DNA precisos

Elementos genéticos de transposicdo movem-se de um local para outro

Os genes de imunoglobulinas se reiinem por recombinagao

26. Metabolismo do RNA

26.1 Sintese de RNA dependente de DNA

O RNA é sintetizado pelas RNA-polimerases
A sintese de RNA comeca nos promotores

QUADRUO 26-1. A RNA-polimerase deixa sua marca em um promotor

A transcricao é regulada em varios niveis

Sequéncias especificas sinalizam a terminacao da sintese de RNA

As células eucarioticas tém trés tipos de RNA-polimerases nucleares

A RNA-polimerase II precisa de muitos outros fatores proteicos para a sua atividade
RNA-polimerases sao alvos de farmacos



26.2 Processamento do RNA

Os mRNA de eucariotos recebem um cap na extremidade 5’

Tanto introns como éxons sdo transcritos de DNA para RNA

O RNA catalisa o splicing de introns

Em eucariotos, o spliceossoma realiza o splicing de pré-mRNA nuclear

Proteinas catalisam o splicing de tRNA

Os mRNA de eucariotos tém uma estrutura caracteristica da extremidade 3'

Um gene pode dar origem a varios produtos por meio do processamento diferencial do RNA

QUADRO 26-2. Splicing alternativo e atrofia muscular espinal
Os rRNA e os tRNA também sofrem processamento

Os RNA com funcgao especial sofrem varios tipos de processamento
Os mRNA celulares sdo degradados em velocidades diferentes

26.3 Sintese de RNA e DNA dependente de RNA

A transcriptase reversa produz DNA a partir de RNA viral

Alguns retrovirus causam cancer e Aids

QUADRO 26-3. Combatendo a Aids com inibidores da transcriptase reversa do HIV
Muitos transposons, retrovirus e introns podem ter uma origem evolutiva comum

A telomerase é uma transcriptase reversa especializada

Alguns RNA sdo replicados por RNA-polimerases dependentes de RNA

As RNA-polimerases dependentes de RNA compartilham uma dobra estrutural comum

26.4 RNA cataliticos e a hipotese de um mundo de RNA

As ribozimas compartilham caracteristicas com enzimas proteicas
As ribozimas participam de uma variedade de processos biologicos
As ribozimas fornecem pistas da origem da vida em um mundo de RNA

QUADRO 26-4. O método SELEX para gerar polimeros de RNA com novas funcoes

27. Metabolismo das proteinas

27.1 O codigo genético

O cédigo genético foi decifrado utilizando-se moldes artificiais de mRNA



QUADRO 27-1. Excecoes que comprovam a regra: variacoes naturais no codigo
genético

A oscilacdo possibilita que alguns tRNA reconhecam mais de um cédon

O codigo genético é resistente a mutacoes

Mudancas na fase de leitura da traducao afetam a forma como o codigo é lido

Alguns mRNA sdo editados antes da traducao

27.2 Sintese proteica

O ribossomo é uma maquina supramolecular complexa

RNA transportadores tém caracteristicas estruturais proprias

Estagio 1: As aminoacil-tRNA-sintetases ligam os aminoacidos corretos aos seus respectivos
tRNA

QUADRUO 27-2. Expansao natural e artificial do cédigo genético
Estagio 2: Um aminodacido especifico inicia a sintese proteica
Estagio 3: As ligacoes peptidicas sdo formadas no estagio de alongamento

QUADRO 27-3. Pausa, terminacao e resgate de ribossomos

Estagio 4: A terminacgao da sintese de polipeptideos necessita de um sinal especial

Estagio 5: As cadeias polipeptidicas recém-sintetizadas passam por enovelamento e
processamento

A sintese proteica € inibida por muitos antibi6ticos e toxinas

27.3 Enderecamento e degradacao das proteinas

As modificacoes pds-traducionais de muitas proteinas eucarioticas comecam no reticulo
endoplasmatico

A glicosilacdo tem um papel-chave no enderecamento de proteinas

As sequéncias-sinal para o transporte nuclear nao sao clivadas

As bactérias também usam sequéncias-sinal para o enderecamento de proteinas

As células importam proteinas por meio de endocitose mediada por receptor

A degradacao de proteinas é mediada por sistemas especializados em todas as células

28. Regulacao da expressao génica

28.1 As proteinas e os RNA da regulacao génica

A RNA-polimerase se liga ao DNA nos promotores



A iniciacdo da transcricdo é regulada por proteinas e por RNA

Muitos genes bacterianos sao agrupados e regulados em operons

O operon lac esta sujeito a regulacdao negativa

As proteinas regulatorias tém dominios de ligacao de DNA separados
Proteinas regulatérias também tém dominios de interacdao proteina-proteina

28.2 Regulacao da expressao génica em bactérias

O operon lac sofre regulacao positiva

Muitos genes que codificam as enzimas da biossintese de aminoacidos sao regulados por
atenuacdo da transcricao

A inducdo da resposta SOS requer a destruicdao das proteinas repressoras

A sintese de proteinas ribossomicas é coordenada com a sintese de rRNA

O funcionamento de alguns mRNA é regulado por RNA pequenos em cis ou em trans

Alguns genes sdo regulados por recombinagdo genética

28.3 Regulacao da expressao génica em eucariotos

A cromatina ativa na transcrigdo € estruturalmente distinta da cromatina inativa

A maioria dos promotores eucariéticos é regulada positivamente

Ativadores e coativadores de ligacao ao DNA facilitam a montagem dos fatores de
transcricdao basais

Os genes do metabolismo da galactose em leveduras estdo sujeitos a regulacdo positiva e
regulacdo negativa

Os ativadores da transcri¢do tém uma estrutura modular

A expressdo génica eucaridtica pode ser regulada por sinais intercelulares e intracelulares

A regulacdo pode resultar da fosforilagdo de fatores de transcri¢do nuclear

Muitos mRNA de eucariotos estao sujeitos a repressao da traducao

O silenciamento génico pos-transcricional é mediado por RNA de interferéncia

A regulacdo da expressdo génica mediada por RNA se da por varias formas nos eucariotos

O desenvolvimento é controlado por cascatas de proteinas regulatorias

Células-tronco tém um potencial de desenvolvimento que pode ser controlado

QUADRUO 28-1. Sobre barbatanas, asas, bicos e outras coisas
Respostas das questoes

Glossario

Conheca Também

Sobre o Grupo A



Capitulo 1



FUNDAMENTOS DE BIOQUIMICA

a cerca de 14 bilhdes de anos, o universo surgiu como uma explosao cataclismica de

particulas subatomicas quentes e ricas em energia. Logo nos primeiros segundos,

formaram-se os elementos mais simples (hidrogénio e hélio). A medida que o universo
se expandia e esfriava, o material ia se condensando sob a influéncia da gravidade, formando
estrelas. Algumas estrelas atingiram propor¢oes enormes e, entdo, explodiram como supernovas,
liberando a energia necessaria para a fusao de niicleos atdmicos mais simples, formando, assim,
os elementos mais complexos. Atomos e moléculas formaram nuvens de particulas de poeira, e a
sua agregacao levou, por fim, a formacao de rochas, planetoides e planetas. Dessa maneira, ao
decorrer de bilhdes de anos, formou-se a Terra, além dos elementos quimicos que hoje existem
nela. A vida surgiu na Terra hé cerca de 4 bilhdes de anos na forma de microrganismos simples
com a capacidade de extrair energia de compostos quimicos e, mais tarde, da luz solar. Eles
passaram a usar essa energia para produzir um vasto conjunto de biomoléculas mais complexas
a partir de compostos e elementos simples presentes na superficie terrestre. Os seres humanos e
todos os outros organismos vivos sdo formados a partir da poeira estelar.

A bioquimica procura responder como as extraordinarias propriedades dos organismos vivos
se originam de milhares de biomoléculas diferentes. Quando essas moléculas sdao isoladas e
examinadas individualmente, vé-se que elas seguem todas as leis da fisica e da quimica que
descrevem o comportamento da matéria inanimada — assim como todos 0s processos que
ocorrem nos organismos vivos. O estudo da bioquimica revela como os conjuntos de moléculas
inanimadas que constituem os organismos vivos interagem para manter e perpetuar a vida
obedecendo unicamente as mesmas leis da fisica e da quimica que regem o universo nao vivo.

Os capitulos deste livro estdo organizados na forma de discussdo dos principios ou questdes
centrais da bioquimica. Neste primeiro capitulo, sdo abordadas as caracteristicas que definem os
seres vivos, e sdo discutidos os seguintes principios:

P1 A célula é a unidade fundamental da vida. As células variam em complexidade e podem
ser altamente especializadas para o ambiente em que vivem ou a funcdo que realizam nos
organismos  multicelulares, porém, ainda assim, compartilham semelhangas

impressionantes.

P2 As células utilizam um conjunto relativamente pequeno de metabolitos baseados no
carbono para criar maquinas poliméricas, estruturas supramoleculares e repositorios
de informacées. A estrutura quimica desses componentes determina suas funcdes nas
células. O conjunto de moléculas executa um programa cujo resultado € a reproducdo desse
programa e a autoperpetuacao desse conjunto de moléculas — em resumo, a vida.



P3 Os organismos vivos existem em um estado de equilibrio dinamico e nunca em
equilibrio fixo com o meio em que se encontram. Os seres vivos obtém energia dos
arredores, e a utilizam para manter a homeostase e realizar trabalho 1til, obedecendo as leis
da termodinamica. Essencialmente, toda a energia obtida por uma célula provém de um
fluxo de elétrons, impulsionado pela luz do sol ou por reagdes de oxidorreducdo (redox)
metabolicas.

P4 As células tém a capacidade de se autorreplicar e auto-organizar de forma precisa,
usando as informacdes quimicas armazenadas no genoma. Uma célula bacteriana
isolada e colocada em um meio nutritivo estéril pode dar origem, em 24 horas, a 1 bilhdo de
“filhas” idénticas. Cada célula é uma cépia fiel da célula original, e sua formacdo é
totalmente dirigida pela informacdo contida no material genético da célula original. Em uma
escala maior, a prole de um animal vertebrado apresenta uma semelhanca marcante com os
pais, também resultante da heranca dos genes parentais.

P5 Os seres vivos se modificam ao longo do tempo por meio de uma evolucao gradativa. O
resultado de eras de evolugdo é a formacdo de uma enorme diversidade de formas de vida,
fundamentalmente relacionadas entre si por meio de ancestrais comuns. Isso pode ser visto
em nivel molecular observando-se as semelhancas entre as sequéncias de genes e as
estruturas de proteinas.

Apesar dessas propriedades comuns e da unidade fundamental da vida que compartilham, é
dificil fazer generalizacOes sobre os organismos vivos. A Terra possui uma diversidade enorme
de seres vivos em uma ampla gama de habitats, desde fontes térmicas até a tundra do Artico e de
intestinos de animais até dormitorios universitarios. Esses habitats tém correspondéncia com
diversas adaptacoes bioquimicas obtidas por meio de um arcabouco quimico comum. Para maior
clareza, em alguns pontos este livro se arrisca a certas generalizagdes que, embora imperfeitas,
sdo uteis. Com frequéncia, as excecgOes a essas generalizagdes sdo ressaltadas.

A bioquimica descreve, em termos moleculares, as estruturas, 0s mecanismos e 0S Processos
quimicos compartilhados por todos os organismos e estabelece os principios de organizacao que
sdo a base de todas as formas de vida. Embora a bioquimica contribua com esclarecimentos
importantes e aplicacOes praticas na medicina, na agricultura, na nutricao e na industria, ela se
preocupa principalmente com a maravilha que € a propria vida.

Neste capitulo introdutério, é feita uma revisao dos fundamentos celulares, quimicos, fisicos e
genéticos da bioquimica e do importantissimo principio da evolu¢cdo — como a vida surgiu e
evoluiu até a diversidade de organismos que existe hoje. A medida que se avanca na leitura do
livro, pode ser ttil voltar a este capitulo de tempos em tempos para refrescar a memoria sobre
essas questoes basicas.



1.1 Fundamentos celulares

A unidade e a diversidade dos organismos sdao evidentes mesmo no nivel celular. Os menores
organismos sdo formados por uma unica célula e sdo microscopicos. Os organismos
multicelulares sdo maiores e tém muitos tipos diferentes de células que variam em tamanho,
forma e funcdo especializada. P1 Apesar dessas diferencas oObvias, todas as células dos
organismos, desde os mais simples até os mais complexos, tém em comum certas propriedades
fundamentais, que podem ser vistas no nivel bioquimico.

As células sao as unidades estruturais e funcionais de todos os
organismos vivos

Células de todos os tipos tém determinadas caracteristicas estruturais em comum (Fig. 1-1). A
membrana plasmatica define o contorno da célula, separando o conteido celular do ambiente
externo. Ela é composta de moléculas de lipideos e proteinas que formam uma barreira fina,
resistente, flexivel e hidrofébica ao redor da célula. A membrana é uma barreira para a passagem
livre de ions inorganicos e da maioria das outras moléculas carregadas ou polares. Proteinas de
transporte presentes na membrana plasmatica possibilitam a passagem de determinados ions e
moléculas, proteinas receptoras transmitem sinais para o interior da célula e enzimas de
membrana participam em algumas vias de reacdes. Uma vez que, individualmente, os lipideos e
as proteinas da membrana plasmatica ndao estdo ligados covalentemente, toda a estrutura é
extraordinariamente flexivel, o que permite mudangas tanto na forma como no tamanho da
célula. A medida que a célula cresce, novas moléculas de proteinas e de lipideos sio inseridas na
membrana plasmatica; a divisdao celular produz duas novas células, cada qual com a sua propria
membrana. Esse crescimento e a divisdo celular (fissdo) ocorrem sem perda da integridade da
membrana.
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FIGURA 1-1 caracteristicas universais das células vivas. Todas as células tém nicleo ou nucleoide contendo seu DNA,
membrana plasmatica e citoplasma. As células eucari6ticas contém varias organelas ligadas a membranas (incluindo mitoc6ndria
e cloroplastos) e particulas grandes (como os ribossomos).

O volume interno envolto pela membrana plasmatica, o citoplasma (Fig. 1-1), é composto de
uma solucdo aquosa, o citosol, e uma grande variedade de particulas em suspensao que
desempenham fungdes especificas. Esses componentes particulados (organelas envoltas por
membrana, como mitocondrias e cloroplastos; estruturas supramoleculares, como ribossomos e
proteassomos, os locais de sintese e degradacdo das proteinas, respectivamente) sedimentam
quando o citoplasma é centrifugado a 150.000 g (g é a forca gravitacional da Terra). O que sobra
como sobrenadante liquido é o citosol, uma solucao altamente concentrada contendo enzimas e
as moléculas de RNA (acido ribonucleico) que as codificam; os componentes (aminoacidos e
nucleotideos) usados para formar essas macromoléculas; centenas de moléculas organicas
pequenas, denominadas metabdlitos, intermediarios das vias de biossintese e de degradacao;
coenzimas, compostos essenciais para muitas das reacOes catalisadas por enzimas; e ions
inorganicos (p. ex., K+, Na*, Mg?+ e Ca?*).

Todas as células tém, pelo menos em algum momento de sua vida, um nucleoide ou um
nucleo, no qual o genoma — o conjunto completo de genes, composto de DNA (acido
desoxirribonucleico) — é replicado e armazenado, com suas proteinas associadas. Nas bactérias e
nas arqueias, o nucleoide ndo é separado do citoplasma por uma membrana, ao passo que, Nos
eucariotos, o ntcleo fica confinado dentro de uma dupla membrana, o envelope nuclear. As
células com envelope nuclear compdem o grande grupo Eukarya (do grego eu, “verdade”, e
karyon, “nicleo”). Os microrganismos sem membrana nuclear, antes classificados como
procariotos (do grego pro, “antes”), sao agora considerados como pertencentes a dois grupos
muito distintos: os dominios Bacteria e Archaea, descritos a seguir.



A difusao limita o tamanho das células

A maioria das células é microscopica, invisivel a olho nu. As células dos animais e das plantas
téem um didmetro geralmente entre 5 e 100 ym, e muitos microrganismos unicelulares tém
comprimento de apenas 1 a 2 pym (informagOes sobre as unidades e suas abreviaturas estdo
apresentadas no final do livro). O que limita o tamanho de uma célula? O limite inferior
provavelmente é determinado pelo nimero minimo de cada um dos tipos de biomoléculas
necessarias para a célula. As menores células, certas bactérias conhecidas como micoplasmas,
tém 300 nm de diametro e um volume de cerca de 10-'4 mL. Um udnico ribossomo bacteriano tem
20 nm na sua maior dimensdo, de forma que alguns poucos ribossomos ja ocupam uma por¢ao
substancial do volume total de uma célula de micoplasma.

O limite superior para o tamanho das células provavelmente é determinado pela velocidade do
transporte de nutrientes para dentro da célula e de dejetos para fora. A medida que o tamanho da
célula aumenta, a relacdo superficie/volume diminui. No caso de uma célula esférica, a area de
superficie é uma fungdo do quadrado do raio (r?), enquanto que o volume é uma fungao do r3.
Uma célula bacteriana do tamanho da Escherichia coli é muito pequena, e a relacdo entre a area
da superficie e o volume é tdo grande que todas as partes do citoplasma sdo facilmente
alcancadas pelos nutrientes que atravessam a membrana e se movem dentro da célula. Com o
aumento do tamanho, no entanto, a relacao superficie/volume diminui, até o ponto em que o
metabolismo necessita consumir nutrientes mais rapidamente do que as quantidades que podem
ser supridas pelos carreadores transmembrana. Muitos tipos de células animais tém a superficie
altamente dobrada ou com convolugdes que fazem a relacdo entre a superficie e o volume ser
aumentada, o que permite altos indices de incorporacdo de materiais dos arredores (Fig. 1-2).






FIGURA 1-2 A maioria das células animais tem superficies enoveladas de forma intricada. Os linfécitos humanos
mostrados nesta micrografia eletronica colorida artificialmente tém um didmetro de cerca de 10 a 12 pm. A superficie toda cheia

de dobras faz a area da superficie ser muito maior do que a superficie de uma esfera com o mesmo didmetro. [Steve
Gschmeissner/Science Source.]

Os organismos sao classificados em trés dominios de vida
distintos

A disponibilidade de técnicas para determinar sequéncias de DNA de forma rapida e acessivel
aumentou em muito a nossa capacidade de deduzir as relagdes evolutivas entre os organismos.
As semelhangas entre sequéncias de genes de diversos organismos propiciam uma visdo
aprofundada do processo evolutivo. Uma das maneiras de interpretar as semelhangas entre
sequéncias permite enquadrar todos os organismos vivos em um dos trés grandes ramos da
arvore da evolugdo da vida, originada a partir de um progenitor comum (Fig. 1-3). Pode-se
diferenciar dois grandes grupos de microrganismos unicelulares de acordo com fundamentos
genéticos e bioquimicos: Bacteria e Archaea. As bactérias habitam o solo, as aguas superficiais
e os tecidos de organismos vivos ou em decomposicao. Muitas das arqueias, reconhecidas na
década de 1980 por Carl Woese como um grupo distinto, habitam ambientes extremos — lagos de
sais, fontes hidrotermais, pantanos altamente acidos e as profundezas dos oceanos. As evidéncias
disponiveis sugerem que Bacteria e Archaea divergiram cedo na evolucao. Todos os organismos
eucariotos, que formam o terceiro dominio, Eukarya, evoluiram a partir do mesmo ramo que
deu origem a Archaea; por isso, os eucariotos estdo mais proximos das arqueias do que das
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FIGURA 1-3 Filogenia dos trés dominios da vida. As relacdes filogenéticas sio geralmente ilustradas por uma “arvore
geneal6gica” desse tipo. A base para essa arvore é a similaridade nas sequéncias de nucleotideos dos RNA ribossomais de cada
grupo. [Informagdes de C. R. Woese, Microbiol. Rev. 51:221, 1987, Fig. 4.]

Dentro dos dominios Archaea e Bacteria existem subgrupos que se diferenciam de acordo com
os seus respectivos habitats. Alguns dos organismos que vivem em habitats aerobicos com
suprimento abundante de oxigénio obtém energia transferindo elétrons das moléculas de
combustiveis para o oxigénio no interior da célula. Outros ambientes sdo anaerobicos,
desprovidos de oxigénio, e os microrganismos adaptados a esses ambientes obtém energia pela
transferéncia de elétrons para nitrato (formando N,), sulfato (formando H,S) ou CO, (formando
CH,). Muitos dos organismos que evoluiram em ambientes anaerobicos sdo anaerdbios
obrigatdrios, e morrem quando expostos ao oxigénio. Outros sdo anaerdbios facultativos,
capazes de viver em presenca ou auséncia de oxigénio.

Os organismos diferem amplamente quanto as suas fontes de
energia e aos precursores biossintéticos

P3 E possivel classificar os organismos pela maneira como eles obtém a energia e o carbono de
que necessitam para sintetizarem o material celular (como resumido na Fig. 1-4). Eles sdo
classificados em duas grandes categorias de acordo com as fontes de energia: fototréficos (do
grego trophe—, “nutricao”), que captam e utilizam a luz solar, e quimiotroficos, que obtém
energia pela oxidacdo de um combustivel quimico. Alguns organismos quimiotréficos oxidam
combustiveis inorganicos —HS- a S° (enxofre elementar), S° a SO,-, NO,~ a NO,- ou Fe?* a Fe3",
por exemplo. Os organismos fototréficos e os quimiotréficos podem ser classificados com base
na capacidade de sintetizarem todas as suas biomoléculas diretamente do CO, (autotréficos) ou
se necessitam de nutrientes organicos previamente formados por outros organismos
(heterotroficos). E possivel descrever o modo de nutricio de um organismo pela combinacdo
desses termos. Por exemplo, cianobactérias sdo fotoautotréficas; seres humanos sdo quimio-
heterotroficos. Distingdes ainda mais sutis podem ser feitas, pois muitos organismos podem obter
energia e carbono de mais de uma fonte sob diferentes condicbes ambientais ou de
desenvolvimento.
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FIGURA 1-4 Todos os organismos podem ser classificados de acordo com a sua fonte de energia (luz solar ou compostos
quimicos oxidaveis) e sua fonte de carbono usada para a sintese do material celular.

Células de bactérias e de arqueias possuem propriedades
comuns, mas diferem em aspectos importantes

Escherichia coli, a bactéria mais estudada, é geralmente um habitante inofensivo do intestino
humano. A célula de E. coli (Fig. 1-5a) é um ovoide de cerca de 2 ym de comprimento e menos
de 1 ym de diametro. Outras bactérias podem ser esféricas ou ter forma de bastdo, e algumas sao
bem maiores. E. coli tem uma membrana externa protetora e uma membrana plasmatica interna
que envolve o citoplasma e o nucleoide. Entre as membranas interna e externa ha uma camada
fina, mas resistente, de um polimero de alto peso molecular (peptideoglicano), que confere a
célula sua forma e rigidez. A membrana plasmatica e as camadas externas a ela constituem o
envelope celular. As membranas plasmaticas das bactérias consistem em uma bicamada fina de
moléculas lipidicas impregnada com proteinas. As membranas plasmaticas das arqueias tém uma
arquitetura similar, porém os lipideos podem ser surpreendentemente diferentes dos lipideos de
bactérias (ver Fig. 10-6).
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FIGURA 1-5 Algumas caracteristicas estruturais comuns das células de bactérias e arqueias. (a) Este desenho em

escala correta da bactéria E. coli serve para ilustrar algumas caracteristicas comuns. (b) O envelope celular das bactérias Gram-

positivas é uma tnica membrana com

uma camada grossa e rigida de peptideoglicanos em sua superficie externa. Vérios tipos de



polissacarideos e outros polimeros complexos estdo entrelacados com os peptideoglicanos, e, envolvendo o todo, ha uma
“camada s6lida” e porosa de glicoproteinas. (c) E. coli é Gram-negativa e tem uma membrana dupla. A sua membrana externa
tem um lipopolissacarideo (LPS) na superficie externa e fosfolipideos na superficie interna. Essa membrana externa esta
impregnada de canais proteicos (porinas), que permitem a difusdo de pequenas moléculas, mas ndo de proteinas, através deles. A
membrana interna (plasmaética), feita de fosfolipideos e proteinas, é impermeavel tanto a moléculas pequenas quanto a moléculas
grandes. Entre as membranas interna e externa, no periplasma, hd uma camada delgada de peptideoglicanos, que confere a célula
forma e rigidez, mas ndo retém o corante de Gram. (d) As membranas de arqueias variam em estrutura e composi¢do, mas todas
tém uma membrana tinica envolta por uma camada externa que inclui uma estrutura tipo peptideoglicano ou uma concha (camada
sélida) de proteinas porosas, ou ambas. [(a) David S. Goodsell. (b, c, d) Informacdes de S.-V. Albers e B. H. Meyer, Nature Rev. Microbiol. 9:414,

2011, Fig. 2.]

Bactérias e arqueias tém seus envelopes celulares com especializacdes grupo-especificas (Fig.
1-5b-d). Algumas bactérias, denominadas Gram-positivas porque se coram com o0 corante de
Gram (desenvolvido por Hans Peter Gram, em 1884), ttm uma camada espessa de
peptideoglicanos na parte externa de sua membrana plasmatica, mas nao apresentam membrana
externa. As bactérias Gram-negativas tém uma membrana externa formada por uma bicamada
lipidica, na qual estdo inseridos lipopolissacarideos complexos e proteinas denominadas porinas,
que formam canais transmembrana para a difusdo de compostos de baixo peso molecular e ions
que atravessam essa membrana externa. As estruturas na parte externa da membrana plasmatica
das arqueias diferem de organismo para organismo, mas elas também tém uma camada de
peptideoglicanos ou proteinas que conferem rigidez aos envelopes celulares.

P2 O citoplasma de E. coli contém cerca de 15 mil ribossomos, varias copias (de 10 a
milhares) de cada uma das aproximadamente 1.000 diferentes enzimas, talvez 1.000 compostos
organicos diferentes de massa molecular menor do que 1.000 (metabolitos e cofatores) e uma
variedade de ions inorganicos. O nucleoide contém uma tnica molécula de DNA circular, e o
citoplasma (como na maioria das bactérias) contém um ou mais segmentos de DNA circular,
denominados plasmideos. Na natureza, alguns plasmideos conferem resisténcia a toxinas e a
antibioticos presentes no ambiente. Em laboratério, esses segmentos de DNA circular sdo faceis
de manipular e sdo ferramentas poderosas para a engenharia genética (ver Capitulo 9).

Outras espécies de bactérias, e também de arqueias, contém um conjunto similar de
biomoléculas, mas cada espécie tem especializacdes fisicas e metabolicas relacionadas com o
nicho ecol6gico em que vivem e as suas fontes nutricionais. As cianobactérias, por exemplo, tém
membranas internas especializadas em captar energia da luz (ver Fig. 20-23). Muitas arqueias
vivem em ambientes extremos e tém adaptacOes bioquimicas para sobreviverem em extremos de
temperatura, pressao ou concentracao de sais. Diferencas observadas na estrutura dos ribossomos
deram as primeiras pistas de que bactérias e arqueias pertencem a grupos distintos. A maioria das
bactérias (inclusive E. coli) existe na forma de células individuais, mas muitas vezes se associam
a biofilmes ou peliculas, nos quais intimeras células se aderem umas as outras e, a0 mesmo
tempo, ao substrato sélido que fica junto ou préximo de alguma superficie aquosa. Células de
algumas espécies de bactérias (p. ex., mixobactérias) apresentam um comportamento social
simples, formando agregados multicelulares em resposta a sinais de células vizinhas.



As células eucarioticas tém varios tipos de organelas
membranosas que podem ser isoladas para estudo

As células eucaridticas tipicas (Fig. 1-6) sdo muito maiores do que as bactérias — em geral, com
diametro entre 5 e 100 ym e um volume de mil a um milhdo de vezes maior do que o das
bactérias. As caracteristicas que distinguem os eucariotos sao o nucleo e uma grande variedade
de organelas envoltas por membranas com fungdes especificas. Entre essas organelas estdo a
mitocondria, local da maior parte das reagdes extratoras de energia da célula; o reticulo
endoplasmatico e o complexo de Golgi, que desempenham papéis centrais na sintese e no
processamento de lipideos e de proteinas de membrana; os peroxissomeos, onde acidos graxos de
cadeia muito longa sdao oxidados e espécies reativas de oxigénio sdo desintoxicadas; e os
lisossomos, contendo enzimas digestivas que degradam restos celulares ja desnecessarios. Além
dessas organelas, as células vegetais também tém vacuolos (que acumulam grandes quantidades
de acidos organicos) e cloroplastos (nos quais a luz solar impulsiona a sintese de ATP
[adenosina trifosfato] no processo da fotossintese). No citoplasma de muitas células, também
estdo presentes granulos ou goticulas que armazenam nutrientes, como amido e gordura.
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FIGURA 1-6 Estrutura da célula eucariética. Ilustracdes esqueméticas dos dois principais tipos de célula eucariética: (a)
representacdo de célula animal e (b) representacdo de célula vegetal. Células vegetais geralmente tém de 10 a 100 ym de didmetro
— maiores do que as células animais, que geralmente tém de 5 a 30 ym. As estruturas marcadas em vermelho sdo exclusivas de
células animais, e as marcadas em verde, de células vegetais. Os microrganismos eucaridticos (como protistas e fungos) tém
estruturas semelhantes as das células animais e vegetais, mas muitos também tém organelas especializadas ndo ilustradas aqui.



Um avango importante na bioquimica foi o desenvolvimento, por Albert Claude, Christian de
Duve e George Palade, de métodos para separar as organelas do citosol e entre si — etapa
essencial na investigacao de suas respectivas estruturas e fungdes. Em um processo comum de
fracionamento (Fig. 1-7), as células ou tecidos em solugdo sdo suavemente rompidos por
cisalhamento fisico. Esse tratamento rompe a membrana plasmatica, porém deixa intacta a
maioria das organelas. O homogeneizado é, entdo, centrifugado; as organelas, como ntcleo,
mitocondria e lisossomos, diferem em tamanho e, por isso, sedimentam com velocidades
diferentes.
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FIGURA 1-7 Fracionamento subcelular de tecidos. Inicialmente, um tecido como o hepitico é homogeneizado
mecanicamente para romper as células e dispersar o conteido em um tampdo aquoso. O meio tamponado contém sacarose para
manter uma pressao osmotica semelhante a das organelas, equilibrando, assim, a difusdo da 4gua para dentro e para fora das
organelas, as quais intumesceriam e explodiriam em uma solu¢do de osmolaridade mais baixa (ver Fig. 2-12). As particulas
grandes e pequenas em suspensdo podem ser separadas por centrifugacdo em diferentes velocidades. As particulas maiores
sedimentam com mais rapidez do que as particulas pequenas, e o material soltivel ndo sedimenta. Pela escolha cuidadosa das
condicdes de centrifugacdo, as fragdes subcelulares podem ser separadas para determinar suas respectivas caracteristicas
bioquirnicas. [Informagdes de B. Alberts et al., Molecular Biology of the Cell, 2" ed, p. 165, Garland Publishing, 1989.]

Esses métodos foram utilizados para descobrir, por exemplo, que os lisossomos contém
enzimas degradativas, as mitocondrias contém enzimas oxidativas e os cloroplastos contém
pigmentos fotossintéticos. O isolamento de uma organela rica em determinada enzima é
geralmente a primeira etapa da purificacdo dessa enzima.

O citoplasma é organizado pelo citoesqueleto e é altamente
dinamico

A microscopia de fluorescéncia revelou que as células eucaritticas sdo atravessadas em varias
direcdes por diversos tipos de filamentos proteicos que formam uma rede tridimensional
interligada, o citoesqueleto. Os eucariotos tém trés tipos gerais de filamentos citoplasmaticos —
filamentos de actina, microtiibulos e filamentos intermediarios (Fig. 1-8) — que diferem quanto
a largura (de cerca de 6 a 22 nm), a composicdo e a funcGes especificas. Todos eles conferem

estrutura e organizacdo ao citoplasma e forma as células. Os filamentos de actina e os
microtibulos também auxiliam a movimentacao tanto das organelas quanto da célula inteira.




(b)

FIGURA 1-8 0s trés tipos de filamentos do citoesqueleto: filamentos de actina, microtibulos e filamentos

intermediarios. As estruturas celulares podem ser marcadas com um anticorpo (que reconhece determinada proteina) ligado
covalentemente a um composto fluorescente. As estruturas marcadas tornam-se visiveis quando a célula é observada sob
microscopio de fluorescéncia. (a) Nesta cultura celular de fibroblastos, os feixes de filamentos de actina estdo marcados em
vermelho; os microtiibulos, em sentido radial a partir do centro da célula, estdo marcados em verde; e 0s cromossomos (no
nucleo), estdo marcados em azul. (b) Célula de pulmdo de salamandra em mitose. Os microtibulos (em verde), ligados a
estruturas chamadas de cinet6coros (em amarelo) nos cromossomos condensados (em azul), puxam os cromossomos para polos
opostos, ou centrossomos (em cor-de-rosa), da célula. Os filamentos intermediarios, formados por queratina (em vermelho),
mantém a estrutura da célula. [(a) James J. Faust e David G. Capco. (b) Dr. Alexey Khodjakov, Wadsworth Center, New York State Department of

Health.]

Cada tipo de componente do citoesqueleto é composto de subunidades proteicas simples que
se associam de forma ndo covalente para formar filamentos com espessura uniforme. Esses
filamentos ndo sdo estruturas permanentes, eles sdo constantemente desmontados pela
dissociacdo de suas subunidades e remontados em novos filamentos. As suas localizacGes na
célula ndo sdo rigidamente fixas, podem mudar drasticamente com a mitose, a citocinese, o
movimento ameboide ou outras mudancas na forma da célula. A montagem, a desmontagem e a
localizacdo de todos os tipos de filamentos sdo reguladas por outras proteinas, que servem para
ligar ou reunir os filamentos ou para mover as organelas citoplasmaticas ao longo dos
filamentos. (As bactérias contém proteinas semelhantes a actina que desempenham fungdes
similares nas células.)

Os filamentos se desmontam e se remontam em outro lugar. Vesiculas providas de membrana
brotam de uma organela e se fundem com outra organela. As organelas movem-se pelo
citoplasma ao longo de filamentos proteicos, e esse movimento é realizado por proteinas motoras
dependentes de energia. O sistema de endomembranas (ver Fig. 11-4) separa processos
metabolicos especificos e fornece superficies sobre as quais ocorrem determinadas reagdes
catalisadas por enzimas. A exocitose e a endocitose, mecanismos de transporte para fora e para



dentro da célula, respectivamente, envolvem fusdo e fissdio de membranas, proporcionam
conexao entre o citoplasma e o meio circundante e, assim, possibilitam a secrecao de substancias
produzidas na célula e a captacao de materiais extracelulares.

A organizacdo estrutural do citoplasma esta longe de ser aleatéria. A movimentagao e o
posicionamento das organelas e dos elementos do citoesqueleto estdao sob regulacao rigorosa, e,
em certas etapas de sua vida, uma célula eucaridtica sofre reorganizacGes drasticas e bem
orquestradas, como no caso dos eventos da mitose. As interacdes entre o citoesqueleto e as
organelas sao ndo covalentes, reversiveis e sujeitas a regulacdo em resposta a varios sinais intra e
extracelulares.

As células constroem estruturas supramoleculares

As macromoléculas e as suas subunidades monoméricas diferem muito quanto ao tamanho. Uma
molécula de alanina tem menos de 0,5 nm de comprimento. P2 Uma molécula de hemoglobina, a
proteina transportadora de oxigénio dos eritrocitos (ou hemacias, glébulos vermelhos do sangue)
é formada por subunidades contendo cerca de 600 subunidades de aminoacidos em quatro longas
cadeias, enoveladas em forma globular e associadas em uma estrutura de 5,5 nm de didmetro. As
proteinas, por sua vez, sdo muito menores do que os ribossomos (cerca de 20 nm de diametro),
0s quais sdo menores do que organelas como as mitocondrias, que tém geralmente 1 ym de
didmetro. Tem-se uma variacdo enorme entre biomoléculas simples e estruturas celulares que
podem ser vistas ao microscopio 6ptico. A Figura 1-9 ilustra a hierarquia estrutural na
organizacgao celular.

Calula Compipsos Macramokiculas Ll'nldnf:hfus
& suas organelas supramoleculares MonomEericas
o . Mucleohideos 1™
S DA ; e
o . : — s A
& s .1 L 5 - Df D TH;
+l i L Y
Cromatire | 4
% . Q =
o i 1 -H
J -.; iR
f-:, Probaina
- Arninocdcklos
kMembrama plasmalsca ‘}
Lol gilrae T
, O il |
.I'-\;"';.Eflr.l
—————— i ———fr . b

Parede celular | e



FIGURA 1-9 Hierarquia estrutural na organizacio molecular das células. As organelas e as demais estruturas
relativamente grandes das células sdo feitas de complexos supramoleculares, que, por sua vez, sdo feitos de macromoléculas e de
subunidades moleculares menores. Por exemplo, o nticleo desta célula vegetal contém cromatina, complexo supramolecular que
consiste em DNA e proteinas bésicas (histonas). O DNA ¢ feito de subunidades monoméricas simples (nucleotideos), assim como
as proteinas (amiHOéCidOS). [Informagdes de W. M. Becker e D. W. Deamer, The World of the Cell, 2nd ed, Fig. 2-15, Benjamin/Cummings Publishing

Company, 1991.]

As subunidades monomeéricas das proteinas, dos acidos nucleicos e dos polissacarideos sao
unidas por ligacoes covalentes. Nos complexos supramoleculares, contudo, as macromoléculas
sao unidas por interacdes ndo covalentes — individualmente muito mais fracas do que as
covalentes. Entre essas interacoes ndo covalentes, estdo as ligacoes de hidrogénio, as interagoes
ionicas (entre grupos carregados); e agrupamentos de grupos apolares em solucdo aquosa,
criados por interacoes de van der Waals (também chamadas forcas de London) e pelo efeito
hidrofébico. Todas essas interacdes tém energia muito menor do que a energia das ligacGes
covalentes. (As interac0es nao covalentes estdo descritas no Capitulo 2.) O grande nimero de
interacOes fracas entre as macromoléculas nos complexos supramoleculares estabiliza essas
agregacoes, gerando as estruturas caracteristicas desses complexos.

Estudos in vitro podem subestimar interacoes importantes entre
moléculas

Uma abordagem para se entender um processo biolégico é o estudo in vitro de moléculas
purificadas (do latim, que significa “no vidro” — no tubo de ensaio), evitando, assim, a
interferéncia de outras moléculas presentes na célula intacta — isto é, in vivo (“no vivo”). Embora
essa abordagem tenha trazido muitos esclarecimentos, deve-se considerar que o interior de uma
célula é totalmente diferente do interior de um tubo de ensaio. Componentes “interferentes”
eliminados na purificacdo podem ser cruciais para a funcdo bioldgica ou para a regulacao da
molécula que estd sendo purificada. Por exemplo, estudos in vitro de enzimas puras sao
comumente realizados com concentracGes muito baixas da enzima em solu¢des aquosas sob
agitacdo. Na célula, uma enzima esta dissolvida ou suspensa no citosol, que tem consisténcia
gelatinosa, junto a milhares de outras proteinas, algumas das quais podem se ligar a essa enzima
e influenciar a atividade enzimadtica. Algumas enzimas sdo componentes de complexos
multienzimaticos, nos quais os reagentes sao transferidos de uma enzima para a outra sem nunca
passarem para o solvente. Quando todas as macromoléculas conhecidas de uma célula sdao
representadas segundo seus tamanhos e concentragdes conhecidos (Fig. 1-10), fica claro que o
citosol é bem congestionado e que a difusdo de macromoléculas dentro do citosol deve ser mais
lenta, devido a colisdes com outras estruturas grandes. Em resumo, uma molécula pode ter um
comportamento muito diferente quando estd em uma célula e quando esta in vitro. Um desafio
central na bioquimica é entender as influéncias da organizacdo celular e das associacGes



macromoleculares sobre a funcdo de enzimas individuais e outras biomoléculas — para entender a
funcdo tanto in vivo como in vitro.
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FIGURA 1-10 Célula congestionada. Este desenho é uma representacdo precisa dos tamanhos relativos e do niimero de

macromoléculas em uma pequena regido da célula de E. coli. [© David S. Goodsell, 1999.]

RESUMO 1.1 Fundamentos celulares

B Todas as células compartilham determinadas propriedades fundamentais: elas sdo
delimitadas por uma membrana plasmatica, ttm um citosol contendo metabolitos,
coenzimas, ions inorganicos, enzimas e um conjunto de genes contidos dentro de um
nucleoide (bactérias e arqueias) ou de um nticleo (eucariotos).

®m O tamanho das células é limitado pela necessidade de fornecer oxigénio para todas as
partes da célula.



® Comparando as respectivas sequéncias de DNA, os pesquisadores conseguem
classificar os organismos em trés grupos: Bacteria, Archaea e Eukarya. Archaea e Eukarya
estdo mais relacionadas entre si do cada uma delas com Bacteria.

® Todos os organismos necessitam de uma fonte de energia para realizar trabalho celular.
Os organismos fototréficos obtém energia da luz solar, e os quimiotréficos obtém energia
de combustiveis quimicos.

B As células de bactérias e de arqueias tém citosol, nucleoide e plasmideos contidos
dentro do envelope celular.

®m Os organismos eucariotos possuem uma gama de organelas envolvidas por membranas
com funcdes especializadas, que podem ser estudadas em organelas isoladas.

m As proteinas do citoesqueleto organizam-se em longos filamentos que dao forma e
rigidez as células e servem como trilhos ao longo dos quais as organelas se deslocam por
toda a célula. Compartimentos ligados por membranas formam um sistema de
endomembranas dinamico e interconectado.

®m Complexos supramoleculares mantidos coesos por interacdes ndo covalentes fazem
parte de uma hierarquia de estruturas, algumas delas visiveis ao microscopio optico.

m O estudo in vitro de componentes celulares isolados simplifica os sistemas
experimentais, mas estudos desse tipo podem subestimar interacOes importantes que
ocorrem na célula viva.




1.2 Fundamentos quimicos

A bioquimica tem como objetivo explicar as formas e as func¢des bioldgicas em termos quimicos.
Durante a primeira metade do século XX, investigacoes bioquimicas conduzidas em paralelo
sobre a oxidacdo da glicose em leveduras e células de musculo animal revelaram semelhancas
quimicas impressionantes entre esses dois tipos de células aparentemente muito diferentes; por
exemplo, a degradacdo da glicose nas leveduras e nas células musculares envolvia os mesmos 10
intermedidrios quimicos e as mesmas 10 enzimas. Estudos posteriores sobre muitos outros
processos quimicos em diferentes organismos confirmaram a generalizagdo dessa observagao,
perfeitamente resumida em 1954 pelo bioquimico Jacques Monod: “O que vale para E. coli
também vale para um elefante”. O entendimento que hoje temos de que todos os organismos tém
uma origem evolutiva comum baseia-se, em parte, nessa universalidade observada de
transformagOes e intermedidrios quimicos, que normalmente se denomina “unicidade da
bioquimica”.

Entre os mais de 90 elementos quimicos de ocorréncia natural, menos de 30 sdo essenciais
para os organismos. A maioria dos elementos da matéria viva tem um numero atémico
relativamente baixo; somente trés tém nimeros atdmicos maiores do que o selénio, 34 (Fig. 1-
11). Os quatro elementos quimicos mais abundantes nos organismos vivos, em termos de
porcentagem do ndmero total de atomos, sdao hidrogénio, oxigénio, nitrogénio e carbono, que,
juntos, constituem mais de 99% da massa da maioria das células. Eles sdao os elementos mais
leves capazes de formar, de maneira efetiva, uma, duas, trés e quatro ligagcOes, respectivamente;
em geral, os elementos mais leves formam as ligacOes mais fortes. Os microelementos
constituem uma fracdo infima do peso do corpo humano, mas todos eles sdo essenciais a vida,
geralmente por serem essenciais para a funcdo de proteinas especificas, incluindo muitas
enzimas. A capacidade da molécula de hemoglobina de transportar oxigénio, por exemplo, é
totalmente dependente de quatro ions ferro, que representam somente 0,3% da massa total da
molécula.
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FIGURA 1-11 Elementos essenciais para a vida e a saiide dos animais. Os macroelementos (sombreados em vermelho-
claro) sdo componentes estruturais das células e dos tecidos e sdo necessérios na dieta em quantidades de gramas por dia. Para os
microelementos (sombreados em amarelo), as quantidades necessarias sdo muito menores: para o ser humano, sdo suficientes
alguns miligramas por dia de Fe, Cu e Zn, e quantidades ainda menores dos demais elementos. As necessidades minimas para
plantas e microrganismos sdao semelhantes as mostradas aqui; o que varia sdo as maneiras pelas quais eles conseguem esses
elementos.

Biomoléculas sao compostos de carbono que possuem uma
variedade de grupos funcionais

A quimica dos organismos vivos esta organizada em torno do carbono, que contribui com mais
da metade do peso seco das células. O carbono pode formar ligacdes simples com atomos de
hidrogénio, assim como ligagdes simples e duplas com atomos de oxigénio e nitrogénio (Fig. 1-
12). A capacidade dos dtomos de carbono de formar ligacdes simples muito estaveis com até
quatro outros atomos de carbono tem uma importancia biolégica muito grande. Dois atomos de
carbono também podem compartilhar dois (ou trés) pares de elétrons, formando, assim, ligacGes

duplas (ou triplas).
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FIGURA 1-12 A versatilidade do carbono em formar ligacdes. O dtomo de carbono pode formar ligacGes covalentes
simples, duplas e triplas (todas indicadas em vermelho), particularmente com outros dtomos de carbono. Ligac¢des triplas sdo
raras em biomoléculas.

As quatro ligacdes simples que podem ser formadas pelo dtomo de carbono se projetam a
partir do niicleo, na dire¢do dos quatro vértices de um tetraedro (Fig. 1-13), com um angulo
aproximado de 109,5° entre duas ligacoes quaisquer e com comprimento médio de ligacdo de
0,154 nm. A rotacdo em torno de cada ligacdo simples é livre, a menos que grupos muito grandes
ou altamente carregados estejam ligados aos atomos de carbono, quando, entdo, a rotacao pode
ficar reduzida. A ligacdo dupla é mais curta (cerca de 0,134 nm) e rigida, permitindo somente
uma rotacgao limitada em torno do seu eixo.

{a) (k) (e}

e T o —@ \ W )

FIGURA 1-13 Geometria da ligagio do carbono. (a) Os dtomos de carbono tém um arranjo tetraédrico bem caracteristico
para as quatro ligacdes simples. (b) A ligagdo simples carbono-carbono tem liberdade de rotagdo, como mostrado para o
composto etano (CH;—CHS,). (c) Ligagdes duplas sdo mais curtas e ndo permitem rotagdo livre. Os dois carbonos ligados por
ligacdo dupla e os atomos designados por A, B, X e Y estdo todos em um mesmo plano rigido.

Nas biomoléculas, atomos de carbono ligados covalentemente podem formar cadeias lineares,
cadeias ramificadas e estruturas ciclicas. Provavelmente, a versatilidade do carbono em se ligar
com outro carbono e com outros elementos foi o principal fator na selecdo dos compostos de
carbono para a maquinaria molecular das células durante a origem e a evolucdo dos seres vivos.
Nenhum outro elemento quimico consegue formar moléculas com tanta diversidade de
tamanhos, formas e composicao.



A maioria das biomoléculas pode ser considerada como derivados de hidrocarbonetos, tendo
atomos de hidrogénio substituidos por uma grande gama de grupos funcionais que conferem
propriedades quimicas especificas as moléculas, formando as diversas familias de compostos
organicos. Exemplos comuns dessas biomoléculas sdao os alcoois, que tém um ou mais grupos
hidroxila; as aminas, com grupos amino; os aldeidos e as cetonas, com grupos carbonila; e os
acidos carboxilicos, com grupos carboxila (Fig. 1-14). Muitas biomoléculas sdo polifuncionais,
contendo dois ou mais tipos de grupos funcionais (Fig. 1-15), cada qual com suas préprias
caracteristicas quimicas e de reatividade. A “personalidade” quimica de um composto é
determinada pela quimica de seu grupos funcionais e por como eles se posicionam no espaco
tridimensional.
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FIGURA 1-14 Alguns grupos funcionais comuns em biomoléculas. Os grupos funcionais estio identificados com a cor

normalmente usada para representar o elemento que caracteriza aquele grupo: cinza para C, vermelho para O, azul para N,
amarelo para S e cor de laranja para P. Nesta figura, e em todo o livro, serd usado R para representar “qualquer substituinte”. Um

grupo funcional pode ser simples, como um dtomo de hidrogénio, mas geralmente é um grupo que contém carbono. Quando dois
ou mais substituintes sdo representados em uma molécula, eles sdo designados como R1, R, e assim por diante.
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FIGURA 1-15 Varios grupos funcionais comuns em uma tinica biomolécula. A acetilcoenzima A (acetil-CoA) é um
carreador de grupos acetila em algumas rea¢des enzimaticas. Os grupos funcionais estdo mostrados na férmula estrutural. No
modelo de volume atémico, N é mostrado em azul, C em preto, P em laranja, O em vermelho e H em branco. Os dtomos em

amarelo, a esquerda, sdo os atomos de enxofre cruciais para a formagdo da ligacdo tioéster entre a porcao acetila e a coenzima A.
[Dados da estrutura da acetil-CoA de PDB ID 1DM3, Y. Modis and R. K. Wierenga, J. Mol. Biol. 297:1171, 2000.]

As células contém um conjunto universal de pequenas moléculas

Ha um conjunto de talvez milhares de diferentes moléculas organicas pequenas (M, ~100 a ~500)
dissolvidas na fase aquosa (citosol) das células, com concentracao intracelular na faixa de
nanomolar a > 10 mm (ver Fig. 13-31). (Ver no Quadro 1-1 uma explicagdo sobre as vérias
maneiras de se referir ao peso molecular.) Elas sdo os metabdlitos centrais das principais vias
que ocorrem em quase todas as células, isto é, os metabdlitos e as vias metabdlicas que foram
conservados ao longo do curso da evolugdo. Esse conjunto de moléculas inclui os aminoacidos
comuns, os nucleotideos, os aglicares e seus derivados fosforilados e os acidos mono, di e
tricarboxilicos. As moléculas podem ser polares ou carregadas, e a maioria dessas moléculas é
hidrossoltivel. Essas moléculas ficam aprisionadas no interior das células porque a membrana
plasmatica é impermeavel a elas. Entretanto, transportadores de membrana especificos podem
catalisar o deslocamento de algumas moléculas para dentro e para fora da célula ou entre
compartimentos nas células eucaridticas. A ocorréncia universal do mesmo conjunto de
compostos nas células vivas reflete a conservacao evolutiva das vias metabdlicas que se
desenvolveram nas células primitivas.

QUADRO 1-1



Peso molecular, massa molecular e suas unidades corretas

Ha duas maneiras comuns (e equivalentes) de descrever massa molecular, e ambas sao
usadas neste livro. A primeira é o peso molecular, ou massa molecular relativa,
denominado M,. O peso molecular de uma substancia é definido como a relagdo entre a
massa da molécula da substancia e um duodécimo da massa do atomo de carbono-12
(12C). Visto que M, é uma razdo, ele é adimensional — ndo tem unidade associada. A
segunda é a massa molecular, denominada m, que é simplesmente a massa de uma
molécula, ou a massa molar dividida pelo nimero de Avogadro. A massa molecular, m, é
expressa em daltons (abreviado Da). Um dalton é equivalente a um duodécimo da massa
do carbono-12; um quilodélton (kDa) é 1.000 daltons; um megadalton (MDa) é um
milhdo de daltons.

Vamos considerar, por exemplo, uma molécula com massa mil vezes maior do que a
massa da agua. Pode-se dizer que essa molécula tem M, = 18.000 ou m = 18.000 daltons.
Além disso, pode-se descrevé-la como uma “molécula com 18 kDa”. Portanto, a
expressao M, =18.000 daltons esta incorreta.

Outra unidade conveniente para descrever a massa de um tnico atomo ou molécula é a
unidade de massa atomica (antes denominada “u.m.a”., agora geralmente referida como
u). Uma unidade de massa atémica (1 u) é definida como um duodécimo da massa do
atomo do carbono-12. Uma vez que a medicdo experimental da massa de um atomo de
carbono-12 é 1,9926 x 10-23 g, entdo u = 1,6606 x 1024 g. A unidade de massa atdmica é
conveniente para descrever a massa de um pico observado na espectrometria de massas
(ver Capitulo 3).

Existem outras biomoléculas pequenas que sdo especificas a certos tipos de células ou
organismos. Por exemplo, plantas vasculares contém, além do conjunto universal, pequenas
moléculas chamadas de metabdlitos secundarios, que exercem funcdes especificas para a vida
vegetal. Esses metabdlitos incluem compostos que ddao as plantas seus aromas e cores
caracteristicos, além de compostos como a morfina, o quinino, a nicotina e a cafeina, que sao
apreciados pelos seus efeitos fisiol6gicos nos humanos, mas usados para outros propdsitos nas
plantas.

O conjunto completo de moléculas pequenas em uma dada célula submetida a um conjunto
especifico de condicées tem sido chamado de metaboloma, em analogia ao termo “genoma”. A
metabolomica é a caracterizacdo sistematica do metaboloma sob condi¢cdes bem especificas
(como apés a administracdo de um farmaco ou apés um sinal biol6gico, como a insulina).

As macromoléculas sao os principais constituintes das células



Muitas moléculas biolégicas sio macromoléculas, polimeros com peso molecular acima de
~5.000 que sdo formados a partir de precursores relativamente simples (Fig. 1-16). Polimeros
mais curtos sdo chamados de oligdmeros (do grego, oligos, “poucos”). Proteinas, acidos
nucleicos e polissacarideos sdo macromoléculas compostas de mondOmeros com pesos
moleculares de 500 ou menos. A sintese de macromoléculas é uma atividade que consome muita
energia nas células. As macromoléculas podem, ainda, sofrer processamentos adicionais que
resultam em complexos supramoleculares, formando unidades funcionais, como os ribossomos.

A Tabela 1-1 mostra as principais classes de biomoléculas em uma célula de E. coli.
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FIGURA 1-16 Os compostos organicos a partir dos quais é formada a maior parte dos materiais celulares: as bases
da bioquimica. Estdo mostrados (a) 4 dos 20 aminodcidos que formam todas as proteinas (as cadeias laterais estdo sombreadas
em vermelho); (b) as 5 bases nitrogenadas, os 2 actcares de 5 carbonos e os ions fosfato que formam os acidos nucleicos; (c) 4
componentes dos lipideos de membrana (incluindo o fosfato); e (d) D-glicose, o agicar simples que forma a maioria dos
carboidratos.

TABELA 1-1 Componentes moleculares de uma célula de E. coli

Porcentagem do peso Numero aproximado de espécies
total da célula moleculares diferentes

Agua 70 1



Proteinas 15 3.000

Acidos nucleicos

DNA 1 1-4
RNA 6 > 3.000
Polissacarideos 3 20
Lipideos 2 502
Subunidades monoméricas e 2 2.600
intermediarios
fons inorganicos 1 20

Fonte: A. C. Guo et al., Nucleic Acids Res. 41:D625, 2013.

3Caso se considere todas as permutacoes e combinac¢des de acidos graxos substituintes, esse nimero fica ainda maior.

As proteinas, polimeros longos de aminoacidos, constituem a maior fracdo de massa das
células (além da agua). Algumas proteinas tém atividade catalitica e funcionam como enzimas;
outras atuam como elementos estruturais, receptores de sinal ou transportadores que carregam
substancias especificas para dentro ou para fora das células. As proteinas sao, talvez, as mais
versateis de todas as biomoléculas; uma lista com todas as suas funcOes seria muito longa. O
conjunto de todas as proteinas em funcionamento em determinada célula é chamado de
proteoma da célula, e a proteomica é a caracterizacdo sistematica de todas as proteinas
presentes em um conjunto especifico de condicdes. Os acidos nucleicos, DNA e RNA, sdo
polimeros de nucleotideos. Eles armazenam e transmitem a informacdo genética, e algumas
moléculas de RNA também tém fungOes estruturais e cataliticas em complexos
supramoleculares. O genoma € a sequéncia completa do DNA da célula (ou, no caso de virus de
RNA, do seu RNA), e a genomica é a caracterizacao de estrutura, funcdo, evolugdo e
mapeamento dos genomas.

Os polissacarideos, polimeros de acticares simples, como a glicose, apresentam trés fungdes
principais: deposito de combustivel de alto conteudo energético, componentes estruturais rigidos
da parede celular (em plantas e bactérias) e elementos de reconhecimento extracelular que se
ligam a proteinas de outras células. Polimeros mais curtos de agticares (oligossacarideos) ligados
a proteinas ou lipideos na superficie da célula servem como sinais celulares especificos. O
glicoma da célula é o conjunto de todas as moléculas contendo carboidratos. Os lipideos,
derivados de hidrocarbonetos ndo hidrossoliveis, servem como componentes estruturais das
membranas, depositos de combustivel de alto conteido energético, pigmentos e sinais
intracelulares. O conjunto de todas as moléculas contendo lipideos constitui o lipidoma da
célula.



Proteinas, polinucleotideos e polissacarideos apresentam um grande numero de subunidades
monomeéricas e, consequentemente, alto peso molecular — na faixa de 5.000 até mais de 1 milhao
para proteinas, até varios bilhdes no caso do DNA e milhdes para polissacarideos, como o amido.
Individualmente, as moléculas de lipideos sdao muito menores (M, entre 750 e 1.500) e ndo sdo
classificadas como macromoléculas, embora elas possam se associar de forma ndo covalente em
estruturas muito grandes. As membranas celulares sdo formadas por grandes agregados nao
covalentes de moléculas de lipideos e proteinas.

Dadas as suas caracteristicas sequéncias de subunidades ricas em informacodes, as proteinas e
os acidos nucleicos sdo muitas vezes classificados como macromeoléculas informacionais.
Alguns oligossacarideos, como observado anteriormente, também atuam como moléculas
informacionais.

A estrutura tridimensional é descrita pela configuracao e pela
conformacao

As ligacOes covalentes e os grupos funcionais das biomoléculas sdo, obviamente, essenciais para
o seu funcionamento, assim como a disposicdao dos constituintes atomicos das moléculas no
espaco tridimensional — isto é, sua estereoquimica. Compostos contendo carbono normalmente
existem como estereoisomeros, moléculas com as mesmas ligacées quimicas e mesma férmula
molecular, mas com diferente configuracao, a disposicao espacial fixa dos atomos. As
interacOes entre biomoléculas sdo geralmente estereoespecificas, e isso exige configuracoes
especificas das moléculas para interagirem ente si.

A Figura 1-17 mostra trés maneiras de ilustrar a estereoquimica, ou configuragdo, de
moléculas simples. O diagrama em perspectiva especifica a estereoquimica de forma inequivoca,
mas o angulo das ligacbes e os comprimentos das ligacOes centro a centro siao mais bem
representados pelo modelo de esfera e bastdo. No modelo de volume atomico, o raio de cada
“atomo” é proporcional ao seu raio de van der Waals, e os contornos do modelo definem o
espaco ocupado pela molécula (a regido do espaco no qual os atomos das outras moléculas nao
podem penetrar).



(a) (b) (c)

FIGURA 1-17 Representagoes das moléculas. Trés maneiras de representar a estrutura do aminoacido alanina (mostrado
aqui na forma ibnica encontrada em pH neutro). (a) Férmula estrutural em perspectiva: uma cunha sélida (=) representa uma
ligacdo na qual o atomo se projeta para fora do plano do papel, na direcdo do leitor; a cunha tracejada (—=) representa a ligacdo
estendida para trds do plano do papel. (b) Modelo de esfera e bastdo, mostrando os comprimentos relativos das ligacdes e os
angulos das ligacoes. (c) Modelo de volume atdmico, no qual cada 4tomo é mostrado com seus raios de van der Waals nas
proporgdes corretas.

A configuragdo é conferida pela presenca de (1) ligacdes duplas, em torno das quais existe
pouca ou nenhuma liberdade de rotacdao, ou (2) centros quirais, em torno dos quais grupos
substituintes sdo arranjados em uma orientacdo especifica. A caracteristica que permite
identificar estereoisomeros é o fato de que um ndo pode ser convertido no outro sem romper
temporariamente uma ou mais ligagdes covalentes. A Figura 1-18a mostra a configuragdo do
acido maleico e seu isémero, o acido fumarico. Esses compostos sdo isomeros geométricos, ou
isomeros cis-trans, que diferem no arranjo de seus grupos substituintes com respeito a ligacao
dupla rigida (que ndo gira) (do latim cis, “deste lado” — grupos do mesmo lado da ligacdo dupla;
trans, “para além de” — grupos em lados opostos). O acido maleico (maleato no pH neutro do
citoplasma) é o isomero cis, e o acido fumarico (fumarato), o isémero trans; ambos 0s
compostos sdao bem definidos, eles podem ser separados um do outro e cada um tem
propriedades quimicas tinicas. Um sitio de ligacdo (p. ex., em uma enzima) que é complementar
a uma dessas moléculas ndo sera complementar a outra, o que explica por que esses dois
compostos tém papéis bioldgicos distintos apesar da constituicao quimica similar. O pigmento da
visdo nos olhos dos animais vertebrados, a rodopsina, contém retinal, um lipideo derivado da
vitamina A (Fig. 1-18b). No evento primario da visdo, a luz converte um isomero do retinal em
outro, disparando um sinal neuronal para o encéfalo (ver Fig. 12-19).
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FIGURA 1-18 Configuragio de isdmeros geométricos. (a) Isémeros como o 4cido maleico (maleato em pH 7) e o acido
fumérico (fumarato) ndo podem ser convertidos um no outro sem quebrar ligacdes covalentes, o que requer o gasto de muito mais
energia do que a energia cinética média que as moléculas tém em temperaturas fisiolégicas. (b) Na retina dos vertebrados, o
evento inicial na deteccdo de luz é a absorgdo da luz visivel por 11-cis-retinal. A energia da luz absorvida (em torno de 250
kJ/mol) converte 11-cis-retinal em todo-trans-retinal, provocando mudangas na célula da retina que desencadeiam um impulso
nervoso. (Observe que os atomos de hidrogénio ndo estdo representados nos modelos esfera e bastdo dos retinais.)

No segundo tipo de estereoisomeros, os quatro diferentes substituintes ligados a um atomo de
carbono tetraédrico podem ser arranjados em duas diferentes formas no espago — isto é, tém duas
configuracdes —, produzindo dois estereoisomeros com propriedades quimicas semelhantes ou
idénticas, porém com determinadas propriedades fisicas e bioldgicas diferentes. Um atomo de
carbono com quatro substituintes diferentes é considerado assimétrico, e carbonos assimétricos
sao denominados centros quirais (do grego chiros, “mao”; alguns estereoisdmeros estao
relacionados estruturalmente da mesma forma que a mao direita esta relacionada com a
esquerda). Uma molécula com somente um carbono quiral pode ter dois estereoisdmeros; quando
possuir dois ou mais (n) carbonos quirais, pode haver 2" esteroisomeros. Os estereoisomeros que

sdo imagens especulares um do outro sdo chamados de enantidmeros (Fig. 1-19). Pares de



estereoisomeros que ndo sdo imagens especulares um do outro sdao chamados de

diastereoisdomeros (Fig. 1-20).
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FIGURA 1-19 Assimetria molecular: moléculas quirais e ndo quirais. (a) Quando um atomo de carbono tem quatro
grupos substituintes diferentes (A, B, X, Y), eles podem estar arranjados de duas maneiras, que sdo imagens especulares ndo
sobreponiveis uma a outra (enantiomeros). O atomo de carbono assimétrico é chamado de dtomo quiral ou centro quiral. (b)
Quando um carbono tetraédrico tem apenas trés grupos diferentes (i.e., um mesmo grupo ocorre duas vezes), somente uma
configuragdo é possivel, e a molécula é simétrica ou ndo quiral. Nesse caso, a imagem da molécula se sobrepde a sua imagem no
espelho: a molécula do lado esquerdo pode girar no sentido anti-horario (quando a ligacao vertical de A para C é vista de cima

para baixo) para formar a molécula vista no espelho.
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FIGURA 1-20 Enantidmeros e diastereoisdmeros. Existem quatro diferentes estereoisdmeros do 2,3-butano
bissubstituido (n = 2 carbonos assimétricos, portanto 2" = 4 estereoisomeros). Cada um deles estd mostrado dentro de um
retdngulo com a férmula em perspectiva usando o modelo de esfera e bastdo. As moléculas foram giradas para permitir a
visualizagdo de todos os grupos. Dois pares de estereoisdbmeros sdo imagens especulares um do outro, isto é, enantidbmeros. Os

outros pares possiveis ndo sdo imagens especulares, sendo diastereoisdmeros. [Informagdes de F. Carroll, Perspectives on Structure and
Mechanism in Organic Chemistry, p. 63, Brooks/Cole Publishing Co., 1998.]

Como o bidlogo, microbiologista e quimico Louis Pasteur observou pela primeira vez em
1843 (Quadro 1-2), os enantidmeros tém reatividades quimicas quase idénticas, mas diferem
em uma propriedade fisica bem caracteristica: a atividade éptica. Em solucdes separadas, dois
enantiomeros giram o plano da luz polarizada em direcGes opostas, mas uma solu¢do contendo
concentragcdes equimolares de cada enantiomero (mistura racémica) apresenta atividade optica

rotatoria nula. Compostos sem centros quirais nao causam rotacao no plano da luz polarizada.

QUADRO 1-2

Louis Pasteur e atividade optica: in vino, veritas

Louis Pasteur descobriu o fendmeno da atividade 6ptica em 1843, quando investigava os
sedimentos cristalinos que se acuamulavam nos barris de vinho (forma do acido tartarico
chamada de acido paratartarico — também chamado de acido racémico, do latim racemus,
“cacho de uvas”). Ele usou pincas muito finas para separar dois tipos de cristais idénticos
na forma, mas com imagem especular um do outro. Os dois tipos de cristal tém todas as
propriedades quimicas do acido tartarico, mas, em solucdo, um tipo gira a luz plano-
polarizada para a esquerda (levorrotatorio) e o outro, para a direita (dextrorrotatorio).
Posteriormente, Pasteur descreveu o experimento e sua interpretacao:
Em corpos isoméricos, os elementos e as propor¢Oes nas quais eles estdo combinados sdo 0os mesmos, somente o
arranjo dos atomos é diferente [...]. Sabe-se, por um lado, que os arranjos moleculares dos dois acidos tartaricos sao
assimétricos, e, por outro lado, que esses arranjos sdo absolutamente idénticos, exceto que exibem assimetria em
direcdes opostas. Os atomos do acido destro estdo agrupados na forma de uma espiral voltada para a direita, ou

posicionados no apice de um tetraedro irregular ou dispostos de acordo com esse ou aquele arranjo assimétrico? Nado
sabemos.*

Agora sabemos. Estudos de cristalografia por raios X realizados em 1951 confirmaram
que as formas levorrotatoria e dextrorrotatoria do acido tartarico sao imagens especulares
uma da outra no nivel molecular e determinaram a configuracdo absoluta de cada uma
(Fig. 1). A mesma abordagem foi usada para demonstrar que, embora o aminoacido
alanina tenha duas formas estereoisoméricas (designadas D e L), nas proteinas, a alanina
existe exclusivamente em uma das formas (o isémero L; ver Capitulo 3).
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FIGURA 1 Pasteur separou cristais de dois estereoisdmeros do 4cido tartarico e mostrou que solucdes
contendo cada uma das formas separadas fazem a luz polarizada girar na mesma magnitude, porém em direcdes
opostas. Foi demonstrado posteriormente que as formas dextrorrotatéria e levorrotatdria sdo os isomeros (R,R)
e (S,S), representados aqui.




Louis Pasteur 1822-1895 [Granger, NYC — Todos os direitos reservados.]

*Da palestra de Pasteur para a Société Chimique de Paris, em 1883, citado em R. DuBos, Louis Pasteur: Free Lance of
Science, p. 95. New York: Charles Scribner’s Sons, 1976.

Convencao

Dada a importancia da estereoquimica nas reacOes entre biomoléculas (ver adiante), os

bioquimicos sdo obrigados a dar nome e a representar a estrutura de cada biomolécula de
forma a ndo deixar qualquer ddvida sobre a estereoquimica. Para compostos com mais de
um centro quiral, a nomenclatura mais usada é a do sistema RS. Nesse sistema, para cada
grupo funcional ligado a um carbono quiral é dada uma escala de prioridade. As
prioridades de alguns substituintes comuns sao:

—OH; =—OH>—NH; >—C00H>—CHO >—CH,0H >—CH; >—H

No sistema de nomenclatura RS, o atomo quiral é visto com o grupo de mais baixa
prioridade (grupo 4 no diagrama a seguir) apontando para a direcdo oposta a do
observador. Se a prioridade dos outros trés grupos (1 a 3) decresce no sentido horario,
entdo a configuracao é (R) (do latim rectus, “direita”); se decresce no sentido anti-horario,
entdo a configuracdo é (S) (do latim sinister, “esquerda”). Dessa maneira, cada carbono
quiral é designado como (R) ou (S), e a inclusdo dessas designacdes no nome do composto
fornece uma descricao que ndo deixa divida sobre a estereoquimica de cada centro quiral.

Harario Anti-horario

(R (5)



Outro sistema de nomenclatura para estereoisomeros, o sistema D e L, € descrito no
Capitulo 3. Qualquer um desses dois sistemas permite identificar moléculas com apenas
um centro quiral sem deixar margem a davidas. Os dois sistemas de nomenclatura se
baseiam em critérios diferentes, portanto ndo é possivel fazer uma correlaciao entre, por
exemplo, o isdbmero L e o isomero (S) vistos no exemplo.

CHO, -,
HO=C —=H = —~OHqy
/
CH,OH H,0H s,
L-Gliceraldeido (5)-Gliceraldeido

Diferentemente da configuracdo, tem-se a conformacao molecular, que é a disposicao
espacial dos grupos substituintes que, sem quebrar qualquer ligacdo, sdao livres para assumir
posicdes diferentes no espaco em virtude da liberdade de rotacdo em torno das ligacdes simples.
Por exemplo, no etano, um hidrocarboneto simples, a liberdade de rotacdao ao redor da ligacdao C
—C é quase total. Dependendo do grau de rotacdo, muitas conformacOes diferentes e
intercambiaveis do etano sdo possiveis (Fig. 1-21). Duas conformagdes sio de especial
interesse: a escalonada, que é mais estavel do que qualquer uma das outras e, portanto, a
predominante, e a eclipsada, que é a menos estavel. Essas duas formas conformacionais nao
podem ser isoladas uma da outra, pois estdo livremente se convertendo uma na outra. Entretanto,
a substituicdo de um ou mais 4tomos de hidrogénio em cada carbono por um grupo funcional que
seja muito grande ou carregado eletricamente restringe a liberdade de rotacdao da ligacdio C—C.
Isso limita o nimero de conformacdes estaveis dos derivados do etano.
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FIGURA 1-21 Conformagées. O etano tem muitas conformac@es possiveis devido a liberdade de rotacio em torno da
ligagcdo C—C. No modelo de esfera e bastdo, quando o dtomo de carbono frontal (visto da posicao do leitor) é girado (junto a seus
trés hidrogénios) em relacdo ao dtomo de carbono de tréds, a energia potencial da molécula aumenta até um maximo na forma
completamente eclipsada (nos angulos de 0°, 120°, etc.) e depois diminui a um minimo na forma totalmente escalonada (angulos
de torgdo de 60°, 180°, etc.). As formas eclipsada e escalonada ndo podem ser isoladas separadamente porque as diferencas de
energia, mesmo pequenas, sdo suficientes para haver continuamente uma interconversdo muito rapida entre as duas formas
(milhGes de vezes por segundo).

As interacoes entre biomoléculas sao estereoespecificas

P2 Quando biomoléculas interagem, o “encaixe” entre elas tem de ser estereoquimicamente
correto; elas sdo complementares. A estrutura tridimensional das biomoléculas grandes e
pequenas (a combinacdo de configuracdo e conformacao) é de extrema importancia para as suas
interacOes bioldgicas: um reagente com a respectiva enzima, um hormonio com seu receptor e
um antigeno com seu anticorpo especifico, por exemplo (Fig. 1-22). O estudo da
estereoquimica das biomoléculas, com métodos fisicos precisos, é uma parte importante da
pesquisa moderna sobre a estrutura celular e as fungdes bioquimicas.



FIGURA 1-22 Encaixe complementar entre uma macromolécula e uma molécula pequena. A molécula de glicose

encaixa-se em uma cavidade na superficie da enzima hexocinase e é mantida nessa orientagdo por varias interagdes ndo
covalentes entre a proteina e o aguicar. Essa representacdo da molécula de hexocinase foi produzida com o auxilio de um software
que calcula a forma da superficie externa de uma macromolécula, definida pelo raio de van der Waals de todos os dtomos da
molécula ou pelo método do “volume de exclusdo do solvente”, que é o volume no qual uma molécula de 4gua nao consegue
penetrar. [Dados de PDB ID 3B8A, P. Kuser et al., Proteins 72:731, 2008.]

Nos seres vivos, as moléculas quirais normalmente estdo presentes apenas em uma das suas
formas quirais. Por exemplo, nas proteinas, os aminoacidos ocorrem somente como isémeros L, e
a glicose ocorre somente como isomero D. (As convencdOes para a denominagao de
estereoisomeros de aminoacidos estdo descritas no Capitulo 3, e para os agucares, no Capitulo 7.
O sistema RS, descrito anteriormente, é mais ttil no caso de determinadas biomoléculas.) Em
contrapartida, quando um composto com um atomo de carbono assimétrico € sintetizado
quimicamente em laboratério, a reacdo em geral produz ambas as formas quirais possiveis: uma
mistura das formas D e L, por exemplo. Células vivas produzem somente uma das formas quirais
de uma determinada biomolécula, uma vez que as enzimas que as sintetizam também sdo quirais.

A estereoespecificidade, a capacidade de distinguir entre estereoisdbmeros, é uma propriedade
das enzimas e de outras proteinas e uma marca caracteristica das interacoes bioquimicas. Se o
sitio de ligacdao de uma proteina for complementar a um dos isémeros do composto quiral, entao
ele ndo sera complementar ao outro isdbmero, da mesma forma que uma luva para a mao esquerda



ndo se ajusta a mao direita. Alguns exemplos descritivos da capacidade dos sistemas biol6gicos
em distinguir estereoisdmeros estdo mostrados na Figura 1-23.
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FIGURA 1-23 Estereoisomeros tém diferentes efeitos no ser humano. (a) O aspartame, um adogante artificial, é
facilmente distinguivel pelos receptores gustativos do seu estereoisomero de gosto amargo, apesar de os dois diferirem apenas
pela configuracdo em um dos seus dois carbonos quirais. (b) O medicamento antidepressivo citalopram, inibidor seletivo da
recaptacdo da serotonina, é composto por uma mistura racémica dos dois estereoisdmeros, mas somente (S)-citalopram tem efeito
terapéutico. A preparacdo estereoquimicamente pura de (S)-citalopram (oxalato de escitalopram) é vendida sob um nome
comercial distinto. Como se pode prever, a dose efetiva da forma pura equivale a metade da dose efetiva da mistura racémica.

As classes mais comuns de reagdoes quimicas encontradas na bioquimica estdao descritas no
Capitulo 13, a titulo de introducdo as reagoes do metabolismo.




RESUMO 1.2 Fundamentos quimicos

®m Devido a versatilidade das ligacdes que pode fazer, o carbono pode produzir um
conjunto enorme de esqueletos carbono-carbono com uma grande variedade de grupos
funcionais; esses grupos conferem as personalidades quimica e biolégica das
biomoléculas.

® Um conjunto praticamente universal de varios milhares de moléculas pequenas é
encontrado nas células vivas; a interconversao dessas moléculas nas vias metabolicas
centrais foi conservada ao longo da evolucao.

® Proteinas e acidos nucleicos sdo macromoléculas — polimeros lineares longos feitos de
subunidades monoméricas simples; as suas sequéncias contém as informacées que dao a
cada molécula sua estrutura tridimensional e suas fungdes biol6gicas.

® A configuracdo das moléculas pode ser alterada somente mediante quebra e reformacao
de ligacoes covalentes. Em um atomo de carbono com quatro substituintes diferentes (um
carbono quiral), os grupos substituintes podem estar arranjados em duas formas
diferentes, gerando estereoisomeros com propriedades distintas. Somente um dos
estereoisomeros é biologicamente ativo. A conformacdo de uma molécula é a disposicao
dos atomos no espaco que pode ser mudada por rotacao em torno de ligacdes simples, sem
haver quebra de qualquer ligacdao covalente.

®m As interacGes entre moléculas biologicas sdo geralmente estereoespecificas: elas
necessitam de um encaixe (ou ajuste) preciso entre as estruturas complementares das duas
moléculas que interagem entre si.




1.3 Fundamentos fisicos

As células e os seres vivos precisam realizar trabalho para se manterem vivos e se reproduzirem.
As reacoOes de sintese que ocorrem dentro das células, da mesma maneira que os processos de
sintese em uma fabrica qualquer, exigem consumo de energia. Também é necessario fornecer
energia para o movimento de uma bactéria, de um velocista olimpico, para a luz de um vaga-
lume ou para a descarga de um peixe elétrico. O armazenamento e a expressao de informagdes
também necessitam de energia, sem a qual estruturas ricas em informagao inevitavelmente se
tornam desordenadas e sem sentido.

Ao longo da evolucdo, as células desenvolveram mecanismos altamente eficazes para o
acoplamento da energia obtida da luz solar ou de combustiveis quimicos aos processos
dependentes de energia que devem ser realizados. Um dos objetivos da bioquimica é
compreender, em termos quimicos e quantitativos, os meios pelos quais a energia é extraida,
armazenada e canalizada para o trabalho dtil nas células. As conversdes de energia nas células,
como todas as demais conversdes de energia, podem ser entendidas dentro do contexto das leis
da termodinamica. O Capitulo 13 apresenta uma discussdo mais aprofundada da termodinamica
celular.

Os organismos vivos existem em um estado estacionario
dinamico e nunca em equilibrio com o meio em que se encontram

As moléculas e os ions presentes nos seres vivos diferem quanto ao tipo e a concentracdo em
relacdo aos que existem no meio circundante. Um paramécio em uma lagoa, um tubardo no
oceano, uma bactéria no solo e uma macieira em um pomar tém composicoes diferentes das do
meio em que se encontram e, uma vez atingida a maturidade, todos mantém uma composicao
aproximadamente constante, apesar das continuas alteracées no meio.

Embora a composicao caracteristica de um organismo mude relativamente pouco ao longo do
tempo, a populacdo de moléculas dentro de um organismo estd muito longe de um estado
estatico. Moléculas pequenas, macromoléculas e complexos supramoleculares sao continuamente
sintetizados e degradados em reagdes quimicas que envolvem um fluxo constante de massa e de
energia através do sistema. As moléculas de hemoglobina que carregam oxigénio dos seus
pulmodes para o encéfalo neste exato momento foram sintetizadas em algum momento no ultimo
més, e no més seguinte todas elas serdo degradadas e completamente substituidas por novas
moléculas de hemoglobina. A glicose ingerida na ultima refeicdo agora circula na corrente
sanguinea, e, antes do final do dia, todas essas moléculas de glicose terdo sido convertidas em
algo diferente — di6éxido de carbono ou gordura, talvez — sendo substituidas por um novo
suprimento de glicose; assim, a concentracdo de glicose no sangue permanece mais ou menos



constante durante todo o dia. As quantidades de hemoglobina e glicose no sangue permanecem
quase constantes porque as taxas de sintese ou ingestao contrabalancam as taxas de degradacao,
consumo ou conversao em algum outro produto. Essa constancia na concentracao é o resultado
de um estado estaciondrio dindmico, um estado estacionario que esta longe de ser um equilibrio.
A manutencdo desse estado requer investimento constante de energia; quando a célula nao
consegue mais obter energia, ela morre e comeca a decair para um estado de equilibrio com o
meio em que se encontra. A seguir, serdo discutidos os significados exatos de “estado
estacionario” e “equilibrio”.

Os organismos transformam energia e matéria a partir do meio
circundante

Para reacdes quimicas que ocorrem em solucdo, pode-se definir um sistema com todos os
reagentes e produtos, o solvente que os contém e a atmosfera imediata — em suma, tudo o que
estiver dentro de uma regiao definida do espaco. Juntos, o sistema e seus arredores constituem o
universo. Se 0 sistema ndo trocar nem matéria nem energia com o meio, ele é chamado de
isolado. Se o sistema trocar energia, mas nao trocar matéria com o meio, tem-se um sistema
fechado, e se trocar energia e matéria com o meio, é um sistema aberto.

Um organismo vivo é um sistema aberto, pois ele troca tanto matéria quanto energia com o
meio. Os seres vivos obtém energia do meio de duas formas: (1) absorvendo combustiveis
quimicos (como glicose) do meio e extraindo energia pela oxidacdao desses combustiveis (ver
Quadro 1-3, Caso 2) ou (2) absorvendo energia da luz solar.

A primeira lei da termodinamica descreve o principio da conservacao de energia: em qualquer
mudanca fisica ou quimica, a quantidade total de energia no universo permanece constante,
embora a forma da energia possa mudar. Ou seja, quando a energia é “usada” pelo sistema, ela
ndo é “gasta”, mas sim convertida de uma forma em outra, por exemplo, da energia potencial das
ligaches quimicas para a energia cinética de calor e movimento. As células sao transdutores de
energia sofisticados, capazes de converter energia quimica, eletromagnética, mecanica e

osmotica entre si com alta eficiéncia (Fig. 1-24).
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FIGURA 1-24 Algumas transformacdes de energia em organismos vivos. A medida que a energia metabélica é gasta
para realizar trabalho celular, o grau de desordem do sistema mais o grau de desordem do meio externo (expresso
quantitativamente como entropia) aumenta conforme a energia potencial das moléculas nutrientes complexas diminui. (a) Os
seres vivos extraem energia dos arredores; (b) convertem parte dela em formas uteis de energia para produzir trabalho; (c)
devolvem parte dela aos arredores na forma de calor; e (d) liberam moléculas como produto final que sdo menos organizadas que
os combustiveis iniciais, aumentando a entropia do universo. Um dos efeitos dessas transformagdes é (e) o aumento da ordem
(diminuicdo da aleatoriedade) do sistema na forma de macromoléculas complexas.

P3 Praticamente todos os organismos vivos obtém a energia de que precisam, direta ou
indiretamente, a partir da energia radiante da luz solar. Nos organismos fotoautotroficos, a
ruptura da molécula da dgua promovida pela luz durante a fotossintese libera elétrons para a
reducado de CO, e a liberacdo de O, na atmosfera:

luz

g

6C0s + 6Hs0 — CeH 504 + 605
(reducao de CO, impulsionada pela luz)

Organismos ndo fotossintetizantes (i.e., organismos quimiotr6ficos) obtém energia pela oxidagado
de produtos ricos em energia armazenados em plantas e resultantes da fotossintese, passando,
entdo, os elétrons adquiridos do O, atmosférico através de intermediérios até formar agua, CO, e
outros produtos finais, que sdo reciclados no meio ambiente:

CeH20y + 60, — 6C0, + 6H,0 + energia
(oxidacao da glicose gerando energia)

Portanto, organismos autotr6ficos e heterotr6ficos participam do ciclo global de O, e CO,,
acionado, em ultima instancia, pela luz solar, fazendo os organismos desses dois grandes grupos
serem interdependentes. Praticamente toda a transducdao de energia nas células pode ser
relacionada com esse fluxo de elétrons de uma molécula para outra, em um fluxo que vai de um
potencial eletroquimico mais alto para um mais baixo; assim, essa é forma analoga ao fluxo de
elétrons em um circuito elétrico acionado por bateria. P3 Todas essas reagdes envolvidas no
fluxo de elétrons sao reac¢oes de oxirreducao: um reagente é oxidado (perde elétrons) enquanto
outro é reduzido (ganha elétrons).

Criar e manter ordem requer trabalho e energia



Como observado anteriormente, DNA, RNA e proteinas sdao moléculas informacionais. A
sequéncia precisa dos monomeros contém informacoes, assim como a sequéncia de letras nesta
frase. As células, além de usarem energia quimica para formar as ligacGes covalentes entre as
subunidades monomeéricas, investem energia para ordenar as subunidades na sequéncia correta. E
extremamente improvavel que aminoacidos em uma mistura venham a se condensar
espontaneamente em um unico tipo de proteina, com uma sequéncia Unica. Isso representaria o
aumento da ordem em uma populacdao de moléculas; entretanto, de acordo com a segunda lei da
termodinamica, a tendéncia na natureza € ir no sentido oposto, sempre de maior desordem no
universo: a aleatoriedade do universo aumenta continuamente. Para sintetizar macromoléculas a
partir das respectivas unidades monoméricas, é preciso fornecer energia livre ao sistema (nesse
caso, a célula). O Capitulo 13 apresenta uma discussao da energética das reacoes de oxirreducao
em termos quantitativos.

J. Willard Gibbs, 1839-1903 [Science Source.]



A aleatoriedade ou a desordem dos componentes de um sistema quimico é expressa COmo
entropia, S (Quadro 1-3). Qualquer alteracdo na aleatoriedade do sistema é expressa como
variacdo da entropia, AS, que, por convenc¢do, tem um valor positivo quando a aleatoriedade
aumenta. J. Willard Gibbs, o cientista que desenvolveu a teoria da variacao de energia durante as
reacoes quimicas, demonstrou que a energia livre, G, de qualquer sistema fechado pode ser
definida em termos de trés grandezas: entalpia, H, ou contetido de calor, que, de forma geral,
expressa 0 numero e os tipos de ligacOes; entropia, S; e temperatura absoluta, T (em Kelvin). A
definicdo de energia livre é G = H — TS. Quando uma reacdo quimica ocorre em temperatura
constante, a variacao de energia livre, AG, é determinada pela variacdo da entalpia, AH,
refletindo os tipos e o nimero de ligacdes quimicas e interacdes ndo covalentes quebradas e
formadas, e a variacao da entropia, AS, que descreve a variacdo na aleatoriedade do sistema:

AG =AH-TAS

em que, por definicdo, AH é negativo para uma reacao que libera calor (reacdo exotérmica), e AS

€ positivo para uma reacdo que aumenta a aleatoriedade do sistema (diminui a ordem).

QUADRO 1-3

Entropia: tudo se desintegra

O termo “entropia”, que literalmente significa “mudanca em seu interior”, foi usado pela
primeira vez em 1851 por Rudolf Clausius, um dos formuladores da segunda lei da
termodinamica. Esse termo se refere a aleatoriedade ou desordem dos componentes de
um sistema quimico. Entropia € um conceito central na bioquimica; a vida depende de
continuamente manter a ordem contra a tendencia da natureza de aumentar a desordem.
Uma definicdo quantitativa rigorosa de entropia envolve consideracdes probabilisticas e
estatisticas. Entretanto, ela pode ser ilustrada qualitativamente por trés exemplos simples,
cada um demonstrando um aspecto da entropia. Os descritores-chave da entropia sao
aleatoriedade e desordem, manifestadas em diferentes maneiras.

Caso 1: A chaleira e a aleatorizacao do calor

Sabe-se que o vapor gerado pela agua em ebulicdo pode realizar trabalho ttil. Contudo,
suponha-se que apaguemos a chama sob a chaleira cheia de agua a 100 °C (o “sistema™)
na cozinha (o0 “meio”). A medida que a 4gua da chaleira esfria, nenhum trabalho é feito,
mas o calor passa da chaleira para o meio, aumentando a temperatura do meio (cozinha)



por uma quantidade infinitesimal até atingir o equilibrio completo. Nesse momento, todas
as partes da chaleira e da cozinha estdo precisamente na mesma temperatura. A energia
livre que antes estava concentrada na chaleira a 100 °C, que tinha potencial para realizar
um trabalho, desapareceu. O mesmo equivalente de energia calorifica continua presente
na chaleira + cozinha (i.e., 0 “universo”), mas se tornou completamente aleatério. Essa
energia nao esta mais disponivel para realizar trabalho porque ndo existem mais
diferencas de temperatura dentro da cozinha. Além disso, o aumento da entropia da
cozinha (o meio) é irreversivel. Sabe-se, pela experiéncia da vida cotidiana, que o calor
nunca passa espontaneamente da cozinha de volta para a chaleira para aumentar
novamente a temperatura da agua a 100 °C.

Caso 2: A oxidacao da glicose

A entropia é um estado ndao somente da energia, mas também da matéria. Organismos
aerdbios (heterotr6ficos) extraem energia livre da glicose obtida do meio através da
oxidacdao da glicose com O,, que também é obtido do meio. Os produtos desse
metabolismo oxidativo, CO, e H,O, retornam ao meio. Nesse processo, 0 meio sofre um
aumento de entropia, ao passo que o organismo permanece em estado estacionario e nao
sofre mudancas na sua ordem interna. Apesar de alguma entropia surgir da dissipacao do
calor, ela resulta também de outro tipo de desordem, ilustrado pela equacdo da oxidacao
da glicose:

C.H,,0, + 60, - 6CO, + 6H,0

Isso pode ser representado esquematicamente como

7 moleculas 12 moléculas
A i
P ® PR Y
0 ® © (um gas)
(um gas) — A A
" & . H-0
Glicose i
(sélida) T_M ++xXx+ F”E’nquidap

Os atomos contidos em 1 molécula de glicose mais 6 moléculas de oxigénio, um total de
7 moléculas, passam a ficar dispersos de forma mais aleat6ria ap6s a reacdo de oxidacao,
passando para um total de 12 moléculas (6CO, + 6H,0).



Sempre que uma reagdao quimica resultar em aumento no nimero de moléculas — ou
quando uma substancia solida é convertida em produtos liquidos ou gasosos, que
permitem maior liberdade de movimentacdo molecular que os solidos — a desordem
molecular aumenta e, em consequéncia, a entropia também aumenta.

Caso 3: Informacao e entropia

A seguinte fala da obra de Shakespeare Jiilio Cesar, ato IV, Cena 3, é enunciada por
Brutus, quando ele percebe que precisa enfrentar o exército de Marco Anténio. Essa frase
é um arranjo ndo aleatério e rico em informacoes feito com 125 letras do alfabeto (em
inglés):

There is a tide in the affairs of men,

Which, taken at the flood, leads on to fortune;

Onmitted, all the voyage of their life
Is bound in shallows and in miseries.

Em portugués:

Os negdcios humanos apresentam altas como as do mar:
Aproveitadas, levam-nos as correntes a fortuna;

Mas, uma vez perdidas, corre a viagem da vida

entre baixios e perigos

Além do que esse trecho afirma explicitamente, ele carrega muitos significados ocultos.
O trecho ndo s6 reflete uma sequéncia complexa de eventos na peca, mas também ecoa
ideias sobre conflito, ambicdo e os encargos da lideranca. Impregnado pelo conhecimento
de Shakespeare sobre a natureza humana, ele é muito rico em informacao.
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Contudo, se as 125 letras desse trecho estivessem distribuidas em um padrao
completamente ao acaso e cadtico, como mostrado no quadro acima, elas ndo teriam
significado algum.

Dessa forma, as 125 letras contém pouca ou nenhuma informacao, mas sao muito ricas
em entropia. Essas consideracdes levaram a constatacdo de que informacdo é uma forma
de energia, que foi denominada “entropia negativa”. Nao é a toa que o ramo da
matematica denominado teoria da informacao, que é basico para a programacao légica de
computadores, esta intimamente relacionado com a teoria da termodinamica. Os seres
vivos sdo estruturas altamente organizadas, ndo aleatOrias, imensamente ricas em
informacao e, portanto, pobres em entropia.




Um processo tende a ocorrer espontaneamente somente se AG for negativo (se energia livre é
liberada no processo). Ainda assim, o funcionamento das células depende basicamente de
moléculas, como proteinas e 4cidos nucleicos, para as quais a energia livre de formacdo é
positiva: as moléculas sdo menos estaveis e mais altamente ordenadas do que a mistura de seus
componentes monomeéricos. Para que essas reacoes consumidoras de energia (endergonicas) e,
portanto, termodinamicamente desfavoraveis, ocorram, as células acoplam-nas a reacoes que
liberam energia (exergonicas), de forma que o processo como um todo é exergonico: a soma da
variacdo da energia livre é negativa. As reacOes exergonicas mais usadas dessa maneira
envolvem o trifosfato de adenosina (ATP; Fig. 1-25), em que as duas ligagdes anidrido
fosforico sdo capazes de suprir a energia livre necessdria para tornar possivel a reacdo
endergonica acoplada. A Secdo 13.3 discute o papel do ATP em mais detalhes.
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FIGURA 1-25 O trifosfato de adenosina (ATP) fornece energia. Aqui, cada ® representa um grupo fosforila. A
remoc¢do do grupo fosforila terminal (marcado em vermelho-claro) do ATP, pela quebra da ligacdo fosfoanidrido, formando
difosfato de adenosina (ADP) e o fon fosfato inorganico (HPO,2"), ¢ altamente exergdnica; essa reagdo costuma ser acoplada a
vérias reagoes endergonicas nas células (como no Exemplo 1-2). O ATP também fornece energia para vérios processos celulares
pela clivagem que libera os dois fosfatos terminais, resultando em pirofosfato inorganico (H2P2072*), frequentemente abreviado

como PP;.

Reacoes de acoplamento de energia na biologia

A questao central da bioenergética (estudo da transformacdo de energia em sistemas vivos) é a
maneira pela qual a energia do metabolismo dos combustiveis ou da captura de luz é acoplada a



reacoes que necessitam de energia. Com relacdo ao acoplamento energético, é titil considerar um
exemplo mecéanico simples, como o mostrado na Figura 1-26a. Um objeto no topo de um
plano inclinado tem certa quantidade de energia potencial em decorréncia da sua posicao
elevada. Ele tende a deslizar para baixo ao longo do plano, perdendo sua energia potencial de
posicdo a medida que se aproxima do chdo. Quando um mecanismo apropriado puxado por uma
corda acopla o objeto em queda a outro menor, o movimento de deslizamento espontaneo do
maior pode levantar o menor, realizando certa quantidade de trabalho. A quantidade de energia
disponivel para realizar trabalho é a variacao de energia livre, AG, sendo sempre um pouco
menor do que a quantidade tedrica de energia liberada, uma vez que uma parte da energia é
dissipada como calor decorrente do atrito. Quanto maior for a elevacdo e maior for o objeto,
maior sera a energia liberada (AG) com o deslizamento e maior sera a quantidade de trabalho que
podera ser realizado. O objeto maior pode levantar o objeto menor apenas porque, no inicio, o
objeto maior estava longe da sua posi¢do de equilibrio; ele havia sido levantado previamente
acima do chdo por um processo que, por sua vez, necessitou de um suprimento de energia.
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Reacao 1:
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AG,

AG, = AG, + AG,

Coordenada da reacao




FIGURA 1-26 Acoplamento energético em processos mecanicos e quimicos. (a) O movimento da queda de um objeto
libera energia potencial que pode realizar trabalho mecanico. A energia potencial disponibilizada pelo movimento de queda
espontanea, no processo exergonico (em vermelho), pode ser acoplada ao processo endergonico, representado pelo movimento
ascendente de um segundo objeto (em azul). (b) Na reacdo 1, a formagdo de glicose-6-fosfato a partir da glicose e do fosfato
inorganico (P;) gera um produto com contetido energético maior que o dos reagentes. Para essa reagdo endergdnica, AG é
positivo. Na reacdo 2, a quebra exergonica do trifosfato de adenosina (ATP) tem uma grande variacdo negativa de energia livre
(AG,). A terceira reagdo é a soma das reagdes 1 e 2, e a variagdo de energia livre, AG5, é a soma aritmética de AG; e AG,. Pelo
fato de AG5 ser negativo, o processo como um todo € exergonico e ocorre espontaneamente.

Como isso se aplica as reagcdes quimicas? Em sistemas fechados, as reagdes quimicas ocorrem
espontaneamente até chegar ao equilibrio. Quando um sistema esta em equilibrio, a velocidade
de formacdo de produtos fica exatamente igual a velocidade com que os produtos sao
convertidos em reagentes. Portanto, ndo existe variacdo liquida na concentracao de reagentes e
produtos. Quando um sistema muda do estado inicial ao estado de equilibrio, a variacao de
energia ¢ dada pela variacdo de energia livre, AG, desde que ndo ocorra variacao de temperatura
ou de pressao. A magnitude de AG depende da reacdo quimica em questdo e do qudo longe do
equilibrio o sistema estava inicialmente. Cada composto envolvido em uma reacao quimica
contém certa quantidade de energia potencial, relacionada com o tipo e o nimero das ligacoes.
Nas reacOes que ocorrem espontaneamente, os produtos tém menos energia livre que os
reagentes, portanto a reacdo libera energia livre, que, por sua vez, fica disponivel para realizar
trabalho. Essas reacoes sdo exergonicas; a diminuicdo na energia livre dos reagentes em relacao
aos produtos é expressa como um valor negativo. ReacOes endergonicas precisam de um
fornecimento de energia, e os valores de AG sdo positivos. A Figura 1-26b ilustra o acoplamento
entre uma reacao endergonica e uma reagao exergonica. Assim como No processo mecanico,
somente parte da energia liberada na reacdo quimica exergonica pode ser utilizada para realizar
trabalho. Em sistemas vivos, parte da energia é dissipada como calor ou perdida com o aumento
da entropia.

K., e AG° sao medidas da tendéncia de uma reacao ocorrer
espontaneamente
A tendéncia de uma reacdo quimica em se completar pode ser expressa como uma constante de

equilibrio. Para uma reacao na qual a mols de A reagem com b mols de B para gerar ¢ mols de C
e d mols de D,

aA +bB - ¢cC+dD

a constante de equilibrio, K, , é dada por

q)
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em que [A]eq é a concentracao de A, [B]eq é a concentracdo de B, e assim por diante, quando o
sistema atingiu o equilibrio. K, ndo tem dimensao (i.e., ndo tem unidade de medida), mas, como

eq

esta explicado no proximo capitulo, a unidade molar é introduzida no calculo para ressaltar que
concentragdes molares (representadas pelos colchetes) devem ser usadas no calculo de constantes
de equilibrio. Um valor alto de K, indica que a reagdo tende a prosseguir até que os reagentes

estejam quase completamente convertidos nos produtos.

EXEMPLO 1-1 ATP e ADP estdo em equilibrio nas células?

A quebra do ATP produz difosfato de adenosina (ADP) e fosfato inorganico (P,). A
constante de equilibrio, K., para a reagdo € 2 x 105 m:

ATP - ADP + HPO,*>

Se as concentragdes medidas dentro das células forem: [ATP] = 5 mm, [ADP] = 0,5 mMm e
[P,] =5 mMm, essa reagdo estara em equilibrio na célula viva?

SOLUCAO: A definicdo da constante de equilibrio para essa reacio é:
K,, = [ADP] [P)/[ATP]

Das concentragoes celulares medidas fornecidas acima, pode-se calcular a razao massa-
acao, Q:

Q = [ADP][P,J/[ATP] = (0,5 mm)(5 mM)/ 5 mM = 0,5 mM = 5 x 104 M

Esse valor esta longe da constante de equilibrio para a reacdao (2 x 105 M), portanto essa
reacdo esta muito longe do equilibrio nas células. [ATP] estd muito acima, e [ADP], muito
abaixo do esperado para a condicdo de equilibrio. Como uma célula pode manter uma
relacio [ATP]/[ADP] tdo distante do equilibrio? A célula faz isso extraindo
continuamente energia (de nutrientes como glicose) e utilizando-a para fazer ATP a partir
de ADP e P,




Gibbs mostrou que AG (a variagdo real da energia livre) para qualquer reacao quimica é uma
funcdo da variacao de energia livre padrao, AG® (constante caracteristica de cada reacdo
especifica), e um termo que expressa a concentracao inicial de reagentes e produtos:

CI{ DY
Al B

AG =AG"+ RT In

(1-1)

em que [A], é a concentragdo inicial de A, e assim por diante; R é a constante dos gases; e T € a
temperatura absoluta.

AG é uma medida da distancia que um sistema esta em relacdo a sua posicao de equilibrio.
Quando uma reacdo ja alcancou o equilibrio, ndo ha mais nenhuma forca para impulsionar a
reagdo, e ja ndo € mais possivel realizar trabalho: AG = 0. Para esse caso especial, [A], = [A],,, e
assim por diante, para todos os reagentes e produtos, e

[CIf[D]¢  [Cl& D1
[AIY[BIY  [Al4[BlY,

Substituindo, na Equacao 1-1, 0 por por AG e K., por [C]¢[D]4/ [A]e[B]b, obtém-se a relacao

AG®°=-RTIn K,

da qual pode-se ver que AG® ¢é simplesmente uma outra maneira (além de K,,) de expressar a
forga que impulsiona uma reacdo. Uma vez que € possivel medir K,, experimentalmente, tem-se
uma maneira de determinar AG®, que é uma constante termodinamica caracteristica de cada
reacao.

As unidades de AG® e AG sdo joules por mol (ou calorias por mol). Quando K., =1, AG° é
grande e negativo, e quando K, <£. 1, AG® é grande e positivo. A partir de uma tabela de
valores de K, e de AG® determinados experimentalmente, pode-se ver logo a primeira vista quais
reacOes tendem a se completar e quais nao.

Um cuidado deve ser tomado a respeito da interpretacdo de AG®: constantes termodindmicas
como essas indicam onde o equilibrio final de uma reagdo se encontra, mas ndo com que rapidez
esse equilibrio é alcancado. As velocidades das reagdes sdao governadas por parametros cinéticos,
tépico que sera considerado em detalhes no Capitulo 6.

P3 Nos seres vivos, como no exemplo mecanico da Figura 1-26a, uma reacdo exergonica pode
ser acoplada a uma reacao endergonica para impulsionar uma reacdao que, ndo fosse esse



acoplamento, seria desfavoravel. A Figura 1-26b — um tipo de grafico denominado diagrama de
coordenada da reacao — ilustra esse principio para a conversao de glicose em glicose-6-fosfato,
a primeira etapa da via de oxidacdo da glicose. A forma mais simples de produzir glicose-6-
fosfato seria:

Reacdo 1: Glicose + P, — glicose-6-fosfato (endergonica; AG, é positivo)

Essa reacdo nao ocorre espontaneamente; AG, € positivo. Uma segunda reagdo, extremamente
exergonica, pode ocorrer em todas as células:

Reacdo 2: ATP - ADP + P, (exergonica; AG, é negativo)

Essas duas reacoes quimicas compartilham um intermediario comum, P,, o qual é consumido na
reacdo 1 e produzido na reacdo 2. Portanto, as duas reacdes podem ser acopladas na forma de
uma terceira reacao, que pode ser escrita como a soma das reacoes 1 e 2, com o intermediario
comum, P, omitido de ambos os lados da equacao:

Reacdo 3: Glicose + ATP - glicose-6-fosfato + ADP

Pelo fato de mais energia ser liberada na reacao 2 do que consumida na reacdo 1, a energia livre
para a reacdo 3, AG,, é negativa, e a sintese de glicose-6-fosfato pode consequentemente ocorrer

na reacgao 3.

EXEMPLO 1-2 As variagdes de energia livre padrdo sdo
aditivas

Dado que a variacdo de energia livre padrdo para a reacdo glicose + P, — glicose-6-
fosfato é 13,8 kJ/mol, e a variacdo da energia livre para a reacio ATP — ADP + P, é —
30,5 kJ/mol, qual é a variacdo de energia livre da reacdao glicose +ATP - glicose-6-
fosfato + ADP?

SOLUCAO: E possivel escrever a equacdo para essa reacdo como a soma de duas outras

reacoes:
(1) Glicose + P, - glicose-6-fosfato AG,° = 13,8 kJ/mol
(2) ATP - ADP + P, NG, = -3

Soma: Glicose + ATP — glicose-6-fosfato + ADP

A variacdo da energia livre padrao de duas reagdes que se somam resultando em uma
terceira é simplesmente a soma da variagdo da energia de cada uma das reagoes



individuais. O valor negativo de AG® (—16,7 kJ/mol) indica que essa reagdao ocorre
espontaneamente.

O acoplamento de reacOes exergonicas com endergonicas por meio de um intermediario
comum € central as trocas de energia nos sistemas vivos. Como sera visto mais adiante, reagdes
que quebram ATP (como a reagdo 2 da Fig. 1-26b) liberam energia para impulsionar muitos
processos endergonicos nas células. A quebra de ATP nas células é exergonica porque todas as
células vivas mantém uma concentragdo de ATP bem acima da sua concentragdo de equilibrio.
E esse desequilibrio que permite que o ATP atue como o principal carreador de energia quimica

nas células. P3 Como sera visto em mais detalhes no Capitulo 13, ndo é a mera quebra de ATP
que fornece energia para realizar as reacoes endergonicas; em vez disso, € a transferéncia de um
grupo fosforila do ATP para outra molécula pequena (glicose, no caso citado) que conserva parte
da energia potencial originalmente no ATP.

EXEMPLO 1-3 O custo energético da sintese de ATP

Se a constante de equilibrio, K., para a reagdo
ATP - ADP + P,

for 2,22 x 105 M, deve-se calcular a variacdo da energia livre padrdo, AG®, para a sintese
de ATP a partir de ADP e P, a 25 °C.

SOLUCAO: Primeiro, deve-se calcular AG® para a reacio acima:

AG°=-RTInK,,
= (8,315 J/mol - K)(298 K)(In 2,22 x 105)
= -30,5 kJ/mol

Essa é a variacdo da energia livre padrdo para a quebra de ATP em ADP e P,. A variacdao
da energia livre padrdo para a reacdo inversa tem o mesmo valor absoluto, mas sinal
contrario. A variacdo da energia livre padrdo para a reacdo inversa da reacao apresentada
é, portanto, 30,5 kJ/mol. Entdo, para sintetizar 1 mol de ATP sob condi¢oes normais (25
°C, concentragdo 1 M de ATP, ADP e P,), deve ser fornecido um minimo de 30,5 kJ de
energia. A variacdo de energia livre real nas células — aproximadamente 50 kJ/mol — é
maior do que isso, pois as concentragdoes de ATP, ADP e P, nas células ndo sdo o padrdo 1
M (ver Exemplo 13-2).




Enzimas promovem sequéncias de reacoes quimicas

Todas as macromoléculas biolégicas sdo muito menos estaveis termodinamicamente quando
comparadas com as subunidades monoméricas que as compdem, mas ainda assim sdo
cineticamente estdveis: sua quebra ndo catalisada ocorre tao lentamente (ao longo de anos, em
vez de segundos) que, na escala de tempo razoavel para seres vivos, essas moléculas podem ser
consideradas estaveis. Praticamente todas as reagdes quimicas das células sé ocorrem a
velocidades significativas devido a presenca de enzimas — biocatalisadores que, como todos os
outros catalisadores, aumentam bastante a velocidade de reacdes quimicas especificas sem,
contudo, serem consumidos no processo.

O caminho de reagente(s) a produto(s) quase sempre envolve uma barreira energética,
chamada de barreira de ativagdo (Fig. 1-27), que precisa ser superada para que a reagdo possa
ocorrer. A quebra de ligacGes existentes e a formacdo de novas ligacoes geralmente requer, em
primeiro lugar, a modificacdo das ligacOes existentes para criar um estado de transicdao que
tenha energia livre maior que a dos reagentes e dos produtos (ver Sec¢do 6.2). O ponto mais alto
no diagrama de coordenada da reacdo representa o estado de transicdo, e a diferenca de energia
entre o reagente no estado basal e no estado de transicao consiste na energia de ativacao, AG*.
Uma enzima catalisa a reacdo ao propiciar um ajuste mais confortavel ao estado de transicao:
uma superficie que complementa o estado de transicdo em sua estereoquimica, polaridade e
carga. A ligacdo da enzima ao estado de transicdo é exergonica, e a energia liberada por essa
ligacdo reduz a energia de ativacao para a reacdo, aumentando em muito a velocidade da reagao.
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FIGURA 1-27 Mudangas de energia durante uma reagio quimica. Uma barreira de ativacio, representando o estado de
transicdo, precisa ser superada na conversdo dos reagentes (A) em produtos (B), mesmo que os produtos sejam mais estaveis do
que os reagentes, como indicado por uma variacdo grande e negativa da energia livre (AG). A energia necessaria para transpor a
barreira de potencial é chamada de energia de ativagio (AG¥). As enzimas catalisam as reagdes diminuindo a barreira de ativagao.
Elas ligam-se fortemente aos intermediarios dos estados de transicdo, e a energia de ligacdo dessa interacdo efetivamente reduz a

energia de ativagio de AG* ¢ (curva azul) para AGicat (curva vermelha). (Observe que a energia de ativacdo ndo esta

ndo ca
relacionada com a variagdo da energia livre, AG.)

Uma contribuicdo adicional para a catalise ocorre quando dois ou mais reagentes se ligam na
superficie da enzima proximos um do outro e em uma orientacdo estereoespecifica que favorece
a reacdo. Isso aumenta em varias ordens de grandeza a probabilidade de haver colisGes
produtivas entre os reagentes. Como resultado desses fatores e de varios outros (discutidos no
Capitulo 6), muitas reacoes catalisadas por enzimas normalmente ocorrem a velocidades 106
vezes maiores do que as reagOes nao catalisadas.

Os catalisadores das células sdo, com raras excecoes, proteinas. (Algumas moléculas de RNA
tém atividade enzimatica, como discutido nos Capitulos 26 e 27.) Novamente, com algumas
excecoOes, cada enzima catalisa uma reacdo especifica, e cada reacdo em uma célula é catalisada
por uma enzima diferente. Portanto, cada célula necessita de milhares de enzimas diferentes. A
multiplicidade de enzimas, suas especificidades (capacidade de diferenciar os reagentes uns dos



outros) e suas possibilidades de regulacdo dao as células a capacidade de diminuir seletivamente
as barreiras de ativacdo. Essa seletividade é crucial para a regulacdo efetiva dos processos
celulares. Ao permitir que reacdes especificas ocorram a velocidades significativas em
determinados momentos, as enzimas determinam como a matéria e a energia sao canalizadas nas
atividades celulares.

As milhares de reagOes quimicas catalisadas por enzimas que ocorrem nas células sdo
organizadas funcionalmente em muitas sequéncias de reacdes consecutivas, chamadas de vias,
nas quais o produto de uma reacdao é o reagente da reacao seguinte. Algumas vias degradam
nutrientes organicos em produtos finais simples e, assim, podem extrair energia quimica e
converté-la em formas tteis a célula. O conjunto dessas reacdes degradativas e fornecedoras de
energia livre é denominado catabolismo. A energia liberada pelas reacoes catabolicas
impulsiona a sintese de ATP. Como resultado, a concentracao celular de ATP é mantida bem
acima da concentracao de equilibrio, de modo que o AG para a quebra de ATP é grande e
negativo. De maneira similar, o catabolismo leva a producdao de carreadores de elétrons
reduzidos, NADH (nicotinamida adenina dinucleotideo) e NADPH (nicotinamida adenina
dinucleotideo fosfato), sendo que ambos podem doar elétrons em processos que geram ATP ou
realizar etapas redutoras em vias biossintéticas. Em geral, eles sao coletivamente chamados de
NAD(P)H.

Outras vias iniciam com moléculas precursoras pequenas e as convertem progressivamente em
moléculas maiores e mais complexas, incluindo proteinas e acidos nucleicos. Essas vias
sintéticas, que invariavelmente necessitam de um suprimento de energia, siao coletivamente
chamadas de anabolismo. A rede global de vias catalisadas por enzimas, tanto as catabolicas
quanto as anabolicas, constitui o metabolismo celular. O ATP (assim como outros nucleosideos
trifosfato que se equivalem energeticamente) é o elo que conecta os componentes catabdlicos e
anabdlicos dessa rede (mostrada esquematicamente na Fig. 1-28). P2 As vias de reagdes
catalisadas por enzimas que atuam sobre os principais constituintes das células — proteinas,
gorduras, acucares e acidos nucleicos — sdao praticamente idénticas em todos os seres vivos. Essa
impressionante unidade da vida é uma das evidéncias da existéncia e um precursor comum na
evolucdo de todos os seres vivos.






FIGURA 1-28 0 papel central do ATP e do NAD(P)H no metabolismo. O ATP é o intermedirio quimico compartilhado
que conecta os processos celulares que liberam energia com os que consomem energia. O seu papel na célula é anilogo ao do
dinheiro na economia: ele é “produzido/adquirido” nas reacdes exergdnicas e “gasto/consumido” nas endergonicas. O NADH é
um cofator carreador de elétrons que coleta elétrons de reagdes oxidativas. O NADPH, uma molécula semelhante, carreia elétrons
em uma ampla gama de rea¢des na biossintese. Esses cofatores essenciais as reacdes anabdlicas, presentes em concentragoes
relativamente baixas, precisam ser constantemente regenerados por reacdes catabélicas.

O metabolismo é regulado para ser balanceado e economico

As células ndo s6 sintetizam simultaneamente milhares de diferentes tipos de carboidratos,
gorduras, proteinas e moléculas de acidos nucleicos e suas subunidades mais simples, mas os
produzem nas quantidades e proporcdes exatas que a célula necessita em cada circunstancia
determinada. Por exemplo, os precursores de proteinas e acidos nucleicos devem ser produzidos
em grandes quantidades quando a célula estiver crescendo rapidamente. Em contrapartida, a
demanda por esses precursores ¢ muito menor em células que ndo estdo em crescimento. As
enzimas-chave em cada via metabodlica sdo reguladas de modo que cada tipo de molécula
precursora seja produzida na quantidade apropriada as demandas momentaneas das células.

Considere, por exemplo, a via em E. coli leva a sintese do aminoacido isoleucina, um dos
constituintes das proteinas. A via tem cinco etapas catalisadas por cinco enzimas diferentes (A
até F representam os intermediarios na via):

L ——— + C —= D - E - F
Treonina Isoleucina

Se a célula comeca a produzir mais isoleucina do que o necessario para a sintese de proteinas, a
isoleucina ndo usada comeca a se acumular, e esse aumento na concentracao inibe a atividade
catalitica da primeira enzima da via, reduzindo imediatamente a producdo de isoleucina. Essa
inibicdo por retroalimentacdao (ou feedback) mantém a producdo e a utilizacdo de cada
intermedidrio metabolico balanceada. (Ao longo deste livro, o simbolo % é usado para indicar a
inibicdo de uma reacdo enzimatica.)

Embora seja uma ferramenta importante para organizar o conhecimento do metabolismo, o
conceito de vias metabodlicas independentes é muito simplificado. Existem milhares de
metabdlitos intermedidrios na célula, muitos dos quais fazem parte de mais de uma via
metabolica. P3 O metabolismo seria melhor representado por uma rede de vias interconectadas e
interdependentes. Qualquer mudanca na concentracdo de qualquer metabolito da inicio a um
efeito de rearranjo, que afeta o fluxo de materiais nas outras vias. A tarefa de entender essas



interacdes complexas entre intermediarios e vias em termos quantitativos é desencorajadora, mas
a abordagem propiciada pela biologia de sistemas, discutida no Capitulo 9, comecou a dar
informag0es importantes que ajudam a compreender melhor a regulacao global do metabolismo.
As células regulam também a sintese de seus proprios catalisadores, as enzimas, em resposta
ao aumento ou a diminuicdao da necessidade de qualquer produto metabdlico; esse é o assunto do
Capitulo 28. A regulacdo da expressao de genes (a traducdo da informacdo contida no DNA em
proteinas ativas na célula) e a sintese de enzimas sdo outros niveis de controle metabdlico na
célula. Todos esses niveis devem ser levados em consideracao para descrever o controle global

do metabolismo celular.

RESUMO 1.3 Fundamentos fisicos

® As células vivas extraem e canalizam energia para se manterem em um estado
estacionario dinamico que esta longe de um equilibrio.

®m As células vivas sdo sistemas abertos, trocando matéria e energia com os arredores. A
energia é obtida da luz solar ou de combustiveis quimicos quando a energia do fluxo de
elétrons é convertida em ligacoes quimicas na molécula de ATP.

® A tendéncia das reacoes quimicas a seguir na direcao do equilibrio pode ser expressa
como variacdo de energia livre, AG. Quando o AG de uma reacao for negativo, a reacdo é
exergbnica e tende a seguir para sua conclusdo; quando o AG for positivo, a reacdo é
endergonica e tende a ir na direcdao oposta. Quando duas reagoes podem ser somadas para
produzir uma terceira, o AG da reacgao global é a soma dos valores de AG das duas reacoes
separadas.

® As reacoes que convertem ATP em P, e ADP sdo altamente exergonicas (AG negativo
grande). Muitas reacOes celulares endergonicas sao impulsionadas pelo seu acoplamento,
mediante um intermediario comum, com reagOes altamente exergonicas.

®m A variacdo da energia livre padrdo, AG° é uma constante fisica relacionada com a
constante de equilibrio pela equagdo AG® = —RT In K.

® A maioria das reacOes das células ocorre com velocidades apropriadas apenas devido a
presenca de enzimas capazes de as catalisarem. As enzimas atuam em parte pela
estabilizacdo do estado de transicao, reduzindo a energia de ativacao, AG*, e aumentando
a velocidade de reacdo em varias ordens de grandeza. A atividade catalitica das enzimas
nas células é regulada.

® O metabolismo é o somatoério das muitas sequéncias de reacdes interconectadas, nas
quais as células convertem metabolitos uns nos outros. Cada sequéncia é regulada para



suprir aquilo que a célula precisa em um dado momento e para gastar energia somente
quando necessario.




1.4 Fundamentos geneéticos

P4 Talvez a propriedade mais extraordinaria dos organismos e das células seja a capacidade de
se reproduzirem por incontaveis geracOes mantendo uma fidelidade quase perfeita. Essa
continuidade dos tracos hereditarios sugere uma constancia, ao longo de milhdes de anos, na
estrutura das moléculas que contém a informacdo genética. Poucos registros histéricos de
civilizagGes sobreviveram por mil anos, mesmo quando riscados em placas de cobre ou talhados
em pedra (Fig. 1-29). Entretanto, existem evidéncias fortes de que as instrugdes genéticas dos
seres vivos permaneceram praticamente sem modifica¢es por periodos de tempo muito maiores;
muitas bactérias tém praticamente o mesmo tamanho, forma e estrutura interna que bactérias que
viveram ha cerca de 4 bilhdes de anos. Essa continuidade de estrutura e de composicdo é o
resultado da continuidade da estrutura do material genético.

(a) (b)



FIGURA 1-29 Duas inscrigées antigas. (a) O Obelisco de Sennaquerib, escrito em torno de 700 a.C., descreve com
caracteres da linguagem assiria alguns eventos histéricos durante o reinado do Rei Senaqueribe. O Obelisco contém cerca de 20
mil caracteres, pesa cerca de 50 kg e sobreviveu de forma quase intacta por 2.700 anos. (b) Uma tinica molécula de DNA da
bactéria E. coli, extravasada de uma célula rompida, é centenas de vezes mais comprida do que a propria célula e contém
codificada toda a informacdo necessaria para especificar a estrutura e as fungdes da célula. O DNA dessa bactéria contém cerca
de 4,6 milhdes de caracteres (nucleotideos), pesa menos que 10710 g e sofreu alteracdes pequenas ao longo dos tltimos milhdes
de anos. (Os pontos amarelos e os pontos e as manchas escuras nessa micrografia eletronica colorizada sdo artefatos da
preparagéo.) [(a) Erich Lessing/Art Resource, New York. (b) Dr. Gopal Murti/Science Source.]

A natureza quimica e a estrutura tridimensional do material genético, o acido
desoxirribonucleico (DNA), estdo entre as descobertas mais notaveis da biologia no século XX.
P2 A sequéncia de subunidades monoméricas, os nucleotideos (estritamente,
desoxirribonucleotideos, como discutido a seguir), nesse polimero linear codifica as instrugoes
para formar todos os outros componentes celulares, e serve de molde para a producdo de
moléculas de DNA idénticas que sdo passadas para os descendentes por ocasido da divisdo
celular.

A continuidade genética esta incorporada em uma unica
molécula de DNA

O DNA é um polimero organico longo e fino, uma molécula rara em que uma dimensdo (a
largura) tem uma escala atomica, e outra (comprimento), uma escala humana (uma molécula de
DNA pode ter muitos centimetros de comprimento). Um espermatozoide ou um évulo humano,
que carregam a informacgdo hereditaria acumulada de bilhdes de anos de evolugdo, transmitem
essa heranca na forma de moléculas de DNA, nas quais a sequéncia linear de subunidades de
nucleotideos ligados covalentemente codifica a mensagem genética.

Em geral, quando sdo descritas as propriedades de espécies quimicas, descreve-se o
comportamento global de um nimero muito grande de moléculas idénticas. Embora seja dificil
prever o comportamento de uma Unica molécula em uma populagdo, digamos, de um picomol
(cerca de 6 x 10'! moléculas) de um composto, o comportamento médio das moléculas é
previsivel, uma vez que o calculo da média inclui um grande nimero de moléculas. O DNA
celular é uma excegdo notavel. P4 O DNA que forma todo o material genético de uma célula de
E. coli é uma tnica molécula contendo 4,64 milhdes de pares de nucleotideos. Essa tnica
molécula tem de ser replicada com perfeicdo nos minimos detalhes para que uma célula de E.
coli possa gerar descendentes idénticos por divisdo celular; ndo existe a possibilidade de
considerar médias nesse processo. O mesmo vale para todas as células. O espermatozoide
humano traz para o 6vulo que ele fertiliza somente uma molécula de DNA em cada um dos seus
23 cromossomos, que se combinam com somente uma molécula de DNA de cada cromossomo
correspondente no 6vulo. O resultado dessa unido € altamente previsivel: um embrido com todos
os seus cerca de 20 mil genes, construido com 3 bilhdes de pares de nucleotideos, intacto. Um
feito quimico impressionante!



EXEMPLO 1-4 A fidelidade da replicacdo do DNA

Vamos calcular o nimero de vezes que o DNA de uma célula moderna de E. coli foi
copiado desde que a primeira célula bacteriana precursora surgiu, ha cerca de 3,5 bilhdes
de anos. Para simplificar, vamos pressupor que, nesse periodo, E. coli passou por uma
média de 1 divisao celular a cada 12 horas (esse valor é superestimado para uma bactéria
moderna, mas provavelmente subestimado para uma bactéria ancestral).

SOLUCAO:
(1 geracao/12h)(24h/dia)(365 dias/ano)(3,5 x 10° anos)

= 2,6 x 1012 geracgoes

Uma Udnica pagina deste livro contém cerca de 5 mil caracteres, de forma que o livro inteiro
contém 5 milhdes de caracteres. O cromossomo da E. coli também contém cerca de 5 milhdes de
caracteres (pares de nucleotideos). Imagine fazer uma cépia manuscrita deste livro, passa-la para
um colega que faz uma nova cépia, que a passa para um terceiro colega que faz uma nova copia,
e assim por diante. O quanto cada uma das cépias sucessivas do livro estaria parecida com a
original? Agora, tente imaginar o texto que resultaria ao se fazer copias de cépias a mao trilhdes
de vezes!

A estrutura do DNA permite sua replicacao e seu reparo com
uma fidelidade quase perfeita

P4 A capacidade das células vivas de preservar seu material genético e duplica-lo para a proxima
geracdo é resultado da complementariedade estrutural entre as duas fitas da molécula de DNA
(Fig. 1-30). A unidade basica do DNA é um polimero linear de quatro subunidades
monomeéricas diferentes, os desoxirribonucleotideos, arranjados em uma sequéncia linear
precisa. Essa sequéncia linear codifica a informacdo genética. Duas dessas fitas poliméricas estao
torcidas uma em torno da outra, formando a dupla-hélice de DNA, na qual cada
desoxirribonucleotideo em uma fita pareia especificamente com um desoxirribonucleotideo
complementar na fita oposta. P4 Antes de uma célula se dividir, as duas fitas de DNA se
separam uma da outra e cada uma serve de molde para a sintese de uma nova fita complementar,
gerando duas moléculas em forma de dupla-hélice idénticas, uma para cada célula-filha. Se
qualquer uma das fitas é danificada em qualquer momento, a continuidade da informacao é



garantida pela informacdo presente na fita oposta, que pode atuar como molde para reparar o
dano.
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FIGURA 1-30 Complementaridade entre as duas fitas de DNA. O DNA é um polimero linear de quatro tipos de
desoxirribonucleotideos ligados covalentemente: desoxiadenilato (A), desoxiguanilato (G), desoxicitidilato (C), desoxitimidilato
(T). Cada nucleotideo, por meio de sua estrutura tridimensional unica, pode se associar especificamente, mas ndo
covalentemente, a um nucleotideo da cadeia complementar: A sempre se associa com T, e G sempre se associa com C. Desse
modo, na molécula de DNA de fita dupla, toda a sequéncia de nucleotideos em uma das fitas é complementar a sequéncia da
outra. As duas fitas, mantidas unidas por ligagdes de hidrogénio (representadas por tragos verticais em azul-claro) entre cada par
de nucleotideos complementar, enrolam-se uma na outra, formando a dupla-hélice de DNA. Na replicacdo do DNA, as duas fitas
(em azul) separam-se e sdo sintetizadas duas fitas novas (em cor-de-rosa), cada qual com uma sequéncia complementar as fitas
originais. O resultado sdo duas moléculas tipo dupla-hélice, cada uma idéntica ao DNA original.

A sequéncia linear no DNA codifica proteinas com estruturas
tridimensionais

P4 A informacdo no DNA é codificada na sua sequéncia linear (unidimensional) de subunidades
de desoxirribonucleotideos, mas a expressdo dessa informacdao resulta em uma célula
tridimensional. Essa transformacdo da informacdo de uma dimensao para trés dimensdes ocorre
em duas fases. Uma sequéncia linear de desoxirribonucleotideos no DNA codifica (por meio de
um intermediario, o RNA) a producao de uma proteina com uma sequéncia linear de
aminoacidos correspondente a sequéncia do DNA (Fig. 1-31). A proteina é enovelada em uma
forma tridimensional especifica, determinada pela sequéncia de aminoacidos e estabilizada
principalmente por interagdes ndo covalentes. Embora a forma final da proteina enovelada seja
ditada pela sua sequéncia de aminoacidos, o processo de enovelamento de muitas proteinas é
auxiliado por “chaperonas moleculares” (ver Fig. 4-28). A estrutura tridimensional precisa, ou
conformacao nativa, de uma proteina é crucial para sua funcdo.
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FIGURA 1-31 Do DNA ao RNA, a proteina e a enzima (hexocinase). A sequéncia linear de desoxirribonucleotideos no
DNA (o gene) que codifica a proteina hexocinase é primeiro transcrita formando uma molécula de 4cido ribonucleico (RNA)
com uma sequéncia complementar de ribonucleotideos. A sequéncia do RNA (RNA mensageiro) é, entdo, traduzida na cadeia



linear da proteina hexocinase, que se enovela em sua forma nativa tridimensional com o auxilio das chaperonas moleculares.
Atingida a forma nativa, a hexocinase passa a ter atividade catalitica: ela catalisa a fosforilagdo da glicose, usando ATP como
doador do grupo fosforila.

Uma vez em sua conformagdo nativa, a proteina pode associar-se nao covalentemente com
outras macromoléculas (outras proteinas, acidos nucleicos ou lipideos) para formar complexos
supramoleculares, como cromossomos, ribossomos e membranas. As moléculas individuais
desses complexos tém sitios de ligacdo especificos com alta afinidade para outras moléculas e se
agrupam espontaneamente dentro das células, formando complexos funcionais.

Embora as sequéncias de aminodcidos das proteinas carreguem todas as informacgdes
necessarias para se chegar até a conformacdo nativa da proteina, o enovelamento e a
automontagem precisos também necessitam do ambiente celular adequado — pH, forca ionica,
concentracoes de ions metalicos, e assim por diante. Portanto, a sequéncia de DNA sozinha ndo é

suficiente para formar e manter uma célula completamente funcional.

RESUMO 1.4 Fundamentos genéticos

m A informacdo genética é codificada na sequéncia linear de quatro tipos de
desoxirribonucleotideos no DNA.

®m A despeito do tamanho enorme do DNA, a sequéncia dos seus nucleotideos é muito
precisa, e a manutencdo dessa precisdo ao longo de periodos extensos é a base da
continuidade genética dos organismos.

® A dupla-hélice da molécula de DNA contém um molde interno para sua propria
replicacdo e reparo.

® A sequéncia linear de aminoacidos em uma proteina, que estd codificada no DNA do
seu gene, produz a estrutura tridimensional unica dessa proteina — processo que também
depende das condicdes do ambiente.

® Macromoléculas individuais com afinidade especifica por outras macromoléculas tém a
capacidade de se auto-organizarem em complexos supramoleculares.




1.5 Fundamentos evolutivos

Nada na biologia faz sentido exceto sob a luz da evolugao.
— Theodosius Dobzhansky, The American Biology Teacher, margo de 1973

O grande progresso na bioquimica e na biologia molecular ocorrido nas ultimas décadas
confirmou a validade dessa contundente generalizacgdo de Dobzhansky. P5 A semelhanca
surpreendente entre as vias metabolicas e as sequéncias de genes nos trés dominios da vida
indica fortemente que todos os organismos modernos derivam de um ancestral evolutivo comum
por meio de uma série de pequenas mudangas (mutacoes), cada uma conferindo uma vantagem
seletiva a algum organismo em determinado nicho ecologico.

Mudancas nas instrucoes hereditarias possibilitam a evolucao

Apesar da fidelidade quase perfeita na replicacdo genética, erros pouco frequentes nao corrigidos
(ndo reparados) no processo de replicacio do DNA levam a mudangas na sequéncia de
nucleotideos do DNA, produzindo uma mutacao genética e, assim, alterando as instrucoes para
um determinado componente celular. Danos reparados incorretamente em uma das fitas do DNA
provocam o mesmo efeito. As mutacdes no DNA passadas aos descendentes — isto é, mutacoes
presentes nas células reprodutivas — podem ser danosas ou mesmo letais ao novo organismo ou
célula; eles podem, por exemplo, ser a causa da sintese de uma enzima defeituosa que seja
incapaz de catalisar uma reacao metabdlica essencial. Eventualmente, contudo, uma mutacao da
melhores condi¢Ges para que um organismo ou uma célula sobreviva em um dado ambiente
(Fig. 1-32). A enzima mutante pode ter adquirido, por exemplo, uma especificidade um pouco
diferente que agora a torna capaz de usar um composto que previamente a célula ndo tinha
capacidade de metabolizar. Se uma populacao de células estiver em um ambiente em que aquele
composto é a tnica fonte ou a fonte mais abundante de combustivel disponivel, entdo a célula
mutante tera vantagem seletiva em relacdo as células ndo mutantes (tipo selvagem) da
populacdo. A célula mutante e suas descendentes irdo sobreviver e prosperar no novo ambiente,
ao passo que as células do tipo selvagem irdo definhar e ser eliminadas. Isso é o que Charles
Darwin quis dizer com selecdo natural — o que muitas vezes ¢é resumido como “sobrevivéncia do
mais adaptado”.
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FIGURA 1-32 Duplicagio e mutacio de genes: um caminho para gerar novas atividades enzimaticas. Nesse exemplo,
0 unico gene da hexocinase em um organismo hipotético pode acabar acidentalmente copiado duas vezes durante a replicagdo do
DNA, de modo que o organismo passa a ter duas copias inteiras desse gene, uma delas desnecessaria. Ao longo de geracdes, a
medida que o DNA com os dois genes para a hexocinase é repetidamente replicado, alguns erros raros podem ocorrer, levando a
mudancas na sequéncia de nucleotideos do gene excedente e, portanto, da proteina que ele codifica. Em alguns casos rarissimos,
a proteina produzida a partir desse gene mutado é alterada de tal maneira que ela passa a se ligar a um novo substrato — galactose,
nesse caso hipotético. A célula contendo o gene mutante adquire uma nova capacidade (metabolizar galactose) e isso permite que
ela sobreviva em um nicho ecolégico com disponibilidade de galactose, e ndo de glicose. Se a mutagdo ocorrer sem a duplicacdo
do gene, a funcdo original do produto do gene é perdida.



Eventualmente, uma segunda copia de um gene inteiro € introduzida em um cromossomo
como resultado da replicacdo defeituosa do cromossomo. A segunda cépia é desnecessaria, e
mutacoes nesse gene nao serao prejudiciais, mas podem se tornar um meio pelo qual a célula
pode evoluir, produzindo um novo gene com uma nova fung¢do enquanto mantém o gene original
e a sua funcdo. Sob essa Optica, as moléculas de DNA dos organismos modernos sdo documentos
histéricos, registros de uma longa jornada desde as primeiras células até os organismos
modernos. Todavia, esse relato historico contido no DNA nao é completo, pois muitas mutagcoes
devem ter sido apagadas ou reescritas ao longo da evolucdo. Ainda assim, as moléculas de DNA
sdo a melhor fonte da histéria biolégica que nés temos. P5 A frequéncia de erros na replicacdo
do DNA representa um balanco entre erros demais, que gerariam células-filhas inviaveis, e
relativamente poucos erros, o que impediria a variacdo genética que permite a sobrevivéncia das
células mutantes em novos nichos ecolégicos.

Varios bilhdes de anos de selecdo natural acabaram refinando os sistemas celulares para tirar o
maximo de proveito das propriedades fisicas e quimicas das matérias-primas disponiveis. As
mutacoes genéticas ocasionais que ocorreram em individuos de uma populacdo, combinadas com
a selecdao natural, resultaram na evolucdo da enorme variedade de espécies de seres vivos
existentes atualmente, cada uma delas adaptada a um nicho ecolégico particular.

As biomoléculas inicialmente surgiram por evolucao quimica

Em nossa discussdao até aqui, ndao cobrimos o primeiro capitulo da histéria da evolucdo: o
surgimento da primeira célula viva. Os compostos organicos, incluindo as biomoléculas basicas,
como aminodacidos e carboidratos, desconsiderando sua ocorréncia nos organismos vivos, sao
encontrados na crosta terrestre, no mar e na atmosfera apenas em quantidades infimas. Entdo,
como o primeiro organismo vivo conseguiu adquirir seus blocos de constru¢do organicos
caracteristicos? De acordo com uma hipdtese, esses compostos foram criados pelo efeito de
poderosas forcas ambientais — radiacdo ultravioleta, raios ou erupcdes vulcanicas — sobre os
gases na atmosfera terrestre prebidtica e sobre os solutos inorganicos em fontes hidrotermais
superaquecidas nas profundezas do oceano.

Essa hipotese foi testada em um experimento classico sobre a origem abi6tica (ndo bioldgica)
de biomoléculas organicas conduzido, em 1953, pelo bioquimico Stanley Miller no laboratério
do fisico e quimico Harold Urey. Miller submeteu uma mistura de gases supostamente existentes
na terra prebidtica, incluindo NH,, CH,, H,O e H,, a faiscas elétricas produzidas por um par de
eletrodos (para simular raios) por um periodo de uma semana ou mais e, entdo, analisou o
contetido do frasco que foi mantido hermeticamente fechado durante a reagdo (Fig. 1-33). A
fase gasosa da mistura continha CO e CO,, além dos gases presentes no material de partida. A
fase liquida continha uma grande variedade de compostos organicos, incluindo alguns
aminoacidos, acidos organicos, aldeidos e cianeto de hidrogénio (HCN). Esse experimento



demostrou que a producdo abiética de biomoléculas é possivel em um tempo relativamente curto
e em condicOes relativamente brandas. Quando as amostras de Miller cuidadosamente
armazenadas foram encontradas em 2010 e examinadas com técnicas altamente sensiveis e com
alto poder de resolucao (cromatografia liquida de alto desempenho e espectrometria de massas),
suas observacdes originais foram confirmadas e ampliadas significativamente. Resultados
previamente nao publicados por Miller que incluiam H,S na mistura gasosa (imitando as
condigdes das atividades vulcanicas no fundo do mar; Fig. 1-34) mostraram a formacdo de 23
aminoacidos e 7 compostos organossulfurados, bem como um grande numero de outros
compostos simples que podem ter servido como blocos de construcdao na evolugao prebidtica.
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FIGURA 1-33 Producio abiética de biomoléculas. (a) Aparelho de descargas elétricas usado por Miller e Urey em
experimentos demonstrando a formac@o abidtica de compostos organicos em condi¢Ges atmosféricas primitivas. Ap6s submeter a
mistura gasosa do sistema a descargas elétricas, os produtos formados foram coletados por condensacdo. Entre esses produtos,

havia biomoléculas como aminoécidos. (b) Stanley L. Miller (1930-2007) usando seu aparelho de descargas elétricas. [(b)
Bettmann/Getty Images.]






FIGURA 1-34 Fumarola negra. Fontes hidrotermais no leito do oceano emitem 4gua superaquecida e rica em minerais
dissolvidos. Uma fumarola negra é formada quando o liquido superaquecido que jorra da fonte encontra a dgua fria do oceano,
causando a precipitacdo dos sulfitos dissolvidos. Diversas formas de vida, incluindo arqueias e alguns animais multicelulares
surpreendentemente complexos, sdo encontradas nas vizinhancas dessas fumarolas, que podem ter sido os locais da biogénese
inicial. [NOAA/Science Source]

Experimentos de laboratério mais refinados forneceram boas evidéncias de que muitos dos
componentes quimicos das células podem se formar sob essas condi¢des. Polimeros do acido
nucleico RNA (acido ribonucleico) podem agir como catalisadores em reacdes bioldgicas
importantes (ver Capitulos 26 e 27), de modo que o RNA provavelmente desempenhou um papel
crucial na evolucao prebidtica, tanto como catalisador quanto como repositorio de informacao.

O RNA ou precursores relacionados podem ter sido os primeiros
genes e catalisadores

Nos organismos modernos, acidos nucleicos codificam a informacdo genética que especifica a
estrutura das enzimas, que, por sua vez, catalisam a replicacao e o reparo dos acidos nucleicos. A
dependéncia mutua dessas duas classes de biomoléculas traz uma pergunta instigante: quem veio
primeiro, DNA ou proteina?

A resposta pode ser que ambos surgiram aproximadamente ao mesmo tempo, e que o RNA
veio antes de ambos. A descoberta de que moléculas de RNA podem atuar como catalisadoras da
sua propria formacdo sugere que o RNA, ou uma molécula similar, pode ter sido o primeiro gene
e o primeiro catalisador. De acordo com esse cendario (Fig. 1-35), um dos primeiros estagios da
evolucdo bioldgica foi a formacdo ao acaso de uma molécula de RNA que poderia catalisar a
formacdo de outra molécula de RNA com a mesma sequéncia — um RNA autorreplicante e
autoperpetuante. A concentracdo de uma molécula de RNA autorreplicante cresceria
exponencialmente, visto que uma molécula formou vérias, varias formaram muitas mais, e assim
por diante. A fidelidade da autorreplicacdo supostamente ndo era perfeita, de modo que o
processo gerou variantes do RNA, muitas das quais podiam até ser melhores na autorreplicagao.
Na competicdo por nucleotideos, a mais eficiente entre as sequéncias autorreplicantes ganharia, e
os replicadores menos eficientes se extinguiriam da populacao.
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FIGURA 1-35 Possivel roteiro para o “mundo de RNA”,

A divisdo de funcdes entre DNA (armazenamento da informacdo genética) e proteinas
(catélise) foi, segundo a hip6tese do “mundo de RNA”, um desenvolvimento posterior. Novas
variantes de moléculas autorreplicantes de RNA se desenvolveram com a capacidade adicional
de catalisar a condensacdo de aminodacidos, formando peptideos. Eventualmente, o(s) peptideo(s)
formado(s) reforcou(aram) a capacidade autorreplicante do RNA, e o par — molécula de RNA e
peptideo auxiliar — poderia sofrer novas modificacdes na sequéncia, gerando sistemas
autorreplicantes cada vez mais eficientes. A impressionante descoberta de que, na maquinaria de
sintese de proteinas das células modernas (ribossomos), sdo moléculas de RNA e ndo de
proteinas que catalisam a formacdo de ligacGes peptidicas é consistente com a hipétese do
mundo de RNA.

Tempos depois da evolugao desse sistema primitivo de sintese de proteinas, ocorreu um novo
incremento: moléculas de DNA com sequéncias complementares as moléculas de RNA
autorreplicantes assumiram a funcdo de conservar a informacao “genética”, e as moléculas de
RNA evoluiram para exercer fungdes na sintese proteica. (Explicamos no Capitulo 8 por que o
DNA ¢é uma molécula mais estavel que o RNA e, portanto, um deposito mais adequado para
manter a informacdo hereditaria.) As proteinas se revelaram catalisadores versateis e, com o
passar do tempo, assumiram a maior parte dessa funcdo. Compostos semelhantes a lipideos
presentes na mistura primordial formaram camadas relativamente impermeaveis ao redor de
conjuntos de moléculas autorreplicantes. A concentracao de proteinas e acidos nucleicos dentro
desses involucros lipidicos favoreceu as interacdes moleculares necessarias para a
autorreplicacao.

O cendrio do mundo de RNA é intelectualmente satisfatério, mas deixa uma questdo sem
resposta: de onde vieram os nucleotideos necessarios para fazer as primeiras moléculas de RNA?
Uma alternativa a esse cenario supde que vias metabolicas simples evoluiram primeiro, talvez
nas fontes hidrotermais do leito dos oceanos. Um conjunto de reacdes quimicas inter-
relacionadas nesses locais pode ter produzido os precursores necessarios, incluindo nucleotideos,
antes do advento das membranas lipidicas ou do RNA. Sem maiores evidéncias experimentais,
nenhuma dessas hipoteses pode ser descartada.

A evolucao bioldgica comecou ha mais de 3,5 bilhoes de anos

A Terra se formou ha cerca de 4,6 bilhdes de anos, e a primeira evidéncia de vida data de mais
de 3,5 bilhdes de anos atrds (ver a linha do tempo na Fig. 1-36). Em 1996, cientistas
trabalhando na Groenlandia encontraram evidéncias quimicas de vida (“moléculas fésseis”) que
datavam de 3,85 bilhdes de anos atras, formas de carbono incrustadas em rochas que parecem ter
uma origem nitidamente biolégica. Em algum lugar da Terra, durante o primeiro bilhdo de anos,



surgiram os primeiros organismos capazes de replicar sua propria estrutura a partir de um molde
(RNA?), que foi o primeiro material genético. Esses compostos eram relativamente estaveis,
pois, no alvorecer da vida, a atmosfera terrestre estava praticamente desprovida de oxigénio e
existiam poucos microrganismos para decompor 0s compostos organicos formados por processos
naturais. Dada essa estabilidade e a enormidade de tempo transcorrido, o improvavel se tornou
inevitavel: vesiculas lipidicas contendo compostos organicos e RNA autorreplicante deram
origem as primeiras células (protocélulas), e essas protocélulas com maior capacidade de
autorreplicacao se tornaram mais numerosas. Foi o inicio do processo da evolucao biologica.
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FIGURA 1-36 Marcos da evolucio da vida na Terra.

A primeira célula provavelmente usou combustiveis inorganicos

As células primitivas surgiram em uma atmosfera redutora (ndo existia oxigénio) e
provavelmente obtiveram energia de compostos inorganicos, como sulfeto ferroso e carbonato
ferroso, ambos abundantes na superficie terrestre. Por exemplo, a reacao

FeS+H,S - FeS,+ H,

produz energia suficiente para impulsionar a sintese de ATP ou compostos semelhantes. Os
compostos organicos de que essas células primitivas precisavam podem ter surgido das acoes
ndo bioldgicas de raios ou do calor dos vulcdes ou de fontes hidrotermais no leito dos oceanos
sobre os componentes da atmosfera primitiva, tais como CO, CO,, N,, NH, e CH,. Foi proposta
uma fonte alternativa de compostos organicos: o espaco extraterrestre. As missdes espaciais
realizadas em 2006 (a sonda espacial Stardust da Nasa) e em 2014 (o mo6dulo Philae da Agéncia
Espacial Europeia) encontraram particulas na poeira de cometas contendo o aminoacido simples
glicina e 20 outros compostos organicos capazes de reagir para formar biomoléculas.

Os organismos unicelulares primitivos adquiriram gradualmente a capacidade de extrair
energia de compostos do meio e utiliza-la para sintetizar mais das suas proprias moléculas
precursoras, tornando-se, portanto, menos dependentes de fontes externas. Um evento evolutivo
muito significativo foi o desenvolvimento de pigmentos capazes de capturar a energia da luz
solar, que pode, entdo, ser usada para reduzir, ou “fixar”, CO, e formar compostos organicos
mais complexos. Provavelmente, o doador de elétrons original para esses processos
fotossintéticos foi o H,S, produzindo o elemento enxofre ou sulfato de enxofre (SO,2-) como
produto secunddrio. Algumas fontes hidrotermais do fundo do mar (fumarolas negras; Fig. 1-36)
emitem quantidades significativas de H,, que é outro possivel doador de elétrons no metabolismo
dos primeiros organismos. Células posteriores desenvolveram a capacidade enzimatica de usar
H,O como doador de elétrons em reacdes fotossintéticas, produzindo O, como residuo. As
cianobactérias sdo os descendentes modernos desses primeiros produtores de oxigénio
fotossintético.

Uma vez que a atmosfera da Terra nos estdgios iniciais da evolucdo bioldgica estava
praticamente desprovida de oxigénio, as primeiras células eram anaerébicas. Sob essas
condic¢des, organismos quimiotr6ficos podiam oxidar compostos organicos até CO,, passando
elétrons ndo para o O,, mas para aceptores como o SO,2, que produz H,S como produto. Com o
surgimento das bactérias fotossintéticas produtoras de O, a atmosfera tornou-se
progressivamente rica em oxigénio — um oxidante poderoso e mortalmente t6xico para 0s
organismos anaerobios. Respondendo a pressdo evolutiva que o bioquimico e tedrico da



evolucdo Lynn Margulis e o escritor cientifico Dorion Sagan chamaram de “holocausto do
oxigénio”, algumas linhagens de microrganismos originaram os organismos aerdbios, que
obtinham energia passando elétrons das moléculas de combustivel ao oxigénio. Como a
transferéncia de elétrons de moléculas organicas para o O, libera uma grande quantidade de
energia, os organismos aerdbios tiveram uma vantagem energética sobre o0s organismos
anaerobios quando ambos competiam nesse ambiente contendo oxigénio. Essa vantagem se
traduziu na predominancia de organismos aerébios em ambientes ricos em O,.

As bactérias e as arqueias modernas habitam praticamente todos os nichos ecolégicos da
biosfera, e existem organismos capazes de usar praticamente qualquer tipo de composto organico
como fonte de carbono e energia. Microrganismos fotossintetizantes, tanto em agua salgada
como em agua doce, captam energia solar e a utilizam para gerar carboidratos e todos os demais
constituintes da célula, que, por sua vez, sdo usados como alimento pelas outras formas de vida.
O processo evolutivo continua e pode ser observado em laboratério com células bacterianas que
se reproduzem muito rapidamente.

As células eucarioticas evoluiram em varios estagios a partir de
precursores mais simples

Registros fésseis comecam a mostrar evidéncias da existéncia de organismos maiores e mais
complexos a partir de 1,5 bilhdo de anos atras, provavelmente das primeiras células eucarioticas
(ver Fig. 1-37). Detalhes do trajeto evolutivo de células nao nucleadas para células nucleadas ndao
podem ser deduzidos somente a partir de registros fosseis, porém comparacdes bioquimicas e
morfoldgicas dos organismos modernos sugeriram uma sequéncia de eventos consistente com as
evidéncias fosseis.

Trés grandes mudancgas devem ter ocorrido. Primeiro, a medida que as células adquiriram mais
DNA, os mecanismos necessarios para um enovelamento compacto em torno de proteinas
especificas, formando complexos separados e mantendo a capacidade de promover a divisao
correta entre as células-filhas, tornaram-se mais elaborados. Proteinas especializadas foram
necessarias para estabilizar o DNA enovelado e para separar os complexos DNA-proteina
(cromossomos) resultantes durante a divisdao celular. Essa foi a evolucdo dos cromossomos.
Segundo, a medida que as células se tornaram maiores, um sistema intracelular de membranas se
desenvolveu, incluindo uma dupla membrana envolvendo o DNA. Essa membrana segregou o
processo nuclear de sintese de RNA a partir do molde de DNA do processo citoplasmatico de
sintese de proteinas nos ribossomos. Essa foi a evolucao do nticleo, caracteristica definidora dos
eucariotos. Terceiro, as células eucaridticas primitivas, que eram incapazes de fotossintese ou
metabolismo aerébico, englobaram bactérias aerébias ou bactérias fotossintéticas, formando uma
associacdo de endossimbiose que posteriormente se tornou permanente (Fig. 1-37). Algumas

bactérias aerébias evoluiram para formar as mitocondrias dos eucariotos modernos, e algumas



cianobactérias fotossintetizantes se tornaram os plastidios, como os cloroplastos das

verdes, as provaveis ancestrais das células das plantas modernas.
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FIGURA 1-37 Evolucio dos eucariotos por endossimbiose. O primeiro eucarioto, um organismo anaerébio, adquiriu uma
bactéria ptrpura como endossimbionte, que carregou consigo a capacidade de fazer catabolismo aerébico e se tornou, com o
tempo, a mitocondria. Quando a cianobactéria fotossintetizante se tornou endossimbionte de alguns eucariotos aerébios, essas
células se tornaram os precursores fotossintéticos das plantas e algas verdes modernas.

Em um estagio posterior da evolucdo, organismos unicelulares obtiveram vantagem ao se
agregarem e, assim, adquiriram maior motilidade, eficiéncia e sucesso reprodutivo em relacao
aos organismos unicelulares de vida livre competidores. A continuagao da evolucdo desses
agregados de organismos levou a associacdes permanentes entre células individuais e, por fim, a
uma especializacdo dentro da coldnia que levou a diferenciacao celular.

As vantagens da especializagdo celular levaram a evolucdao de organismos cada vez mais
complexos e altamente diferenciados, nos quais algumas células realizavam as fungdes
sensoriais, outras, as funcdes digestivas, outras, as fotossintéticas ou reprodutivas, e assim por
diante. Muitos organismos multicelulares modernos contém centenas de tipos de células
diferentes, cada qual especializada em uma funcdo que mantém o organismo como um todo.
Mecanismos fundamentais que evoluiram precocemente tiveram aprimoramentos e refinamentos
posteriores com a evolucdo. Os mesmos mecanismos e estruturas basicas que sustentam o
movimento dos cilios em Paramecium e dos flagelos em Chlamydomonas sdo utilizados, por
exemplo, pelos espermatozoides altamente diferenciados dos vertebrados.



A anatomia molecular revela relacoes evolutivas

Agora que genomas podem ser sequenciados com relativa rapidez e baixo custo, os bioquimicos
tém um tesouro de informacdes cada vez maior sobre a anatomia molecular das células, que pode
ser usado para analisar relacGes evolutivas e refinar a teoria da evolugcdo. Até o momento, a
filogenia molecular derivada da sequéncia de genes é consistente e, em alguns casos, é até mais
precisa que a filogenia classica baseada em estruturas macroscopicas. P5 Embora os seres vivos
tenham divergido continuamente em sua anatomia geral, no nivel molecular, a unidade da vida
logo fica evidente; estruturas e mecanismos moleculares sdo muito semelhantes, desde os
organismos mais simples até os mais complexos. Essas semelhancas sdo mais facilmente
percebidas no nivel das sequéncias, tanto nas sequéncias de DNA que codificam proteinas como
nas proprias sequéncias das proteinas.

Quando dois genes tém sequéncias com semelhangas facilmente detectaveis (sequéncia de
nucleotideos no DNA ou sequéncia de aminoacidos nas proteinas que eles codificam), suas
sequéncias sao consideradas homdlogas, e as proteinas que eles codificam siao homélogos. No
curso da evolugdo, novos processos, estruturas ou mecanismos regulatorios sao adquiridos, o que
se reflete em alteracGes nos genomas dos organismos em evolucdo. O genoma de um eucarioto
simples, como a levedura, deve ter genes relacionados com a formacdo da membrana nuclear,
genes estes ndo presentes nas bactérias ou nas arqueias. O genoma de um inseto deve conter
genes que codificam proteinas envolvidas na segmentacdo caracteristica do corpo, 0s quais nao
estao presentes na levedura. Os genomas de todos os vertebrados devem compartilhar genes que
especificam o desenvolvimento da coluna vertebral, e o dos mamiferos deve ter os genes
caracteristicos necessarios para o desenvolvimento da placenta — uma caracteristica dos
mamiferos —, e assim por diante. A comparacao entre genomas completos das espécies de cada
filo estd levando a identificacdo de genes cruciais relacionados com mudangas evolutivas
fundamentais para determinar a organizacao corporal e o desenvolvimento dos organismos.

A genomica funcional mostra a alocacao de genes para processos
celulares especificos

Uma vez que a sequéncia de um genoma esteja completamente determinada, e uma funcao é
atribuida a cada um dos genes, os geneticistas moleculares podem, entdo, agrupar os genes de
acordo com os processos (sintese de DNA, sintese proteica, geracdo de ATP, e assim por diante)
nos quais eles atuam e descobrir qual parte do genoma que esta alocada para cada atividade
celular. Entre os genes de E. coli, A. thaliana e H. sapiens, a maior categoria é formada por
genes de funcdo desconhecida (até agora), os quais correspondem a mais de 40% dos genes de
cada uma dessas espécies. Os genes que codificam as proteinas de transporte que movem ions e
moléculas pequenas através da membrana plasmatica correspondem a uma proporcao
significativa dos genes em todas essas trés espécies, mais em bactérias e plantas do que nos



mamiferos (10% dos ~4.400 genes de E. coli, 8% dos ~27.000 genes de A. thaliana e 4% dos
~20.000 genes de H. sapiens). Os genes que codificam as proteinas e o RNA necessarios para
sintese proteica somam de 3 a 4% do genoma de E. coli, porém, nas células mais complexas de
A. thaliana, mais genes sdo necessarios para direcionar as proteinas até as suas localizacoes
finais nas células do que genes necessarios para sintetizar essas mesmas proteinas (cerca de 6 e
2% do genoma, respectivamente). Em geral, quanto mais complexo for o organismo, maior sera
a porcao do genoma que codifica genes envolvidos na regulagdo de processos celulares e menor
serd a porcao dedicada aos processos basicos ou fungdes “housekeeping” (de manutencdo), como
geracdo de ATP e sintese proteica. Tipicamente, os genes constitutivos (housekeeping) sdao
expressos em todas as condi¢Oes e ndo sao muito regulados.

A comparacao entre genomas € cada vez mais importante na
biologia e na medicina

Estudos de larga escala nos quais a sequéncia gendmica completa foi determinada em
centenas ou milhares de pessoas com cancer, diabetes tipo 2, esquizofrenia ou outras doencas ou
condi¢Ges permitiram identificar muitos genes com mutagdes que se correlacionam com a
condicdo médica. Normalmente, diferencas de sequéncias sdo encontradas em varios genes
diferentes, cada uma contribuindo parcialmente para a predisposicdo a determinada condi¢do ou
doenca. Cada um desses genes codifica uma proteina que, em principio, pode vir a ser alvo de
medicamentos para o tratamento de doencas. Espera-se que, no caso de algumas doencas
genéticas, os tratamentos paliativos até agora utilizados sejam substituidos por curas e que

possam ser tomadas medidas preventivas melhores em relacdo a susceptibilidade a doencas
associadas a marcadores genéticos especificos. O atual “histérico médico” podera ser substituido

pelo “prognostico médico”. M

RESUMO 1.5 Fundamentos evolutivos

B Eventualmente, mutacoes herdadas geram organismos mais adaptados para
sobreviverem e se reproduzirem em um dado nicho ecolégico e, assim, o0s seus
descendentes passam a predominar na populacdo presente nesse nicho. Esse processo de
mutacao e selecdo é a base da evolucao darwiniana, que vai desde a primeira célula até
todos os organismos atuais. O grande niimero de genes compartilhados por todos os seres
vivos explica as semelhancas fundamentais entre todos eles.

® Os componentes das primeiras células podem ter sido produzidos proximo a fontes
hidrotermais no leito dos oceanos ou entdo pela acdao de raios e altas temperaturas sobre



moléculas atmosféricas simples, como CO, e NH,.

® As células primitivas podem ter sido formadas pelo encapsulamento de uma molécula
de RNA autorreplicante em uma camada lipidica tipo membrana. Os papéis cataliticos e
genéticos exercidos pelos primeiros genomas de RNA foram, ao longo do tempo, sendo
realizados por proteinas e DNA, respectivamente.

®m Fontes hidrotermais podem ter proporcionado combustiveis oxidaveis (compostos de
ferro) para os primeiros organismos.

® As células eucarioticas adquiriram a capacidade de realizar fotossintese e fosforilacao
oxidativa a partir de bactérias endossimbidticas. Nos organismos multicelulares, alguns
tipos de células diferenciadas se especializaram em uma ou mais funcdes essenciais para a
sobrevivéncia do organismo.

® Relacdes filogenéticas detalhadas podem ser determinadas a partir da similaridade de
sequéncias de proteinas entre varios organismos.

® A partir do conhecimento dos papéis das proteinas codificadas no genoma, os cientistas
podem ter uma ideia aproximada da proporcdio do genoma dedicado a processos
especificos, como o transporte através de membranas ou a sintese de proteinas.

® O conhecimento da sequéncia completa de genomas de organismos de diferentes ramos
da arvore filogenética fornece pistas sobre a evolucao e da grandes oportunidades para a
medicina.

TERMOS-CHAVE

Todos os termos estdo definidos no glossdrio.
bioquimica

metabdlito

niicleo

genoma

eucariotos

Bacteria

Archaea

citoesqueleto



estereoisdomeros
configuracao

centro quiral

conformacao

entropia, S

entalpia, H

variacao de energia livre, AG
reacao endergonica

reacao exergonica

equilibrio

variacao de energia livre padrao, AG°
energia de ativacao, AG*
catabolismo

anabolismo

metabolismo

biologia de sistemas

mutacao

genes constitutivos
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QUESTOES

As respostas dos problemas numéricos devem ser dadas com o nimero correto de algarismos
significativos. (Para solucionar as questOes apresentadas no final dos capitulos, pode ser
necessario consultar as tabelas no verso da capa.) Ver secao de “Respostas das questdes” no final
do livro.

1. O tamanho das células e seus componentes Em geral, as células de organismos eucariotos
tém um diametro celular de 50 pym.

(a) Qual é o tamanho em que se veria uma célula dessas usando um microscépio eletronico com
aumento de 10 mil vezes?



(b) Se essa fosse uma célula do figado (hepatdcito) com as mesmas dimensdes, quantas
mitocondrias ela poderia conter? Considere que a célula seja esférica e que ndo possua nenhum
outro componente celular e que as mitocondrias sejam esféricas com um didmetro de 1,5 ym. (O
volume da esfera é de 4/, nir3.)

(c) A glicose ¢ o principal nutriente produtor de energia para a maioria das células. Supondo uma
concentracao celular de 1 mm de glicose (i.e., 1 milimol/L), calcule quantas moléculas de glicose
poderiam estar presentes em uma célula eucariética esférica. (O niimero de Avogadro, o nimero
de moléculas em 1 mol de substancia ndo ionizada, € 6,02 x 1023.)

2. Componentes de E. coli As células de E. coli tém forma de bastdo e cerca de 2 ym de
comprimento e 0,8 ym de diametro. A E. coli tem um envelope de protecao celular de 10 nm de
espessura. O volume do cilindro é ntr2a, em que a é a altura do cilindro.

(a) Qual é a porcentagem do volume total da bactéria ocupada pelo envelope?

(b) A E. coli é capaz de crescer e se multiplicar rapidamente porque contém cerca de 15 mil
ribossomos esféricos (diametros de 18 nm), que realizam a sintese proteica. Qual porcentagem
do volume celular é ocupada pelos ribossomos?

(c) O peso molecular de uma molécula de DNA de E. coli é de cerca de 3,1 x 10° g/mol. O peso
molecular médio do par de nucleotideos é de 660 g/mol, e cada par de nucleotideos contribui
com 0,34 nm para o comprimento do DNA. Calcule o comprimento de uma molécula de DNA de
E. coli. Compare o comprimento da molécula de DNA com as dimensdes da célula. Agora,
considere a fotomicrografia mostrando uma tnica molécula de DNA da bactéria E. coli liberada
de uma célula quebrada (Fig. 1-31b). Como a molécula de DNA pode caber dentro da célula?

3. Isolamento de ribossomos por meio de centrifugacao diferencial Considere uma amostra
bruta de lisado celular obtida pela homogeneizacdo mecanica de células de E. coli. O
sobrenadante do lisado celular foi centrifugado a uma velocidade intermediaria (20.000 g) por 20
min, e o sobrenadante dessa centrifugacdo foi, entdo, centrifugado a alta velocidade (80.000 g)
por 1 h. Qual procedimento deve ser seguido para isolar os ribossomos dessa amostra?

4. Alta velocidade do metabolismo bacteriano A velocidade do metabolismo das células
bacterianas é muito maior do que a das células animais. Sob condicdes ideais, algumas bactérias
duplicam o tamanho e se dividem a cada 20 min, enquanto o crescimento rapido da maioria das
células animais necessita de 24 horas. A alta velocidade do metabolismo bacteriano requer uma
relacdo superficie-volume celular alta.

(a) Por que a relagdo superficie-volume afeta a velocidade maxima do metabolismo?

(b) Calcule a relacao superficie-volume para a bactéria Neisseria gonorrhoeae esférica (0,5 pm
de diametro), responsavel pela doenca gonorreia. A area da superficie de uma esfera é dada por
4mr2.



(c) Quantas vezes a relacdo superficie-volume de Neisseria gonorrhoeae é maior do que a
relacdo superficie-volume de uma ameba globular, uma célula eucariotica grande (150 ym de
diametro)?

5. Transporte rapido nos axonios Os neurdnios tém uma extensdo fina e longa chamada de
axonio, uma estrutura especializada em conduzir sinais através do sistema nervoso do organismo.
Os axonios que se originam na medula espinal de uma pessoa e terminam nos musculos dos
dedos dos pés podem ter um comprimento de 2 m. Pequenas vesiculas fechadas contendo
materiais essenciais para a funcdo dos neurdnios movem-se ao longo de microtibulos do
citoesqueleto desde o corpo celular até as pontas dos axonios. Se a velocidade média de uma
vesicula é de 1 ym/s, quanto tempo levara para a vesicula se mover do corpo celular que esta
localizado na medula espinal até a ponta dos axonios nos dedos dos pés?

6. Comparando vitamina C natural vs. sintética Alguns fornecedores de alimentos naturais
alegam que as vitaminas obtidas de fontes naturais sdo mais saudaveis do que as obtidas por
sintese quimica. Por exemplo, o dcido L-ascorbico (vitamina C) puro extraido dos frutos da rosa
mosqueta seria melhor do que o acido L-ascorbico puro produzido pela industria quimica. Existe
alguma diferenca entre a vitamina obtida por esses dois métodos? O organismo é capaz de
distinguir a fonte de origem das vitaminas? Explique a resposta.

7. Projecoes de Fischer da L e da D-treonina

(a) Identifique os grupos funcionais nas projecoes de Fischer da L-treonina.

COO™

_I_

HyN—C—H

H—C—OH
CH;

.- Ireon

d



(b) Desenhe a projecao de Fischer da D-treonina.
(c) Quantos centros quirais a D-treonina tem?

8. Estereoquimica e atividade de substancias Algumas vezes, as diferencas quantitativas
na atividade biolégica entre dois enantiomeros de um composto sao enormes. Por exemplo, o
isdbmero D do farmaco isoproterenol, usado no tratamento de asma leve, é de 50 a 80 vezes mais
efetivo como broncodilatador do que o isomero L. Identifique o centro quiral no isoproterenol.
Por que os dois enantiomeros tém bioatividades tao radicalmente diferentes?
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9. Separacado de biomoléculas No estudo de uma determinada biomolécula (proteina, acido
nucleico, carboidrato ou lipideo) em laboratorio, o bioquimico primeiro precisa separa-la das
outras moléculas da amostra — isto é, precisa purificd-la. Técnicas de purificacdo especificas
estdo descritas mais adiante no texto. Entretanto, analisando as subunidades monoméricas de
uma biomolécula, tem-se alguma ideia sobre as caracteristicas que permitem separa-la das outras
moléculas. Por exemplo, como se poderia separar (a) aminoacidos de acidos graxos e (b)
nucleotideos de glicose?

10. Possibilidades de vida baseada no silicio Na tabela periodica, o carbono e o silicio estdo no
mesmo grupo e podem formar até quatro ligacdes quimicas. Assim, muitas historias de ficcao
cientifica se fundamentam na premissa da vida baseada no silicio. Considere o que foi visto
sobre a versatilidade das ligacdes do carbono (consulte um livro-texto introdutério de quimica
inorganica sobre as propriedades de ligacdo do silicio, se necessario). Qual é a propriedade do
carbono que o faz tao adaptado para a quimica dos seres vivos? Quais caracteristicas do silicio o
tornam menos adaptado que o carbono como elemento central de organizacao da vida?

11. Estereoquimica e atividade do farmaco ibuprofeno O ibuprofeno é um medicamento
vendido sem receita médica que bloqueia a formacgdo de uma classe de prostaglandinas que causa
inflamacao e dor.
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Ibuprofeno

O ibuprofeno estd disponivel como mistura racémica de (R)-ibuprofeno e (S)-ibuprofeno. Os
seres vivos tém uma isomerase que catalisa a inversdo quiral do enantiomero (R) para o
enantiomero (S). A velocidade da reacdo inversa é desprezivel. A figura representa o
posicionamento dos dois enantidbmeros em relacdao aos sitios de ligacdao a, b e ¢ na enzima
isomerase que converte o enantiomero (R) em (S). Cada um dos trés sitios reconhece um
determinado grupo funcional do enantidmero (R) do ibuprofeno. Contudo, os sitios a e ¢ nao
reconhecem os grupos funcionais correspondentes no enantiomero (S).

(a) Quais substituintes representam A, B e C no enantiomero (R) e no enantiomero (S)?

Plano espelhado

Enantiomero (R) | Enantiomero (5)
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Dado que o enantidbmero (S) do ibuprofeno é 100 vezes mais eficaz para alivio da dor que o
enantiomero (R), os laboratorios farmacéuticos produzem versoes enantiomericamente puras dos
farmacos que antigamente eram comercializados como mistura racémica, como o esomeprazol e
o escitalopram.

(b) Uma vez que (S)-ibuprofeno é mais eficaz, por que os laboratérios ndo vendem (S)-
ibuprofeno enantiomericamente puro?



12. Componentes de biomoléculas complexas Trés biomoléculas importantes sio mostradas
nas suas formas ionizadas em pH fisiologico. Identifique os constituintes quimicos que fazem

parte de cada uma das moléculas.

(a) Trifosfato de guanosina (GTP), nucleotideo rico em energia que serve como precursor do
RNA:
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13. Determinacao experimental da estrutura de uma biomolécula Pesquisadores isolaram
uma substancia X desconhecia do musculo de um coelho. A estrutura dessa molécula foi
determinada a partir das seguintes observacoes e experimentos. A analise qualitativa mostrou
que X é inteiramente composta de C, H e O. Uma amostra de X foi pesada e oxidada
completamente, e as quantidades de H,0 e CO, produzidos foram medidas; essa andlise
quantitativa revelou que X contém 40,00% de C, 6,71% de H e 53,29% de O em peso. A massa
molecular de X, determinada por espectrometria de massas, foi de 90,00 u (unidades de massa
atomica; ver Quadro 1-1). A espectroscopia infravermelha mostrou que X contém uma dupla
ligacdo. X dissolve-se prontamente em agua, produzindo uma solucdo acida, que apresentou
atividade optica quando testada no polarimetro.

(a) Determine a férmula empirica e molecular de X.

(b) Desenhe as possiveis estruturas de X que se ajustam a férmula molecular e contém uma
ligacdo dupla. Considere apenas estruturas lineares ou ramificadas, e despreze estruturas ciclicas.
Observe que o oxigénio faz ligacdes muito fracas consigo mesmo.

(c) Qual é a significancia estrutural da atividade optica observada? Quais estruturas em (b) sdo
consistentes com as observacgoes?

(d) Qual é a significancia estrutural da observacdao de que a solucdo de X era acida? Quais
estruturas em (b) sdo consistentes com as observacoes?

(e) Qual é a estrutura de X? Mais de uma estrutura € consistente com todos os dados?

14. Nomenclatura de estereoisomeros com um carbono quiral usando o sistema RS
Propranolol é um composto quiral. (R)-Propranolol é usado como contraceptivo; (S)-propranolol
€ usado no tratamento da hipertensdao. Observe a estrutura de um dos isomeros do propranolol.

OH

(a) Identifique o carbono quiral no propranolol.
(b) A estrutura mostrada € do isomero (R) ou do isomero (S)?
(c) Desenhe o outro isomero do propranolol.



15. Nomenclatura de estereoisomeros com dois carbonos quirais usando o sistema RS O
isomero (R,R) do metilfenidato é wusado para tratar o transtorno de déficit de
atencdo/hiperatividade (TDAH). O isomero (S,S) é um antidepressivo.

(a) Identifique os dois carbonos quirais na estrutura a seguir.

(b) A estrutura mostra o isomero (R,R) ou o isomero (S,S)?
(c) Desenhe o outro isbmero do metilfenidato.

16. Estado dos esporos bacterianos O esporo de bactérias é metabolicamente inerte e pode
permanecer assim por anos. Os esporos nao contém quantidade mensuravel de ATP, ndo
consomem oxigénio e sdo isentos de dgua. Entretanto, quando um esporo é transferido para um
meio liquido apropriado, ele germina, faz ATP e a divisdo celular comeca em cerca de 1 hora.
Esporos estao vivos ou mortos? Explique a resposta.

17. Energia de ativacdao de uma reacao de combustao A lenha é quimicamente instavel em
comparagao com os seus produtos de oxidacao, CO, e H,O.

Lenha + O, - CO, + H,0O

(a) O que se pode dizer sobre a variacao de energia livre padrao dessa reacao?

(b) Por que a lenha empilhada perto da lareira ndo entra em combustdo espontanea,
transformando-se nos produtos mais estaveis?

(c) Como se pode fornecer energia de ativacdo para essa reagao?

(d) Suponha que se tenha uma enzima (lenhase) que catalise a conversdo rapida de lenha em CO,
e H,O em temperatura ambiente. Em termos termodinamicos, como essa enzima faria isso?

18. Consequéncias da substituicdo de nucleotideos Suponha que uma desoxicitidina (C) em
uma das fitas de DNA seja erroneamente substituida por desoxitimidina (T) durante a divisdo



celular. Qual seria a consequéncia para a célula se essa mudanca de desoxinucleotideo nao fosse
reparada?

19. Mutacoes e funcoes de proteinas Suponha que o gene de uma proteina de 500 aminoacidos
de comprimento sofra uma mutacdo. Se a mutacdo levar a sintese de uma proteina mutante na
qual apenas um dos 500 aminoacidos esteja incorreto, a proteina pode perder toda a sua atividade
biologica. Como uma mudanca tdo pequena na sequéncia de uma proteina pode inativa-la?

20. Duplicacao de genes e evolucao Suponha que um erro raro na replicacdo do DNA leve a
duplicacdo de um tnico gene, fazendo a célula-filha ter duas cépias do mesmo gene.

(a) Como essa mudanca favorece a aquisicao de uma nova funcao pela célula-filha?
(b) Na planta vascular Arabidosis thaliana, 50 a 60% do genoma consiste em conteudo
duplicado. Como isso pode conferir uma vantagem seletiva?

21. O tardigrado criptobidtico e a vida Tardigrados, também chamado de urso d’agua, sao
pequenos animais que podem atingir até 0,5 mm de comprimento. Em geral, os tardigrados
terrestres (figura) vivem no ambiente imido de musgos e liquens. Algumas dessas espécies sao
capazes de sobreviver em condigcOes extremas. Alguns tardigrados podem entrar em um estado
reversivel, denominado criptobiose, no qual o metabolismo cessa completamente até que surjam
condicbes favoraveis. Nesse estado, varias espécies de tardigrados resistem a desidratacdo,
temperaturas extremas e pressoes desde 6.000 atm até o vacuo, condi¢cdes anoxicas e irradiacao
vinda do espaco. Tardigrados em criptobiose se enquadram na definicdo de vida? Explique sua
resposta.
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22, Efeitos da radiacao ionizante sobre as bactérias O tratamento de uma cultura de bactérias
(E. coli) com radiagdo ionizante faz com que apenas uma pequena fracdo das células sobreviva.
As sobreviventes mostram-se mais resistentes a radiacdao do que as células iniciais. Quando
expostas a niveis de radiacdo ainda maiores, uma pequena fracdo dessas células resistentes
sobrevive e é ainda mais resistente a radiacdo. A repeticao desse procedimento com niveis cada
vez mais altos de radiagcdo produz uma cepa de E. coli muito mais resistente a radiagdo do que a
cepa original. Quais mudangas podem ter ocorrido a cada ciclo sucessivo de radiacdo e selecao?

23. Problema de analise de dados Em 1956, E. P. Kennedy e S. B. Weiss publicaram seus
estudos sobre a sintese do lipideo de membrana fosfatidilcolina (lecitina) no figado de ratos. A
hipétese deles era de que a fosfatidilcolina se ligaria a algum componente celular para produzir
lecitina. Nos experimentos iniciais, a incubacdo de fosfocolina marcada com [32P] em
temperatura fisiologica (37° C) com células hepaticas de rato rompidas rendeu lecitina. Esse
passou a ser o método para analisar as enzimas envolvidas na sintese de lecitina.
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Os pesquisadores centrifugaram a preparagao de células rompidas para separar as membranas das
proteinas soldiveis e testaram trés preparacoes: extrato total, membranas e proteinas soliveis. A
Tabela 1 resume esses resultados.

TABELA 1 Fracdes celulares necessérias para a incorporacao de [32P]-fosfocolina em lecitina

Numero do tubo Preparacao [32P]-fosfocolina incorporada a lecitina

1 Extrato total 6,3 pymol
2 Membranas 18,5 pymol
3 Proteinas soluveis 2,6 pymol

(a) A enzima responsavel por essa reacao ¢ uma proteina solivel do citoplasma ou uma enzima
ligada a membranas? Por qué?

Uma vez estabelecida a localizacdo da enzima, os pesquisadores passaram a investigar o efeito
do pH sobre a atividade da enzima. Eles fizeram o teste padrdo em solu¢des tampdo com
diferentes valores de pH, entre 6 e 9. O grafico mostra os resultados obtidos. A atividade
enzimatica corresponde a quantidade, em nanomols por litro, de [32P]-fosfocolina incorporada na
lecitina.
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(b) Qual é o pH ideal para essa enzima?
(c) O quanto a enzima € mais ativa em pH 8 do em pH 67?

Racgdes com intermediarios fosforilados geralmente necessitam de um ion metdlico divalente. Os
pesquisadores testaram Ca?*, Mn?* e Mg?* para determinar se um ion metalico divalente era
importante nessa reacao. O grafico mostra os resultados obtidos.
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(d) A enzima depende de qual ion metélico?

Os pesquisadores chegaram a conclusdo de que a reacao poderia necessitar de energia. Para testar
essa hipotese, eles incubaram membranas de figado de rato e [32P]-fosfocolina com diferentes
nucleotideos. Como o ATP que era vendido em 1956 ndo era altamente purificado como as
preparacoes comerciais de hoje, eles usaram duas fontes de ATP, o lote 116 e o lote 122. A
Tabela 2 mostra os resultados.

TABELA 2 Nucleotideos necessarios para a sintese de lecitina a partir de fosfocolina

Numero do Nucleotideo adicionado [32P]-fosfocolina incorporada a

tubo lecitina

1 5 pmol de ATP do lote 116 5,1 pmol

2 5 pmol de ATP do lote 122 0,2 pymol

3 5 pmol de ATP do lote 122 + 0,5 pymol de 0,4 ymol
GDP

4 15,0 ymol



5 pmol de ATP do lote 122 + 0,5 pymol de

CTP

5 5 pmol de ATP do lote 122 + 0,1 ymol de 10,0 ymol
CTP

6 5 pmol de ATP do lote 122 + 0,5 pymol de 0,4 ymol
UTP

7 0,5 pmol de CTP sem ATP 8,0 ymol

(e) Qual é a sua interpretacao da Tabela 2?
(f) Escreva a equacdo para a reacdo que os pesquisadores estudaram, incluindo todos os
componentes necessarios, inclusive fracdo celular, ion metalico e cofator nucleotideo.

Referéncia

Kennedy, E. P. e S. B. Weiss. 1956. The function of cytidine coenzymes in the biosynthesis of
phospholipids. J. Biol. Chem. 193-214.
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ESTRUTURA E CATALISE

bioquimica usa as técnicas e os conhecimentos da quimica para entender as

maravilhosas propriedades e atividades dos seres vivos. Para isso, o estudante

inicialmente precisa adquirir o vocabulario e a linguagem da bioquimica, que sao
apresentados na Parte I deste livro.

Os capitulos da Parte I sdo dedicados a estrutura e a funcdo das principais classes dos
constituintes das células: agua (Capitulo 2), aminoacidos e proteinas (Capitulos 3 a 6), acicares e
polissacarideos (Capitulo 7), nucleotideos e acidos nucleicos (Capitulo 8), acidos graxos e
lipideos (Capitulo 10) e, por fim, membranas e proteinas de sinalizacdo das membranas
(Capitulos 11 e 12). No contexto de estrutura e funcdo, também sao discutidas as tecnologias
utilizadas no estudo de cada classe de biomolécula. Um capitulo inteiro (Capitulo 9) é dedicado
as biotecnologias relacionadas com a clonagem e a genomica.

Iniciamos, no Capitulo 2, abordando a dgua, pois as suas propriedades afetam a estrutura e a
funcdo de todos os demais constituintes das células. Para cada classe de molécula organica,
primeiro consideramos a quimica das unidades monoméricas que se associam por ligagcoes
covalentes (aminoacidos, monossacarideos, nucleotideos e acidos graxos) e, depois, a descricao
das estruturas das macromoléculas e dos complexos supramoleculares derivados dela. Um tema
relevante € que, nos sistemas vivos, as macromoléculas, apesar do seu grande tamanho, sdao
entidades quimicas altamente ordenadas com as subunidades monoméricas em sequéncias
especificas, que lhes conferem as suas estruturas e funcdes caracteristicas. Esse tema
fundamental pode ser subdividido em trés principios béasicos que se inter-relacionam: (1) a
estrutura especifica de cada macromolécula determina as suas funcdes; (2) as interagdes nao
covalentes tém um papel crucial na determinacdo das estruturas e das fungdes das
macromoléculas; e (3) as subunidades monoméricas dos polimeros estdo em sequéncias
especificas, o que constitui uma forma de informacao indispensavel para a manutencdo da vida.

A relacao entre estrutura e funcao é especialmente evidente nas proteinas, que apresentam uma
diversidade de fungdes extraordinaria. Uma sequéncia especifica de aminoacidos no polimero
produz uma estrutura fibrosa resistente, encontrada no cabelo e na 13; outra sequéncia produz
uma proteina que transporta oxigénio no sangue; uma terceira faz com que se ligue a outras
proteinas e catalise a clivagem das ligacOes entre seus aminoacidos. De maneira semelhante, as
funcdes especiais dos polissacarideos, dos dacidos nucleicos e dos lipideos podem ser
compreendidas como o resultado direto das suas estruturas quimicas, com subunidades
monomeéricas caracteristicas ligadas de forma precisa para formar polimeros funcionais.
Acucares ligados entre si se tornam depositos de energia, de fibras estruturais e de pontos para
reconhecimentos moleculares especificos; nucleotideos enfileirados no DNA ou no RNA
constituem o projeto que determina um organismo inteiro; e agregados de lipideos formam



membranas. O Capitulo 12 unifica a discussdo sobre as fungoes das biomoléculas, descrevendo
como sistemas sinalizadores especificos regulam as atividades das biomoléculas — dentro da
célula, dentro de um 6rgao e entre 6rgaos — para manter um organismo em homeostase. Falhas
em manter a homeostase levam a perda de funcao, isto é, a doenca.

A medida que passamos das unidades monoméricas para polimeros cada vez maiores, o foco
quimico muda de ligacdes covalentes para interacdes ndao covalentes. As ligacoes covalentes, nos
niveis monomeérico e macromolecular, impdem restri¢cdes as formas que as biomoléculas grandes
podem assumir. As interacdes ndo covalentes sdo muito numerosas e ditam a conformacdo nativa
estavel das moléculas grandes, ao mesmo tempo que possibilitam a flexibilidade necessaria para
a respectiva funcdo biol6gica. Como veremos, interaces ndo covalentes sdo essenciais a
capacidade catalitica das enzimas, a interacdo critica entre bases complementares nos acidos
nucleicos e ao arranjo e propriedades de lipideos nas membranas. O principio de que sequéncias
de subunidades monoméricas sao ricas em informacao estd bem evidente na discussdo sobre os
acidos nucleicos (Capitulo 8). Contudo, além dos acidos nucleicos, proteinas e alguns polimeros
curtos de acucares (oligossacarideos) também sdao moléculas ricas em informacdo. A sequéncia
de aminoacidos é uma forma de informacado e da orientagcdes para o enovelamento caracteristico
de cada proteina, fazendo-as atingir uma estrutura tridimensional tnica, que, por sua vez,
determina as funcdes da proteina. Alguns oligossacarideos também tém sequéncias e estruturas
tridimensionais tnicas, que sao reconhecidas por outras macromoléculas.

Cada classe de moléculas tem uma hierarquia estrutural semelhante: subunidades de estrutura
fixa sdo conectadas por ligacdes de flexibilidade limitada e formam macromoléculas com
estruturas tridimensionais que sdao o resultado de interacdes ndo covalentes. Essas
macromoléculas interagem para formar estruturas supramoleculares e organelas, que permitem
que as células desempenhem as suas varias fun¢des metabolicas. No seu conjunto, as moléculas
descritas na Parte I constituem os ingredientes da vida.



Capitulo 2



AGUA, O SOLVENTE DA VIDA

Aégua é a substancia mais abundante nos sistemas vivos, constituindo mais de 70% do peso da
maioria dos seres vivos. O primeiro organismo vivo na Terra, sem duvida, apareceu em um
ambiente aquoso, e o curso da evolucdo foi moldado pelas propriedades do meio aquoso no qual
a vida comecou.

Este capitulo inicia com descri¢des das propriedades fisicas e quimicas da dgua, a partir das
quais todos os aspectos das estruturas e funcdes das células sdo adaptados. As forcas de atracao
entre moléculas da agua e a pequena tendéncia da agua a ionizar sao de crucial importancia para
a estrutura e a funcdo das biomoléculas. Revisamos o topico da ionizacdo em termos de
constantes de equilibrio, pH e curvas de titulagdao, e consideramos como as solucoes aquosas de
acidos fracos ou bases fracas e seus sais agem como tampdes que se contrapdem a mudancas de
pH em sistemas biologicos. A molécula da agua e seus produtos de ionizacao, H* e OH-,
influenciam profundamente a estrutura, a auto-organizacao e as propriedades de todos os
componentes celulares, incluindo proteinas, acidos nucleicos e lipideos. As interacbes nao
covalentes responsaveis pela intensidade e especificidade do “reconhecimento” entre
biomoléculas sdo definitivamente influenciadas pelas propriedades da dgua como solvente,
incluindo sua capacidade de formar ligac6es de hidrogénio com ela mesma e com solutos.

Este capitulo enfatiza os seguintes principios:

P1 As propriedades da agua como solvente moldaram a evolucao dos seres vives. A
maioria dos intermediarios pequenos do metabolismo, bem como os acidos nucleicos e as
proteinas, sdo soliveis em agua. Bicamadas lipidicas, provavelmente os precursores das
membranas biologicas, se formam espontaneamente em Adgua e sdo estabilizadas por
interacOes com a dgua. Embora as ligacoes de hidrogénio, as interacGes ionicas e o efeito
hidrofébico sejam individualmente fracos, os seus efeitos combinados influenciam
profundamente a estrutura tridimensional e a estabilidade das estruturas das moléculas
biologicas.

P2 O comportamento de ionizacdao da agua e dos acidos e bases fracos dissolvidos em agua
pode ser representado por uma ou mais constantes de equilibrio. A maior parte das
moléculas biolégicas é ionizavel; suas estruturas e funcdes dependem do seu estado de
ionizacdo, que é caracterizado pelas constantes de equilibrio.

P3 Uma solucao aquosa de um acido fraco e de seu sal constituem um tampao que resiste
a mudancas de pH decorrentes da adicao de acidos ou bases. Sistemas biologicos sao
tampoOes que mantém o pH em uma faixa estreita, na qual as macromoléculas mantém suas
estruturas funcionais, que sao dependentes do estado de ionizacdo. Situagdes que produzem



P4

um pH do sangue fora da faixa entre 7,3 e 7,5 constituem perigo de vida para os humanos.

As enzimas, que catalisam todos os processos dentro de uma célula, evoluiram para
funcionar de forma ideal em um pH (fisiolégico) quase neutro. Entretanto, enzimas que
atuam em compartimentos intracelulares com pH baixo ou alto tém suas maiores atividades
nesses valores de pH.



2.1 Interacoes fracas em sistemas aquosos

LigacOes de hidrogénio entre moléculas de agua fornecem as forgas coesivas que fazem a agua
ser liquida em temperatura ambiente e um soélido cristalino (gelo) com um arranjo de moléculas
altamente ordenado em temperaturas baixas. P1 As biomoléculas polares dissolvem-se
facilmente em agua, uma vez que elas podem substituir interacdes entre moléculas de agua
(agua-agua) por interacdes energeticamente mais favoraveis entre dgua e soluto (agua-soluto).
Por outro lado, as biomoléculas apolares sao muito pouco soliveis em agua, uma vez que elas
interferem nas interagdes agua-agua, mas sao incapazes de formar interagdes agua-soluto. Em
solugdes aquosas, moléculas apolares tendem a formar agregados. P1 Ligacdes de hidrogénio e
interacOes ionicas, hidrofébicas (do grego para “medo de agua”) e interacOes de van der Waals
sao individualmente fracas, mas, quando em conjunto, elas influenciam de modo significativo as
estruturas tridimensionais de proteinas, acidos nucleicos, polissacarideos e lipideos de
membranas.

Ligacoes de hidrogénio sao responsaveis pelas propriedades
incomuns da agua

A agua tem ponto de fusdo, ponto de ebulicdo e calor de vaporizacdo mais altos que a maioria
dos outros solventes. Essas propriedades incomuns sdo decorrentes da atracdo reciproca entre
moléculas de agua vizinhas, que confere a agua liquida uma grande coesao interna. Ao observar
a estrutura de elétrons da molécula de H,O, percebe-se a origem dessas atragoes
intermoleculares.

Cada atomo de hidrogénio de uma molécula de agua compartilha um par de elétrons com o
atomo central do oxigénio. A geometria da molécula de agua é ditada pelas formas dos orbitais
dos elétrons mais externos do atomo de oxigénio, que sdo similares aos orbitais sp3 da ligagcdo ao
carbono (ver Fig. 1-13). Esses orbitais podem ser descritos como tendo um formato aproximado
de tetraedro, com um atomo de hidrogénio em cada um de dois dos vértices e pares de elétrons
ndo compartilhados nos outros dois vértices (Fig. 2-1a). O angulo da ligagio H-O-H é de
104,5°, levemente menor que o angulo 109,5° de um tetraedro perfeito, em consequéncia do
agrupamento dos orbitais do atomo de oxigénio que ndo participam de ligacoes.
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FIGURA 2-1 Estrutura da molécula de agua. (a) A natureza dipolar da molécula de 4gua estd ilustrada no modelo de
esfera e bastdo; as linhas tracejadas representam orbitais ndo ligantes. Hd um arranjo quase tetraédrico do par de elétrons da
camada mais externa ao redor do 4tomo de oxigénio. Os dois atomos de hidrogénio tém cargas parciais positivas (6+), e o atomo
de oxigénio tem carga parcial negativa (6-). (b) Duas moléculas de H,O unidas por ligagdo de hidrogénio (representada aqui e ao
longo de todo o livro por trés linhas azuis) entre o atomo de oxigénio da molécula superior e um dtomo de hidrogénio da
molécula inferior. As ligagoes de hidrogénio sdo mais longas e mais fracas que as liga¢des covalentes O—H.

O nucleo do atomo de oxigénio atrai elétrons mais fortemente que o nicleo de hidrogénio (um
préton); ou seja, o oxigénio é mais eletronegativo. Assim, os elétrons compartilhados geralmente
estdo mais nas vizinhancas do atomo de oxigénio do que nas vizinhangas do atomo de
hidrogénio. O resultado desse compartilhamento desigual de elétrons é a formacdo, na molécula
de agua, de dois dipolos elétricos, um ao longo de cada ligacdo O—-H; cada hidrogénio carrega
uma carga parcial positiva (6+), e o oxigénio carrega uma carga parcial negativa igual em
magnitude a soma das duas cargas parciais positivas (26-). Como resultado, ha uma atracdo
eletrostatica entre o atomo de oxigénio de uma molécula de adgua e o hidrogénio de outra (Fig. 2-
1b), chamada de ligacao de hidrogénio. Ao longo deste livro, as ligacGes de hidrogénio estdo
representadas com trés linhas paralelas azuis, como na Figura 2-1b.

Ligacoes de hidrogénio sdo relativamente fracas. A ligacdo de hidrogénio na agua liquida tem
uma energia de dissociacao da ligacao (a energia necessaria para quebrar uma ligacdo) de cerca
de 23 kJ/mol, sendo que a da ligacdo O—H covalente na agua é de 470 kJ/mol, e, da ligagdo C—C
covalente, de 350 kJ/mol. A ligacdo de hidrogénio é cerca de 10% covalente, devido a



sobreposicdao dos orbitais da ligacdo, e cerca de 90% eletrostatica. Em temperatura ambiente, a
energia térmica de uma solucdao aquosa (a energia cinética do movimento dos atomos e
moléculas individuais) é da mesma ordem de magnitude que a necessaria para quebrar ligacoes
de hidrogénio. Quando a agua é aquecida, o aumento da temperatura causa o aumento da
velocidade de moléculas de agua individuais. Em qualquer dado momento, a maioria das
moléculas na agua liquida é ligada por ligacoes de hidrogénio, mas cada ligacao de hidrogénio
dura somente de 1 a 20 picossegundos (1 ps = 1012 s); quando uma ligacdo de hidrogénio
quebra, uma outra ligacdo de hidrogénio se forma em 0,1 ps, com a mesma molécula ou com
outra molécula de agua. A expressao “agrupamentos oscilantes” é aplicada aos grupos de vida
curta de moléculas de agua interligados por ligacOes de hidrogénio na agua liquida. O somatoério
de todas as ligacdes de hidrogénio entre as moléculas de dgua confere a dgua liquida uma grande
coesdo interna. Redes extensas de moléculas de agua unidas por ligacoes de hidrogénio também
formam pontes entre solutos (como proteinas e acidos nucleicos), que permitem que essas
moléculas maiores interajam umas com as outras por distancias de varios nanometros sem se
tocarem fisicamente.

O arranjo aproximadamente tetraédrico dos orbitais ao redor do atomo de oxigénio (Fig. 2-1a)
permite que cada molécula de dgua forme ligacoes de hidrogénio com até quatro moléculas de
agua vizinhas. Na 4gua liquida em temperatura ambiente e pressdo atmosférica, entretanto, as
moléculas de agua estdo desorganizadas e em movimento continuo, de modo que cada molécula
de 4dgua forma ligacdes de hidrogénio com somente 3,4 outras moléculas, em média. No gelo,
por outro lado, cada molécula de dgua esta fixa no espaco e forma ligacdes de hidrogénio com
quatro outras moléculas de dgua, formando uma estrutura de rede regular (Fig. 2-2). As ligagdes
de hidrogénio sdo responsaveis pelo ponto de fusdo relativamente alto da dgua, pois é necessaria
muita energia térmica para quebrar uma proporcao suficiente de ligacdes de hidrogénio para
desestabilizar a rede de cristais do gelo. Quando o gelo se funde ou a agua evapora, calor é
retirado do meio pelo sistema:

H,O(solida) - H,0O(liquida) AH = +5,9kJ/mol

H,O(liquida) - H,O(gasosa) AH = +44,0 kJ/mol






FIGURA 2-2 Ligagbdes de hidrogénio no gelo. No gelo, cada molécula de dgua forma quatro ligacGes de hidrogénio, o
maximo possivel para uma molécula de dgua, criando uma estrutura de rede cristalina regular. Em contrapartida, na agua liquida
em temperatura ambiente e pressdo atmosférica, cada molécula de dgua faz uma média de 3,4 ligacdes de hidrogénio com outras
moléculas de 4gua. Essa estrutura em rede cristalina regular faz o gelo ser menos denso que a 4gua liquida, e, consequentemente,
o gelo flutua na agua liquida.

Durante a fusdo ou a evaporagdo, a entropia do sistema aquoso aumenta a medida que as
disposicoes mais ordenadas das moléculas de 4gua em forma de gelo passam a assumir
disposicoes menos ordenadas no estado liquido ou completamente desordenadas no estado
gasoso. Em temperatura ambiente, tanto a fusdo do gelo quanto a evaporacdo da dgua ocorrem
espontaneamente; a tendéncia das moléculas de agua de se associarem por meio de ligacoes de
hidrogénio é compensada pela tendéncia energética para a desordem. Lembre-se que, para um
processo ocorrer espontaneamente, a variacao de energia livre (AG) deve ter um valor negativo:
AG = AH — T AS, em que AG representa a forca motriz, AH a mudancga de entalpia para formar e
romper ligacdes e AS a mudanca no nivel de desordem. Como AH é positivo para a fusdo e a
evaporacdo, fica evidente que é o aumento na entropia (AS) que torna AG negativo,
impulsionando, assim, a mudanga de estado.

A agua forma ligacoes de hidrogénio com solutos polares

Formar ligagOes de hidrogénio ndo é uma exclusividade da molécula de agua. Elas se formam
prontamente entre um atomo eletronegativo (aceptor de hidrogénio, geralmente oxigénio ou
nitrogénio) e um atomo de hidrogénio ligado covalentemente a outro atomo eletronegativo
(doador de hidrogénio) na mesma ou em outra molécula (Fig. 2-3). Atomos de hidrogénio
covalentemente ligados a atomos de carbono ndo participam de ligacGes de hidrogénio, uma vez
que o atomo de carbono é apenas levemente mais eletronegativo que o hidrogénio e, portanto, a
ligacdo C—H é muito pouco polar. Essa diferenca explica por que o butano (CH,(CH,),CH,) tem
ponto de ebulicdo de apenas —0,5 °C enquanto que o butanol (CH,(CH,),CH,0OH) tem um ponto
de ebulicdo de 117 °C. O butanol tem um grupo hidroxila que é polar, entdo pode formar
ligacoes de hidrogénio intermoleculares. Biomoléculas polares ndo carregadas, como os
acticares, dissolvem-se rapidamente em agua, devido ao efeito estabilizador das ligacdes de
hidrogénio entre os grupos hidroxila ou entre o oxigénio da carbonila do agtcar e as moléculas
polares da 4gua. P1 Alcoois, aldeidos, cetonas e compostos contendo ligacdes N-H formam
ligacdes de hidrogénio com moléculas de dgua (Fig. 2-4) e tendem a ser soltveis em dgua.
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FIGURA 2-3 Ligacées de hidrogénio comuns em sistemas biolégicos. O aceptor de hidrogénio geralmente é oxigénio ou

nitrogénio; o doador de hidrogénio é outro 4tomo eletronegativo.
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FIGURA 2-4 Algumas ligagdes de hidrogénio com relevancia biolégica.

As ligacdes de hidrogénio sdao mais fortes quando as moléculas ligadas estdo orientadas de
forma a maximizar as interacGes eletrostaticas. Isso ocorre quando o 4&tomo de hidrogénio e os
dois atomos que o compartilham estdo em linha reta — isto é, quando o atomo aceptor esta
alinhado com a ligagdo covalente entre o atomo doador e o hidrogénio (Fig. 2-5). Esse arranjo

coloca as cargas positivas do ion hidrogénio diretamente entre as duas cargas parciais negativas.



A ligacdo de hidrogénio é, portanto, altamente direcional e capaz de manter duas moléculas ou
grupos unidos por ligacao de hidrogénio em um arranjo com geometria especifica. Como sera
visto posteriormente, essa propriedade das ligacdes de hidrogénio confere estruturas
tridimensionais muito precisas a moléculas de proteinas e de acidos nucleicos, as quais possuem
muitas ligacOes de hidrogénio intramoleculares.
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FIGURA 2-5 Orientacio das ligagées de hidrogénio. A atracio entre as cargas elétricas parciais é méxima quando os trés
atomos envolvidos na ligacdo (nesse caso, O, H e O) estdo dispostos em linha reta. Quando as partes da molécula que fazem
ligacdes de hidrogénio estdo submetidas a restri¢des estruturais (p. ex., quando sao parte de uma molécula de proteina), essa
geometria ideal pode ndo ser mais possivel, o que faz essas ligagdes de hidrogénio serem mais fracas.

A agua interage eletrostaticamente com solutos carregados

A agua é um solvente polar. Ela dissolve prontamente a maioria das biomoléculas, que, em geral,
sdo compostos carregados ou polares (Tabela 2-1); compostos que se dissolvem facilmente em
agua sdo hidrofilices (do grego para “que ama a agua”). Em contrapartida, solventes apolares,
como cloroférmio e benzeno, sdo péssimos solventes para biomoléculas polares, mas dissolvem
prontamente moléculas hidrofébicas — moléculas apolares, como lipideos e ceras. Compostos
anfipaticos contém regioes polares (ou carregadas) e regides apolares. Esse comportamento das
moléculas em solucdes aquosas é discutido posteriormente.

1 VaV:) 5 92N Exemplos de algumas moléculas biolégicas polares, apolares e anfipaticas
2-1 (mostradas nas formas ionicas em pH 7)
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A agua dissolve sais como o NaCl pela hidratacdao e estabilizacdo dos ions Na* e Cl-,
enfraquecendo as interacGes eletrostaticas entre eles e, portanto, neutralizando a tendéncia de se
associarem em uma rede cristalina (Fig. 2-6). A &gua também dissolve prontamente
biomoléculas carregadas, incluindo compostos com grupos funcionais, como acidos carboxilicos
ionizados (—COO-), aminas protonadas (—NH,*) e ésteres de fosfato ou anidridos. A agua
substitui as ligacoes de hidrogénio soluto-soluto, conectando essas biomoléculas umas as outras
através de ligacOes de hidrogénio soluto-agua; assim, as interacOes eletrostaticas que as
moléculas de soluto fazem entre si sdo blindadas por moléculas de 4gua, ou seja, sdo substituidas
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FIGURA 2-6 Agua como solvente. A dgua dissolve muitos sais cristalinos pela hidratagio de seus ons. A rede cristalina do
NaCl se desfaz quando moléculas de dgua se aglomeram ao redor dos fons Cl~ e Na*. As cargas idnicas sdo parcialmente
neutralizadas, e as atragdes eletrostaticas necessdrias para a formacao da rede sdo enfraquecidas.

InteragOes ionicas entre ions dissolvidos sdo muito mais fortes quando o ambiente for muito
menos polar, uma vez que ha menos blindagem de cargas entre as moléculas do solvente apolar.
A agua é efetiva na blindagem de interagoes eletrostaticas entre ions dissolvidos devido a sua alta
constante dielétrica, uma propriedade fisica que reflete o ntimero de dipolos de um solvente. A
intensidade, ou forga (F), das interagOes ionicas, que depende da magnitude das cargas (Q), da
distancia entre os grupos carregados (r) e da constante dielétrica (¢, que é adimensional) do
solvente no qual as interacdes ocorrem, é expressa COmo:

Para a agua a 25 °C, € é 78,5, e para o solvente muito apolar benzeno, ¢ é 4,6. A dependéncia por
r2 faz a atragdo ou repulsdo idnica operar somente a pequenas distancias — na faixa de 10 a 40 nm
(dependendo da concentracao do eletr6lito) quando o solvente é agua. O que determina a
interacao de duas regides polares de biomoléculas ndo é a constante dielétrica do solvente, mas
sim constantes dielétricas altamente localizadas, como no caso dos bolsdes hidrofébicos das
proteinas.

Logo que um sal como o NaCl se dissolve, os ions Na* e Cl- abandonam a rede cristalina e
adquirem uma liberdade muito maior de movimento (Fig. 2-6). O aumento resultante na entropia



(grau de desordem) do sistema é, em grande parte, responsavel pela facilidade da dissolucao de
sais como NaCl em agua. Em termos termodinamicos, a solubilizacdo ocorre com uma variacao
favoravel de energia livre: AG = AH — T AS, em que AH tem um valor positivo pequeno e T AS,
um valor positivo grande; entdo, AG € negativo.

Gases apolares sao fracamente soliiveis em agua

Os gases de importancia biologica CO,, O, e N, sdo moléculas apolares. No caso do O, e do N,,
os elétrons sdo compartilhados igualmente por ambos os atomos que participam da ligacao. No
CO,, cada ligacdo C=0 é polar, mas os dois dipolos estdo em direcOes exatamente opostas e
anulam um ao outro (Tabela 2-2). O movimento de moléculas da fase gasosa desordenada de
uma solucdo aquosa restringe tanto o movimento das moléculas do gas como o movimento das
moléculas de agua e, portanto, leva a um decréscimo de entropia. Essa combinacdo entre a
natureza apolar desses gases e o decréscimo de entropia quando eles entram na solugdo faz eles
serem pouco soliveis em agua. Alguns organismos tém “proteinas transportadoras” soltveis em
agua (p. ex., hemoglobina e mioglobina) que facilitam o transporte de O,. O diéxido de carbono
forma o acido carbonico (H,CO,) em solucdo aquosa e é transportado como ion HCO,-
(bicarbonato) livre — bicarbonato é muito soltvel em agua (~ 100 g/L. a 25 °C) — ou ligado a
hemoglobina. Trés outros gases, NH,, NO e H,S, também tém papéis bioldgicos em alguns
organismos; esses gases sdo polares e dissolvem-se facilmente em agua.

TABELA 2-2 Solubilidade de alguns gases na agua

Gas Estrutura2 Polaridade Solubilidade em agua (g/L)®
Nitrogénio N-N Apolar 0,018 (40 °C)

Oxigénio 0=0 Apolar 0,035 (50 °C)

Diodxido de carbono 5 5 Apolar 0,97 (45 °C)

Amonia Polar 900 (10 °C)

Sulfeto de hidrogénio Polar 1.860 (40 °C)
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3As setas representam dipolos elétricos; ha uma carga negativa parcial (6-) na ponta da seta e uma carga positiva parcial (6+;
ndo mostrada) na cauda da seta.

bObserve que moléculas polares se dissolvem muito melhor, mesmo em temperaturas baixas, do que moléculas apolares em
temperaturas relativamente altas.

Compostos apolares forcam mudancas energeticamente
desfavoraveis na estrutura da agua

Quando a 4agua é misturada com benzeno ou hexano, formam-se duas fases; nenhum desses
liquidos é soltivel no outro. Compostos apolares como benzeno e hexano sao hidrofobicos — eles
sao incapazes de fazer interacOes energeticamente favoraveis com moléculas de agua e
interferem nas ligacoes de hidrogénio entre as moléculas de agua. Todas as moléculas ou ions em
solucdo aquosa interferem com as ligacdes de hidrogénio de algumas das moléculas de dgua das
suas vizinhangas, mas solutos polares ou carregados (como NaCl) compensam as ligacoes de
hidrogénio 4gua-dgua perdidas pela formacdo de novas interacGes agua-soluto. A variacdo
liquida na entalpia (AH) da dissolucdao desses solutos geralmente € pequena. Solutos
hidrofébicos, entretanto, ndo oferecem essa compensacao e, quando adicionados a agua, levam a
um pequeno ganho de entalpia; a quebra das ligacdes de hidrogénio entre as moléculas de agua
retira energia do sistema, o que requer obter energia das vizinhangas. Além da entrada da energia
necessaria, a dissolucao dos compostos hidrofébicos em dgua produz um decréscimo mensuravel
na entropia. As moléculas de agua na vizinhanga imediata de um soluto apolar sdo restringidas
no que se refere as orientacdoes possiveis que podem tomar, jd que formam um envoltorio
altamente ordenado ao redor de cada molécula do soluto para maximizar as ligacOes de
hidrogénio solvente-solvente. Essas moléculas de agua nao estdao altamente orientadas como
aquelas presentes em clatratos, compostos cristalinos de solutos apolares e d4gua, mas o efeito é
0 mesmo em ambos 0s casos: 0 ordenamento das moléculas de agua reduz a entropia. O numero
de moléculas de agua ordenadas e, portanto, a magnitude da reducdo da entropia sao
proporcionais a area da superficie do soluto hidrofébico retido dentro da camada de moléculas de
agua que o envolve. A variacao de energia livre para a dissolu¢dao de um soluto apolar em agua é,
portanto, desfavoravel: AG = AH — T AS, em que AH tem um valor positivo, AS, um valor
negativo, e AG € positivo.

Quando um composto anfipatico (Tabela 2-1) é misturado com agua, a regido polar hidrofilica
interage favoravelmente com a 4gua e tende a se dissolver, mas a regido apolar hidrofébica tende

a evitar contato com a agua (Fig. 2-7a). As regides apolares das moléculas aglomeram-se para



expor a menor area hidrofébica possivel ao solvente aquoso, e as regides polares sdo arranjadas
de forma a maximizar as interacdes umas com as outras e com o solvente (Fig. 2-7b), um
fendomeno chamado de efeito hidrofébico. Essas estruturas estaveis de compostos anfipaticos em
agua, chamadas de micelas, podem conter centenas ou milhares de moléculas. Ao se agruparem,
as regioes apolares das moléculas atingem um maximo de estabilidade termodinamica por
minimizarem o nimero de moléculas de agua ordenadas necessarias para envolver as porgoes
hidrofébicas dos solutos, aumentando a entropia do sistema. Um caso especial desse efeito
hidrofébico é a formacao da bicamada lipidica nas membranas biolégicas (ver Fig. 11-1).
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FIGURA 2-7 Compostos anfipaticos quando em solugées aquosas formam estruturas que aumentam a entropia. (a)
Acidos graxos de cadeia longa tém cadeias de grupos alquila muito hidrofébicas, e cada cadeia é envolta por uma camada de
moléculas de 4gua altamente ordenadas. (b) Ao se aglomerarem em micelas, as moléculas de 4cidos graxos expdem para a agua
uma superficie com a menor area possivel, de modo que menos moléculas de dgua sdo necessarias para formar a camada de dgua
ordenada. A entropia obtida pela liberacdo das moléculas de 4gua até entdo imobilizadas estabiliza a micela.

Muitas biomoléculas sdo anfipdticas; proteinas, pigmentos, certas vitaminas e os esterdis e
fosfolipideos de membranas. Todas elas apresentam regides de superficie polares e apolares. As
estruturas formadas por essas moléculas sdo estabilizadas pelo efeito hidrofébico, que favorece a
agregacao das regides apolares. P1 O efeito hidrofébico nas interagdes entre lipideos, e entre
lipideos e proteinas, é o mais importante determinante da estrutura de membranas biologicas. A
agregacao de aminoacidos apolares no interior de proteinas, impulsionada pelo efeito
hidrofébico, também participa na estabilizacdo da estrutura tridimensional das proteinas.

As ligacOes de hidrogénio entre a agua e solutos polares também provocam um ordenamento
das moléculas de 4gua, mas o efeito energético é menos significativo que com solutos apolares.
A ruptura do ordenamento das moléculas de agua faz parte da forca motriz da ligacdo de um
substrato polar (reagente) a uma superficie polar complementar de uma enzima: a entropia
aumenta quando a enzima desloca moléculas de agua ordenadas do substrato, e o substrato
desloca moléculas de dgua ordenadas para fora da superficie da enzima (Fig. 2-8). Esse assunto

é discutido com mais detalhes no Capitulo 6.
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FIGURA 2-8 A liberagio de moléculas de agua ordenadas favorece a formacio de complexos enzima-substrato. A
enzima e o substrato, quando separados, forcam moléculas de d4gua das vizinhancas a formarem uma camada ordenada. A ligagdo
do substrato com a enzima libera algumas dessas aguas ordenadas, e o aumento na entropia que resulta disso favorece
termodinamicamente a formagdo do complexo enzima-substrato.



Interacoes de van der Waals sao atracoes interatomicas fracas

Quando dois atomos nao carregados sao colocados bem proximos um do outro, as suas nuvens
de elétrons influenciam uma a outra. Variacdes aleatorias nas posicoes dos elétrons ao redor do
ntcleo podem criar um dipolo elétrico transitorio, que induz a formagao de um dipolo transitério
de carga oposta no atomo que estd mais proximo. Os dois dipolos atraem-se fracamente,
aproximando os dois nucleos. Essas atracoes fracas sdao chamadas de interacdes de van der
Waals (também conhecidas como forcas de dispersdo de London). A medida que os dois nticleos
se aproximam, as nuvens de elétrons comecam a se repelir mutuamente. Nesse ponto, no qual a
atracdo liquida é maxima, diz-se que os nucleos estdo em contato de van der Waals. Cada atomo
tem um raio de van der Waals caracteristico, uma medida do qudo préximo um atomo permite
que outro se aproxime (Tabela 2-3). No caso dos modelos moleculares de volume atdmico
mostrados neste livro, os atomos estdo representados em tamanhos proporcionais aos respectivos
raios de van der Waals.

VAN HIWAR Raios de van der Waals e raios covalentes (ligacao simples) de alguns
3 elementos

Elementos Raio de van der Waals (nm) Raio covalente para ligacées simples (nm)

H 0,11 0,030
O 0,15 0,066
N 0,15 0,070
C 0,17 0,077
S 0,18 0,104
P 0,19 0,110
I 0,21 0,133

Fontes: Para os raios de van der Waal, R. Chauvin, J. Phys. Chem. 96:9194, 1992. Para os raios covalentes, L. Pauling, Nature
of the Chemical Bond, 3rd edn, Cornell University Press, 1960.

Nota: os raios de van der Waals descrevem as dimensdes dos atomos no espaco. Quando dois &tomos estdo ligados
covalentemente, os raios atdmicos no ponto da ligacdo sdo menores que os raios de van der Waals, uma vez que os atomos
ficam unidos porque o par de elétrons compartilhado os aproxima. A distancia entre os nticleos em uma interagdo de van der
Waals ou em uma ligacdo covalente é aproximadamente igual a soma dos raios de van der Waals ou dos raios covalentes dos
dois atomos, respectivamente. Portanto, o comprimento de uma ligacdo carbono-carbono simples é de cerca de 0,077 nm +
0,077 nm = 0,154 nm.

Interacoes fracas sao cruciais para a estrutura e a funcao das
macromoléculas



Penso que, a medida que os métodos da quimica estrutural forem aplicados a problemas
fisioldgicos, sera descoberto que a importancia das ligacdes de hidrogénio para a fisiologia é
maior do que qualquer outra caracteristica estrutural.

—Linus Pauling,
The Nature of the Chemical Bond, 1939

As interagOes ndao covalentes que descrevemos — ligacoes de hidrogénio e interagOes ionicas,
hidrofébicas e de van der Waals (Tabela 2-4) — sdo muito mais fracas do que as ligagdes
covalentes. E necessario o fornecimento de 350 kJ de energia para quebrar um mol (6 x 1023) de
ligacoes simples do tipo C—C, e cerca de 410 kJ de energia para quebrar um mol de ligacoes C—
H, porém uma quantidade tdo pequena como 4 kJ ja é suficiente para romper um mol de
interacOes tipicas de van der Waals. As interacoes orientadas pelo efeito hidrofobico sdao também
muito mais fracas que as ligagdes covalentes, embora elas sejam substancialmente fortalecidas
por um solvente altamente polar (p. ex., solucdo salina concentrada). InteragOes iOnicas e
ligacdes de hidrogénio variam em intensidade, dependendo da polaridade do solvente e do
alinhamento dos atomos ligados ao hidrogénio, mas sdo sempre muito mais fracas que as
ligacOes covalentes. Em um solvente aquoso a 25 °C, a energia térmica disponivel pode ser da
mesma ordem de grandeza que a forca dessas interacdes fracas, e as interagcdes entre as
moléculas do soluto e do solvente (dgua) sdo quase tdo favoraveis quanto aquelas das interacdes
soluto-soluto. Consequentemente, ligacoes de hidrogénio e interagcdes ionicas, hidrofébicas e
interacOes de van der Waals estdo continuamente se formando e se desfazendo.

TABELA 2-4 Os quatro tipos de interacoes nao covalentes (“fracas”) entre
biomoléculas em solventes aquosos

Ligacoes de

hidrogénio
Entre grupos
neutros

Entre ligacGes
peptidicas

InteracGes iOnicas
Atracao

Repulsao

Efeito hidrofébico






InteracOes de van ~ Dois atomos quaisquer bem proximos um do outro
der Waals

P1 Apesar de as interacdes desses quatro tipos serem individualmente fracas, em comparagao
com as ligacoes covalentes, o efeito cumulativo de um grande niimero de interacGes desse tipo
pode ser muito significativo. Por exemplo, a ligacdo ndo covalente de uma enzima ao seu
substrato pode envolver muitas ligacoes de hidrogénio e uma ou mais interacoes ionicas, assim
como efeito hidrofébico e interacdes de van der Waals. A formacdo de cada uma dessas
associacoes contribui para um decréscimo na energia livre do sistema. Pode-se calcular a
estabilidade de uma interacdo ndao covalente, como a da ligacdo de hidrogénio entre uma
molécula pequena e uma macromolécula, a partir da energia de ligacdao, o que corresponde a
reducdo na energia do sistema quando a ligagcdo ocorre. A estabilidade, medida pela constante de
equilibrio (discutido na Secdo 2.2) da reacao da ligacdo, varia exponencialmente em funcdo da
energia de ligacdo. Para dissociar duas biomoléculas (como uma enzima e seu substrato ligado)
que estejam associadas de forma ndo covalente por meio de muitas interacoes fracas, todas as
interacoes devem ser rompidas ao mesmo tempo. A ocorréncia de rupturas simultaneas é muito
improvavel, uma vez que essas interacoes flutuam aleatoriamente. Portanto, um grande ntiimero
de interacGes fracas dd uma estabilidade molecular muito maior em relacdo ao que seria de
esperar intuitivamente a partir de uma simples soma de todas as pequenas energias de ligagao.

Macromoléculas como proteinas, DNA e RNA contém tantos sitios com potencial para
formarem ligacdes de hidrogénio, interagcdes i6nicas, interacées de van der Waals ou agregacao
hidrofébica que os efeitos cumulativos dessas pequenas forgas de ligacao podem ser enormes. P1



No caso das macromoléculas, a estrutura mais estavel (i.e., a estrutura nativa) em geral é aquela
na qual as interacdes fracas estdo maximizadas. O enovelamento de um tnico polipeptideo ou de
uma cadeia polinucleotidica em sua forma tridimensional é determinado por esse principio. A
ligacdo de um antigeno a um anticorpo especifico depende dos efeitos cumulativos de muitas
interacOes fracas. A energia liberada quando uma enzima se liga ndo covalentemente ao seu
substrato é a principal fonte do poder catalitico da enzima. A ligacdao de um hormoénio ou um
neurotransmissor ao seu receptor proteico celular é o resultado de multiplas interagdes fracas.
Uma consequéncia do grande tamanho das enzimas e dos receptores (em relacdao aos substratos e
ligantes) é que suas superficies grandes geram muitas possibilidades para a formacdo de
interacdes fracas. No nivel molecular, a complementaridade entre as biomoléculas em interagao é
um reflexo da complementaridade e das interagOes fracas entre grupos polares e carregados e da
proximidade a por¢ées hidrofébicas presentes na superficie das moléculas.

Quando a estrutura de uma proteina como a hemoglobina é determinada por cristalografia de
raios X (ver Fig. 4-30), frequentemente sdo encontradas moléculas de A4gua ligadas tdo
fortemente que fazem parte da estrutura do cristal (Fig. 2-9); o mesmo ocorre para a agua
presente em cristais de RNA ou DNA. Essas moléculas de agua ligadas, que também podem ser
detectadas em solugdes aquosas por ressonancia magnética nuclear (ver Fig. 4-31), tém
propriedades bem diferentes das propriedades das moléculas de agua presentes no seio do
solvente. Por exemplo, as moléculas de agua ligadas ndo tém atividade osmotica (ver abaixo).
Para muitas proteinas, a presenca de moléculas de agua fortemente ligadas é essencial para a
funcdo. Em uma reacdo critica da fotossintese, por exemplo, ha um fluxo de prétons através de
uma membrana biolégica a medida que a luz impulsiona um fluxo de elétrons por uma série de
proteinas transportadoras de elétrons (ver Fig. 20-17). Uma dessas proteinas, o citocromo f, tem
uma cadeia com cinco moléculas de dgua ligadas (Fig. 2-10) que pode fornecer um caminho
para os protons se moverem através da membrana em um processo chamado de “salto de
prétons” (descrito mais adiante neste capitulo).



(a) (b)

FIGURA 2-9 Agua ligada a hemoglobina. Estrutura cristalina da hemoglobina, mostrada (a) com moléculas de dgua
ligadas (esferas vermelhas) e (b) sem moléculas de dgua. As moléculas de agua estdo ligadas tdo firmemente que afetam o padrdo
de difracdo de raios X como se fossem partes fixas da proteina. As duas subunidades a da hemoglobina estdo mostradas em
cinza, e as duas subunidades 8, em azul. Cada subunidade tem ligado um grupo heme (estrutura em bastdo vermelho), visivel
somente nas subunidades 3 nesta figura. A estrutura e a fungdo da hemoglobina estdo discutidas em detalhes no Capitulo 5. [Dados
de PDB ID 1A3N, J. R. H. Tame e B. Vallone, Acta Crystallogr. D 56:805, 2000.]



0 =
;:;, ~‘-?=“‘ Agua = N—H O Propionato
O -fffd‘- | L P do heme

H

27

0 e

FIGURA 2-10 Cadeia de agua no citocromo f. Moléculas de agua estio ligadas ao canal de prétons do citocromo f, uma
proteina de membrana que faz parte da maquinaria de fixacdo de energia da fotossintese nos cloroplastos. Cinco moléculas de
agua estdo unidas por ligagoes de hidrogénio umas as outras e a grupos funcionais da proteina: dtomos da cadeia peptidica
pertencentes a residuos de valina, prolina, arginina e alanina e cadeias laterais de trés residuos de asparagina e de dois residuos de
glutamina. A proteina tem ligado um grupo heme, sendo que o ion ferro desse grupo facilita o fluxo de elétrons durante a
fotossintese. O fluxo de elétrons é acoplado ao movimento de prétons através da membrana, o que provavelmente envolve um

“salto de prétons” através dessa cadeia de moléculas de dgua ligada a proteina. [Informagdes de P. Nicholls, Cell. Mol. Life Sci. 57:987, 2000,
Fig. 6a (redesenhada a partir de PDB ID 1HCZ, S. E. Martinez et al., Prot. Sci. 5:1081, 1996).]

Solutos concentrados produzem pressao osmatica



Solutos de todos os tipos modificam algumas propriedades fisicas do solvente, a 4gua: a pressao
de vapor, o ponto de ebulicdo e de fusdo (ponto de congelamento) e a pressdo osmdtica. Essas
propriedades sdo chamadas de propriedades coligativas (coligativo significa “manter junto”),
pois o efeito de solutos sobre essas quatro propriedades tem como base o mesmo principio: a
concentracdo de dgua é mais baixa nas solu¢des do que na agua pura. O efeito da concentracao
do soluto nas propriedades coligativas da agua é independente das propriedades quimicas do
soluto; ele depende somente do numero de particulas de soluto (moléculas ou ions) para uma
dada quantidade de agua. Por exemplo, um composto como o NaCl, que se dissocia em solucao,
tem efeito na pressdao osmotica duas vezes maior que um nimero igual de mols de um soluto que
ndo se dissocia, como a glicose.

As moléculas de agua tendem a se mover da regido de maior concentracao de agua para a de
menor concentracdo, seguindo a tendéncia natural de um sistema de se tornar cada vez mais
desordenado. Quando duas solucdes aquosas diferentes sdo separadas por uma membrana
semipermedavel (que permite a passagem de dgua, mas nao das moléculas do soluto), a difusao
das moléculas de agua da regido de maior concentracdao para a regidao de menor concentracao de
dgua produz pressio osmdtica (Fig. 2-11). A pressio osmética, I1, medida como a forga

necessdria para resistir ao movimento da agua, é estimada pela equacao de van’t Hoff:
I1=icRT

em que R é a constante dos gases e T é a temperatura absoluta. O simbolo i é o fator de van’t
Hoff, uma medida de quanto de soluto se dissocia em duas ou mais espécies ionicas. O termo c é
a concentracao molar do soluto, e ic é a osmolaridade da solucao, que é o produto do fator de
van’t Hoff i e c. Em solugGes diluidas de NaCl, o soluto se dissocia completamente em Na* e Cl-,
dobrando o nimero de particulas de soluto, portanto i = 2. Para todos solutos ndo ionizaveis, i =
1. Para soluc¢des com varios (n) solutos, IT é a soma da contribuicdo de cada uma das espécies
presentes:

IT=RT (i,c, + i,¢c, + i3+ ... +i,C,)
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FIGURA 2-11 Osmose e determinacio da pressio osmética. (a) Estado inicial. O tubo contém uma solugdo aquosa, o
béquer contém agua pura, e a membrana semipermedvel permite a passagem de dgua, mas nao de soluto. A dgua flui a partir do
béquer para dentro do tubo para que a sua concentragdo dos dois lados da membrana fique igualada. (b) Estado final. Houve
movimento de dgua para a solucdo do composto que ndo permeia através da membrana, diluindo-o e aumentando o nivel de dgua
na coluna dentro do tubo. No equilibrio, a for¢a da gravidade que atua sobre a solugdo do tubo equilibra a tendéncia da 4gua de se
mover para dentro do tubo, onde sua concentracdo é menor. (c) A pressdo osmdtica (IT) é medida como a forca que deve ser
aplicada para que a solugdo no tubo volte a ficar no mesmo nivel que estava no béquer. Essa forca é proporcional a altura, a, da
coluna em (b).

A osmose, 0 movimento da agua através de uma membrana semipermeavel dirigido por
diferencas na pressdo osmética, é um fator importante na vida da maioria das células. As
membranas plasmaticas sdo mais permeaveis a agua do que a maioria das outras moléculas
pequenas, ions e macromoléculas, uma vez que canais proteicos (aquaporinas; ver Tabela 11-3)
na membrana permitem seletivamente a passagem de agua. Solu¢oes com osmolaridade igual a
do citosol de uma célula sdo ditas isotonicas em relacdo a célula. Circundada por uma solucgdo
isotonica, uma célula nunca ganha ou perde agua (Fig. 2-12). Em solugdes hiperténicas (com
maior osmolaridade que o citosol), a 4gua movimenta-se para fora, e a célula encolhe. Em
solucoes hipotonicas (com menor osmolaridade que o citosol), a célula incha a medida que a
agua entra. Nos seus ambientes naturais, as células geralmente tém maior concentracao de



biomoléculas e ions do que as vizinhancas, logo a pressdo osmotica tende a trazer agua para
dentro das células. Se nao for contrabalancado de alguma maneira, esse movimento de dgua para

dentro das células pode distender a membrana plasmatica e, por fim, causar o rompimento da
célula (osmolise).
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FIGURA 2-12 Efeito da osmolaridade extracelular no movimento da adgua através da membrana plasmatica. Quando
uma célula que esteja em equilibrio osmético com o meio circundante — isto é, uma célula em (a) um meio isoténico — é



transferida para (b) uma solugdo hipertdnica ou (c) uma solucdo hipotonica, a d4gua tende a se mover através da membrana na
direcdo que tende a igualar a osmolaridade nos lados externo e interno da célula.

Muitos mecanismos evoluiram para evitar essa catastrofe. Em bactérias e plantas, a membrana
plasmatica esta envolvida por uma parede celular ndo expansivel com rigidez e forca suficientes
para resistir a pressdo osmotica e impedir a osmolise. Alguns protistas de agua doce que vivem
em meio altamente hipotonico tém uma organela (vaciolo contratil) que bombeia dgua para fora
da célula. Nos animais multicelulares, o plasma sanguineo e o liquido intersticial (o liquido
extracelular dos tecidos) sdo mantidos em osmolaridade semelhante a do citosol. A alta
concentragdo de albumina e outras proteinas no plasma sanguineo contribui para a sua
osmolaridade. As células também bombeiam ativamente Na* e outros ions para o liquido
intersticial para que o equilibrio osmotico com o meio circundante seja mantido.

Como o efeito dos solutos na osmolaridade depende do ntimero de particulas dissolvidas, e
ndo das suas massas, as macromoléculas (proteinas, dcidos nucleicos, polissacarideos) tém efeito
muito menor na osmolaridade de uma solugdo do que seus respectivos componentes na forma de
monomeros em uma quantidade equivalente a massa do polimero. Por exemplo, um grama de
um polissacarideo composto de 1.000 unidades de glicose tem o mesmo efeito na osmolaridade
que um miligrama de glicose. O armazenamento de energia na forma de polissacarideos (amido
ou glicogénio), em vez de glicose ou outros agucares simples, evita um grande aumento na
pressdo osmatica nas células que os armazenam.

As plantas usam a pressdo osmotica para ter rigidez mecanica. A alta concentracao de soluto
nos vactolos das células vegetais arrasta agua para dentro das células, mas a parede celular ndo é
expansivel, evitando, assim, o inchamento; em vez de inchar, a pressdo exercida contra a parede
celular (pressdo de turgor) aumenta, enrijecendo a célula, o tecido e o corpo da planta. A alface
da salada murcha devido a perda de agua que reduziu a pressao de turgor. A osmose também traz
consequéncias para os protocolos de laboratérios. Mitocondrias, cloroplastos e lisossomos, por
exemplo, sdo revestidos por membranas semipermeaveis. Ao isolar essas organelas a partir de
células rompidas, os bioquimicos devem fazer os fracionamentos em solugGes isotonicas (ver
Fig. 1-7) para evitar a entrada excessiva de agua para dentro das organelas, o que levaria ao
inchaco e, por conseguinte, ao rompimento. Os tampoes usados para fracionamento celular
geralmente contém concentracdes suficientes de sacarose ou algum outro soluto inerte para

proteger as organelas da osmdlise.

EXEMPLO 2-1 Forca osmotica de uma organela

Pressuponha que os principais solutos presentes nos lisossomos sejam KCI (~ 0,1 m) e
NaCl (~ 0,03 m). Ao isolar lisossomos, qual concentracdo de sacarose deve estar presente



na solucdo de preparo do extrato, em temperatura ambiente (25 9C), para evitar o
inchamento e a lise das organelas?

SOLUCAO: E preciso achar a concentracio de sacarose que produz uma forca osmética
igual a produzida pelos sais KCI e NaCl presentes dentro dos lisossomos. A equacdo para
calcular a forca osmética (a equacao de van’t Hoff) é

I[T=RT (i,c, + i,c, +i;c3 + ... +1,C,)

em que R é a constante dos gases 8,315 J/mol - K; T é a temperatura absoluta (em Kelvin);
¢, C, e ¢c; sdo as concentracoes molares de cada soluto; e i,, i, e i; sd0 0 numero de
particulas de cada soluto presente na solucao (i = 2 para KCI e NaCl).

A pressao osmotica do conteido do lisossomo é

Hlisossomo = RT (iKClCKCl + iNaCICNaCl)
= RT[(2)(0,1 mol/L) + (2)(0,03 mol/L)]
= RT (0,26 mol/L)

A pressdao osmotica de uma solucdo de sacarose é dada por

Hsacarose = R T( I sacarosecsacarose)

Nesse caso, i =1, porque a sacarose ndo se ioniza. Portanto,

sacarose

Hsacarose = R T(Csacarose)

A forca osmoética do contetido do lisossomo é igual a forca osmética da solucdo de
sacarose quando

Hsacarose = Hlisossomo
RT (Csacarose) =RT (0,26 mOl/L)
Csacarose — 0)26 mol/L

A sacarose tem uma massa molecular de M, 342, de modo que a concentracdo de sacarose
necessaria é (0,26 mol/L)(342 g/mol) = 88,92 g/L.. Uma vez que concentracoes de solutos
= 0,09 kg/L.

Como sera visto mais adiante, células do figado e do musculo armazenam carboidratos

tém uma precisdo de apenas um nimero significativo, c,, ;.
ndo na forma de aguicares de baixa massa molecular, como glicose ou sacarose, mas na
forma de glicogénio, polimero de alta massa molecular. Isso permite que a célula tenha
uma grande quantidade de glicogénio com um efeito minimo na osmolaridade do citosol.



RESUMO 2.1 Interagoes fracas em sistemas aquosos

® As eletronegatividades muito diferentes do H e do O tornam a agua uma molécula
muito polar, capaz de formar ligacdes de hidrogénio entre moléculas de agua e entre
moléculas de agua e solutos. As ligacdes de hidrogénio sdao fugazes, basicamente
eletrostaticas e mais fracas que as ligacoes covalentes.

m Alcoois, aldeidos, cetonas e compostos contendo ligacdes N-H formam ligacdes de
hidrogénio com moléculas de agua e, portanto, sdo soliveis em agua.

® Em virtude de blindar as cargas elétricas negativas dos ions e aumentar a entropia do
sistema, a agua dissolve cristais de solutos ionizaveis.

m N,, O, e CO, sdo apolares e fracamente soliveis em agua. NH, e H,S sdo ionizaveis e,
portanto, muito soltiveis em agua.

m Compostos apolares (hidrofébicos) dissolvem-se fracamente em agua; eles ndo sao
capazes de formar ligacoes de hidrogénio com o solvente, e a sua presenca forca um
ordenamento energeticamente desfavoravel de moléculas de agua em torno das suas
superficies hidrofobicas. Para minimizar a superficie exposta a agua, 0s compostos
apolares como os lipideos formam agregados (micelas e vesiculas formadas por
bicamadas), nos quais as porcoes hidrofobicas sdo sequestradas no interior (uma
associacdo impulsionada pelo efeito hidrofobico) e apenas as partes mais polares da
molécula interagem com a agua.

® Ha formacao de interagoes de van der Waals quando dois nticleos préximos induzem a
formacdo de dipolo um no outro. A menor distancia que dois atomos podem se aproximar
define os respectivos raios de van der Waals.

® InteracOes fracas e ndo covalentes em grande numero influenciam decisivamente o
enovelamento das macromoléculas, como as proteinas e os acidos nucleicos. As
conformagles mais estaveis sdao aquelas nas quais as ligacdes de hidrogénio sdo
maximizadas dentro da molécula e entre a molécula e o solvente, e nas quais as partes
hidrofébicas se agregam no interior das moléculas, ficando afastadas do solvente aquoso.

® Quando dois compartimentos aquosos sdo separados por uma membrana semipermeavel
(como a membrana plasmatica que separa uma célula do meio circundante), a agua move-
se através da membrana para igualar a osmolaridade nos dois compartimentos. Essa
tendéncia da agua em se mover através de uma membrana semipermeavel produz pressao
osmotica.







2.2 Tonizacao da agua e de acidos e bases fracas

Embora muitas das propriedades da agua como solvente possam ser explicadas pelo fato de a
molécula de H,0 ndo ser carregada, o pequeno grau de ionizacdo da agua em ions hidrogénio
(H*) e hidroxido (OH-) também deve ser levado em consideracao. Como todas as reagdes
reversiveis, a ionizacdo da agua pode ser descrita por uma constante de equilibrio. Quando os
acidos fracos sao dissolvidos na agua, eles contribuem com um H* por ionizarem-se; bases fracas
consomem um H*, tornando-se protonadas. Esses processos também sdo governados por
constantes de equilibrio. A concentragdo total dos ions hidrogénio a partir de todas as fontes é
mensuravel experimentalmente, sendo expressa como o pH da solucdo. Para predizer o estado de
ionizagdo de solutos na agua, deve-se considerar as constantes de equilibrio relevantes para cada
reacdo de ionizacdo. Por isso, sera feita uma breve discussdo sobre a ionizacao da agua e de
acidos e bases fracas dissolvidos em agua.

A agua pura é levemente ionizada

As moléculas de dgua tém uma leve tendéncia a sofrer uma ionizacgao reversivel, produzindo um
ion hidrogénio (um proton) e um ion hidroxido, gerando o equilibrio

H,0 = H* + OH

Embora geralmente seja indicado o produto de dissociagdao da agua como H*, ndo existem
protons livres na solugdo; os ions hidrogénio formados em agua sao imediatamente hidratados e
formam ions hidrénio (H,O*). As ligacdes de hidrogénio entre as moléculas de agua fazem a
hidratacdo dos prétons dissociados ser praticamente instantanea:

H—OHIH—0Q =—— H—0™H + OH"
N X

|
g g !

A ionizacdo da agua pode ser medida pela sua condutividade elétrica; a agua pura conduz
corrente elétrica a medida que H,0O* migra para o catodo e OH-, para o anodo. O movimento dos
ions hidrénio e hidréxido no campo elétrico é extremamente rapido quando comparado com o
movimento de outros ions, como Na*, K* e Cl-. Essa alta mobilidade i6nica resulta do chamado
“salto de protons”, mostrado na Figura 2-13. Os protons individuais ndo se movem para muito
longe na solucdo, mas uma série de protons salta entre as moléculas de agua ligadas por ligacoes



de hidrogénio, gerando um movimento liquido de pr6tons por uma longa distancia em um tempo
extremamente curto. (OH- também se move rapidamente por saltos, mas na direcao oposta.)
Como resultado da alta mobilidade i6nica do H*, reacdes acidobasicas em solugdes aquosas sao
excepcionalmente rapidas. Como observado anteriormente, o salto de prétons muito
provavelmente exerce uma fungdo nas reacdes biolégicas de transferéncia de prétons (Fig. 2-10).
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FIGURA 2-13 salto de prétons. Pequenos “saltos” de prétons entre uma série de moléculas de agua ligadas por ligacdes
de hidrogénio resultam em um movimento liquido extremamente rapido de um préton por uma distancia grande. Como o ion
hidronio (parte superior, a esquerda) doa um préton, uma molécula de dgua a certa distancia (parte inferior, a direita) adquire um
proton, tornando-se um ion hidrénio. O salto de prétons é muito mais rdpido que a difusdo verdadeira e explica a mobilidade
idnica incrivelmente alta dos fons H* comparados com outros cations monovalentes, como Na* e K*.

Uma vez que a ionizacao reversivel é crucial para o papel da 4gua nas fungoes da célula, deve
haver meios de expressar o grau de ionizacdo da agua em termos quantitativos. Uma breve
revisao de algumas propriedades das reagoes quimicas reversiveis mostra como isso pode ser
feito.

A posicao de equilibrio de qualquer reagdao quimica é dada por sua constante de equilibrio,
K., (algumas vezes expressa simplesmente por K). Para a reacdo geral

A+B=C+D(2-2)

a constante de equilibrio K,, pode ser definida em termos da concentracdo dos reagentes (A e B)
e dos produtos (C e D) em equilibrio:

_ [CluqIDl.
" [AleglBleq

Estritamente falando, os termos de concentracdo devem ser expressos como atividades, ou
concentragoes efetivas em solucdes ndo ideais, de cada espécie. Exceto em trabalhos muito
precisos, a constante de equilibrio pode ser medida aproximadamente pelas concentragdes no
equilibrio. Em virtude de envolver razoes que vao além do escopo dessa discussdo, ndo sera
discutido por que as constantes de equilibrio sdo adimensionais. Apesar disso, 0 texto continuara
a utilizar as unidades de concentracdo (M) nas expressoes de equilibrio ao longo deste livro para
lembrar que molaridade ¢ a unidade de concentragdo usada para o calculo de K.,

A constante de equilibrio é constante e caracteristica de cada reacdo quimica em uma
temperatura especifica. Ela define a composicdao final da mistura no equilibrio,
independentemente das concentragGes iniciais dos reagentes e dos produtos. Inversamente, é
possivel calcular a constante de equilibrio para uma dada reacdo em uma dada temperatura, se
forem conhecidas as concentracdes de todos os reagentes e produtos quando a reacao estiver no
equilibrio. Como mostrado no Capitulo 1, a variacdo de energia livre padrao (AG®) é diretamente
relacionada com In K.

A ionizacao da agua é expressa pela constante de equilibrio

O grau de ionizacdo da agua no equilibrio (Equagao 2-1) é baixo; a 25 °C, somente duas entre
10° moléculas na agua pura sdao ionizadas a cada momento. A constante de equilibrio para a
ionizacado reversivel da agua é:



K [HT][OH ]
-l [
[H20] (23
Na agua pura a 25 °C, a concentragao de agua é 55,5 M — gramas de H,O em 1 L divididos pelo
seu peso molecular em grama: (1.000 g/L)/(18,015 g/mol) —, praticamente constante em relacdo a

concentracdo muito baixa de H* e OH-, especificamente 1 x 10-7 M. Assim, substituindo 55,5 m
na equacao da constante de equilibrio (Equagao 2-3), tem-se

¥ = [HT][OH ]
“1 " [B5,5M]

Rearranjando, isso se torna
(65,6 M) (K.,) = [H'][OH"] = K, (2-4)

em que K|, designa o produto de (55,5 M)(K,,), que é o produto iénico da agua a 25 °C.

O valor para K, determinado por medigbes da condutividade elétrica da agua pura, é 1,8 x
10-16 M a 25 °C. Substituindo esse valor na Equacdo 2-4, obtém-se o valor do produto i6nico da
agua:

K, = [H][OH ] = (655 M)(1,8 X 107" m)
=10% 10" ¥

Assim, o produto [H*] [OH-] em solucdo aquosa a 25 °C é sempre igual a 1 X 1014 M2. Quando
existem concentragoes exatamente iguais de H* e de OH-, como na agua pura, diz-se que a
solucdo esta em pH neutro. Nesse pH, a concentracdo de H* e de OH- pode ser calculada a partir
do produto i6nico da 4gua como segue:

K, = [H'][OH"] = [H*]® = [OHF

Resolvendo para [H*], tem-se:

[H'] = VK, = V1 X 10 42

[H'] = [OH ] = 10 "™




P3 Como o produto i6nico da agua é constante, quando [H*] é maior que 1 x 107 M, a
concentracao de [OH-] deve ser menor que 1 x 107 M, e vice-versa. Quando a concentracao de
[H*] é muito alta, como na solucdao de acido cloridrico, a concentracdo de [OH-] deve ser bem
baixa. A partir do produto id6nico da dgua, pode-se calcular [H*] se a concentracdo de [OH-] for

conhecida, e vice-versa.

EXEMPLO 2-2 Cdlculo de [H*]

Qual é a concentracao de H* em uma solucao de 0,1 M de NaOH? Como NaOH é uma
base forte, ele se dissocia completamente em Na* e OH-.

SOLUCAO: Iniciamos com a equacdo do produto idnico da agua:
=[H"][OH"]
K., =[H"][OH

Para [OH-] = 0,1 ™, resolvendo para [H*], tem-se

Ky 1x107"%m> 107" w?

[OH ] 01Mm 10 'm
107 M

[H"]

EXEMPLO 2-3 Cdlculo de [OH-]

Qual é a concentracdo de OH- em uma solugao contendo H* na concentracgao de 1,3 x 104
M?

SOLUCAO: Iniciamos com a equacdo do produto idnico da agua:
=[H"][OH"]
K, =[H"][OH

Para [H*] = 1,3 x 104 Mm, resolvendo para [OH-], tem-se



14 , 2
(OH 1= K. :1:{1{} M —77%10" v
H] 13x107*wm

Em todos os calculos, deve-se ter o cuidado de arredondar a resposta para o numero

correto de algarismos significativos, como acima.

A escala de pH indica as concentracoes de H* e OH-

O produto i6nico da 4gua, K,, é base da escala de pH (Tabela 2-5). E um meio conveniente de
designar a concentracao de H* (e, portanto, de OH-) em qualquer solucdao aquosa no intervalo
entre 1,0 m H* e 1,0 M OH-. O simbolo p denota “logaritmo negativo de”. O termo pH é definido
pela expressao

1
H=1log—— = —log[H"
p g[H+] g[H"]

Para uma solucdo neutra a 25 °C, na qual a concentragdo de ions hidrogénio é de 1,0 x 10-7 M, 0

1
H=1lo = 17,0
¥ . 1,0 X 1077

Observe que a concentracao de H* deve ser expressa em termos molares (M).

TABELA 2-5 Escala de pH

pH pode ser calculado como segue:

[H*] (m) pH [OH-] (m) pOH-
100 (1) 0 1014 14
10+ 1 10w 13
102 2 102 12
10 3 10 11
10~ 4 100 10



10 5 10 9
10-6 6 10 8
107 7 107 7
10 8 10 6
109 9 10 5
10-10 10 10+ 4
101 11 102 3
10-12 12 102 2
10-13 13 10+ 1
10-14 14 100(1) 0

aA expressdao pOH as vezes é utilizada para descrever a alcalinidade, ou concentracdo, de OH~ de uma solugdo; o pOH é
definido pela expressdo pOH = —log [OH], que é andloga a expressdo para o pH. Observe que, em todos os casos, pH + pOH =
14.

O valor de 7 para o pH de uma solucao neutra ndo é um numero escolhido arbitrariamente; é
derivado do valor absoluto do produto ionico da agua a 25 °C, que, por uma coincidéncia
conveniente, € um valor inteiro. Solucbes com pH maior que 7 sdo alcalinas ou basicas; a
concentracdao de OH- é maior que a de H*. Inversamente, solu¢cdes com pH menor que 7 sdao
acidas.

Deve-se sempre ter em mente que a escala de pH é logaritmica, e ndo aritmética. Entdo, dizer
que duas solucdes diferem em 1 unidade de pH significa que a concentracao de H* em uma das
solucoes é dez vezes maior do que na outra, mas ndo indica a magnitude absoluta da diferenca. A
Figura 2-14 mostra os valores de pH de alguns fluidos aquosos comuns. Um refrigerante de
sabor cola (pH 3,0) ou um vinho tinto (pH 3,7) tém uma concentracdio de ions H* de
aproximadamente 10 mil vezes a do sangue (pH 7,4).
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FIGURA 2-14 0 pH de alguns fluidos aquosos.

Determinagoes precisas do pH em laboratérios de quimica ou de anélises clinicas sdo feitas
com eletrodos de vidro que sdo sensiveis a concentracoes de H*, mas insensiveis a Na*, K* e
outros cations. Nos medidores de pH, o sinal do eletrodo de vidro vindo da solugdo-teste é
amplificado e comparado com o sinal gerado por uma solucdo cujo pH seja conhecido com
exatidao.

A medicdao do pH é um dos mais importantes e frequentes procedimentos realizados na
bioquimica. O pH afeta a estrutura e a atividade das macromoléculas biolégicas, de modo que
uma pequena mudanca no pH pode causar uma grande mudanca na estrutura e na funcdo de uma
proteina. Medir o pH no sangue e na urina ¢ muito comum para o diagndstico clinico. O pH do
plasma sanguineo de pessoas com diabetes grave ndao controlado, por exemplo, esta geralmente
abaixo do valor normal de 7,4; essa condicdao é denominada acidose (detalhadamente discutida a
seguir). Em outras doencas, o pH do sangue pode ser mais elevado do que o normal, uma

condicdo conhecida como alcalose. Acidose ou alcalose extremas colocam a pessoa em risco de
vida (ver Quadro 2-1).

QUADRO 2-1 ) MEDICINA

Sendo sua propria cobaia (ndo tente fazer isso em casa!)

Eu queria descobrir o que aconteceria com um homem se ele fosse mais 4cido ou mais alcalino [...] Pode-se, é claro,
fazer experimentos com uma cobaia inicialmente, e algum trabalho ja foi feito nesse sentido, mas é dificil ter certeza
de como uma cobaia se sente em um dado momento. Na verdade, algumas cobaias ndo fazem questdo nenhuma de
cooperar.

—J. B. S. Haldane, Possible Worlds, 1928

Um século atras, o fisiologista e geneticista J. B. S. Haldane e seu colega H. W. Davies
decidiram fazer um experimento neles mesmos para estudar como o organismo controla o
pH sanguineo. Eles se alcalinizaram por meio de hiperventilacio e ingestao de
bicarbonato de sédio, o que os deixou com dificuldade respiratéria e uma cefaleia muito
forte. Eles tentaram se acidificar ingerindo acido cloridrico, mas calcularam que teriam
de tomar quatro litros de 4cido cloridrico diluido para chegar ao efeito desejado, e meio
litro ja seria suficiente para dissolver os dentes e queimar a garganta. Por fim, Haldane se
deu conta de que, se comesse cloreto de amonio, ele seria degradado no organismo,
liberando acido cloridrico e amoOnia. A amonia seria convertida em ureia, menos



prejudicial, no figado (esse processo esta descrito detalhadamente na Fig. 18-10). O acido
cloridrico se combinaria com o bicarbonato de sédio, que existe em todos os tecidos,
produzindo cloreto de sodio e dioxido de carbono. Esse experimento levaria a uma
respiracao ofegante, que simularia a acidose diabética e a doenca renal em estagio final.
Simultaneamente, Ernst Freudenberg e Paul Gyoérgy, pediatras em Heidelberg, estavam
estudando a tetania — contracoes musculares que ocorrem nas maos, nos bracos, nos pés e
na laringe — em criancgas. Eles sabiam que algumas vezes ocorria tetania em pacientes que
perderam grandes quantidades de acido cloridrico por vomito constante, e chegaram a
conclusao de que, se a alcalinizacdo dos tecidos produz tetania, a acidificacdo poderia
curd-la. Quando leram a publicacdo de Haldane sobre os efeitos do cloreto de amoénio,
eles tentaram administra-lo a bebés com tetania e ficaram maravilhados ao ver que a
tetania passava em poucas horas. Esse tratamento ndo removeu a causa primaria da
tetania, mas forneceu tempo para criangas e para o médico investigar e tratar as causas.

Acidos fracos e bases fracas tém constantes de dissociacao acida
caracteristicas

Os acidos cloridrico, sulftrico e nitrico normalmente sdao considerados acidos fortes, pois sao
completamente ionizados em solugdes aquosas diluidas. As bases fortes NaOH e KOH também
se ionizam completamente. O que mais interessa aos bioquimicos é o comportamento de acidos e
bases fracos — aqueles ndao sao completamente ionizados quando dissolvidos em agua. Eles estdo
sempre presentes nos sistemas bioldgicos e desempenham papéis importantes no metabolismo e
na sua regulacdo. O comportamento de solucdes aquosas de acidos e bases fracas é melhor
entendido definindo-se primeiramente alguns termos.

Acidos (na definicdo de Brgnsted-Lowry) sdo doadores de prétons, e bases sdo aceptores de
protons. Quando um doador de prétons como o acido acético (CH;COOH) perde um proton, ele
se torna o aceptor de protons correspondente, nesse caso, o anion acetato (CH,COO-). Um
doador de protons e seu aceptor de protons correspondente constituem um par conjugado acido-
base (Fig. 2-15), relacionado com a reagdo reversivel

CH;COOH == CH,;CO0™ + H*
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FIGURA 2-15 Pares conjugados acido-base sio constituidos por um doador de prétons e um aceptor de prétons.
Alguns compostos, como o 4cido acético e o ion aménio, sdo monoproticos, isto é, eles s§ podem doar um préton. Outros sdo
diproéticos (4cido carbdnico e glicina) ou tripréticos (acido fosférico). As reacdes de dissociacdo de cada par estdo mostradas nos
pontos onde elas ocorrem ao longo de um gradiente de pH. A constante de equilibrio ou dissociagdo (K) e o seu logaritmo
negativo, o pK,, de cada reagdo estdo indicadas. *Consulte as préximas se¢des para uma explicacdo sobre as aparentes
discrepancias dos valores de pK, do acido carbonico (H,CO,); para o di-hidrogénio fosfato (H,PO,-), consulte o texto a seguir.

Cada acido tem uma tendéncia caracteristica de perder o seu proton em solugdes aquosas.
Quanto mais forte for o acido, maior sera a tendéncia de perder seu proton. P2 A tendéncia de
qualquer acido (HA) a perder um préton e formar sua base conjugada (A-) é definida pela
constante de equilibrio (K,,) para a reagdo reversivel

HA=—=H" + A~
para a qual
_H[AT]
T HA]

As constantes de equilibrio para as reagdes de ionizacdo sdo comumente chamadas de

ﬁnq

constantes de ionizacao ou constantes de dissociacdo acida, com frequéncia designadas por
K,. As constantes de dissociacdo de alguns acidos estdo apresentadas na Figura 2-15. Acidos



mais fortes, como os acidos fosférico e carbonico, tém constantes de ionizacdo maiores; acidos
mais fracos, como o fosfato mono-hidrogenado (HPO,%), tém constantes de ionizacdo menores.
A Figura 2-15 também inclui os valores de pK,, que é andlogo ao pH e definido pela equagao

L3
Ka

Quanto mais forte for a tendéncia de dissociar um préton, mais forte sera o acido e mais baixo

pK, = log = —log K.

sera o seu pK,. Como veremos agora, o pK, de qualquer acido fraco pode ser determinado
experimentalmente.

A determinacao do pK, de acidos fracos é feita por curvas de
titulacao

A titulagdo é usada para determinar a quantidade de um acido em determinada solug¢do. Um dado
volume do acido é titulado com uma solucao de base forte, geralmente hidroxido de sédio
(NaOH), de concentracdo conhecida. A adicdo de NaOH é feita aos poucos até o acido ser
consumido (neutralizado), o que é determinado com um indicador que desenvolve cor ou um
medidor de pH. A concentragdao do acido na solugdo original pode ser calculada a partir do
volume e da concentracdo de NaOH que foi adicionado. A quantidade de acido e base na
titulacdo é comumente expressa em termos de equivalentes, em que um equivalente é a
quantidade de substancia que reage com, ou fornece, 1 mol de ions de hidrogénio em uma reagao
acido-base. Lembre-se de que para os acidos monoproticos, como o HCI, 1 mol = 1 equivalente,
e para os acidos dipréticos, como o H,SO,, 1 mol = 2 equivalentes.

Um grafico de pH contra a quantidade de NaOH adicionada (uma curva de titulacao) revela o
pK, do acido fraco. Considere a titulagdo de 0,1 M de solucao de acido acético com 0,1 M de
NaOH em 25 °C (Fig. 2-16). Duas reagdes reversiveis de equilibrio estdo envolvidas no
processo (aqui, por simplicidade, o acido acético sera designado por HAc):

HEO N H+ + OH_(z_S)
HAc = HJr = AC_(2-6)
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FIGURA 2-16 Curva de titulagio do acido acético. O pH da mistura é medido apés cada adigio de NaOH a solugio de
acido acético. Esse valor é colocado em um grafico em funcdo da quantidade de NaOH adicionada, expressa como a fracdo da
concentragdo total necessaria para converter todo o dcido acético (CH;COOH) na sua forma desprotonada, acetato (CH;COO™).

Os pontos obtidos geram a curva de titulagdo. Nos retangulos, estdo mostradas as formas idnicas predominantes nos pontos

indicados. No ponto central da titulacdo, as concentracdes de doadores de prétons e aceptores de prétons sdo iguais, e o pH é
numericamente igual ao pK,. A zona sombreada ¢ a regido ttil com poder tamponante, geralmente entre 10 e 90% da titulagdo de

um 4cido fraco.

Os equilibrios devem ocorrer simultaneamente, de acordo com as suas constantes de equilibrio

caracteristicas, que sdo, respectivamente,



Ko =[H1[OH] =1 x 10" o9

_ [H*1[Ac) .
K, = = 1,74 X 107" m

[HAc] (2-8)
No inicio da titulagdo, antes da adicdo de NaOH, o acido acético ja se encontra parcialmente
ionizado, em um valor que pode ser calculado a partir da sua constante de ionizacdao (Equacao 2-
8).

A medida que NaOH for gradualmente adicionado, o OH- adicionado combina-se com os fons
livres H* na solucdo para formar H,O, em uma quantidade que satisfaz a relacdo de equilibrio da
Equacdo 2-7. A medida que fons H* sdo removidos, o HAc dissocia-se um pouco mais para
satisfazer a sua propria constante de equilibrio (Equacdo 2-8). O resultado liquido da titulacdao
prossegue, de forma que mais HAc se ioniza, formando Ac-, a medida que o NaOH é adicionado.
No ponto central da titulacdo, no qual exato 0,5 equivalente de NaOH foi adicionado por
equivalente do acido, metade do acido acético original se dissociou, de forma que a concentragao
do doador de protons, [HAc], agora é igual a do aceptor de protons, [Ac-]. P2 Nesse ponto
central, uma relacdo muito importante é estabelecida: o pH no qual a solugdo equimolar de acido
acético e de acetato é exatamente igual ao pK, do acido acético (pK, = 4,76; Figs. 2-15 e 2-16). A
base dessa relacao, que é valida para todos os acidos fracos, ficara clara em breve.

A medida que a titulacdo continua pela adicdo de mais NaOH, o 4cido acético ndo dissociado
remanescente é convertido em acetato. O ponto final da titulacdao ocorre em pH préximo de 7,0:
todo o acido acético perdeu seus prdtons para os ions OH-, formando H,O e acetato. Por meio da
titulacdo, os dois equilibrios (Equagdes 2-5, 2-6) coexistem, cada um obedecendo a sua constante
de equilibrio.

A Figura 2-17 compara as curvas de titulagdo de trés acidos fracos com constantes de
ionizacdo bem diferentes: acido acético (pK, = 4,76); acido fosférico, H,PO,~ (pK, = 6,86); e ion
amonio, NH,* (pK, = 9,25). Embora as curvas de titulagdo desses acidos tenham a mesma forma,
elas estdo deslocadas ao longo do eixo do pH devido ao fato de os trés acidos terem diferentes
forcas. O acido acético, com o maior K, (menor pK,) dos trés, é o mais forte entre esses acidos
fracos (perde seu préton mais prontamente); ele ja se encontra dissociado pela metade no pH
4,76. O acido fosférico perde um préton menos prontamente, estando metade dissociado e
metade ndo dissociado no pH 6,86. O ion amonio é o acido mais fraco dos trés, e sé se encontra
dissociado em 50% em pH 9,25. A curva de titulacdo de um acido fraco mostra graficamente que
um dacido fraco e seu anion — um par conjugado acido-base — podem agir como um tampado,
conforme sera descrito na proxima secao.
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FIGURA 2-17 Comparacio das curvas de titulagio de trés acidos fracos. Aqui estdo mostradas as curvas de titulacio de
CH,;COOH, H,PO,~ e NH,". As formas idnicas predominantes nos pontos indicados da titulacdo estdo destacadas nos
retangulos. As regides com capacidade tamponante estdo indicadas a direita. Os pares conjugados acido-base sdo tampdes
efetivos entre aproximadamente 10 e 90% da neutralizacdo das espécies doadoras de protons.



Assim como todas as demais constantes de equilibrio, K, e pK, sdo definidas para condi¢des
especificas de concentracdo (componentes em 1 M) e temperatura (25 °C). Solugdes concentradas
de tampdes ndo apresentam o comportamento ideal. Por exemplo, o pK, do acido fosférico
algumas vezes é dado como 7,2, e outras vezes, como 6,86. O valor maior (pK, aparente) nao
esta corrigido para os efeitos da concentracao do tampao, e foi definido como a temperatura de
25 °C. O valor de 6,86 foi corrigido para a concentracdo do tampdo e medido em temperatura
fisiolégica (37 °C), e provavelmente é uma aproximacao do valor mais relevante para os animais

de sangue quente. Ao longo deste livro, sera utilizado o valor de pK, = 6,8 para o acido fosférico.

RESUMO 2.2 Ionizagdo da agua e de acidos e bases fracas

® A 4gua pura se ioniza levemente, formando um nimero igual de ions hidrogénio (ions
hidronio, H,0*) e ions hidroxido.

m A extensdo da ionizacdo € descrita pela constante de equilibrio, K, =

H* [OH™ )
. - [H110H]

i H'_?{ :'l , da qual resulta o produto ionico da agua, K,. A 25 °C,
K,, = [H*][OH-] = (55,5 M)(K,,) = 10-14 m?

®m O pH de uma solugdo aquosa reflete, em escala logaritmica, a concentracdo de ions
hidrogénio:

1
H = log ——— =—log [H”
I & g[H"]

m Acidos fracos se ionizam parcialmente, liberando um ion hidrogénio, baixando, assim, o
pH de uma solucdo aquosa. Bases fracas aceitam um ion hidrogénio, aumentando o pH. A
extensdo desses processos é caracteristica de cada acido ou base fraca e é expressa como a
constante de dissociacdo acida:

i L L

Koo = yar = Ko

® pK, expressa, em uma escala logaritmica, a forca relativa de um acido fraco ou base
fraca:



=
K,

® Quanto mais forte for o dcido, menor sera o valor do seu pK,, e quanto mais forte for a

PK, = log— = —log K,

base, maior sera o valor do pK,. O pK, pode ser determinado experimentalmente; é o pH
no ponto central da curva de titulacdo.




2.3 Tamponamento versus mudancas no pH em
sistemas biologicos

Quase todos os processos biologicos dependem do pH; uma pequena mudanga no pH leva a uma
grande mudanga na velocidade do processo. Isso é valido ndo somente para as muitas reacdes nas
quais os ions H* participam diretamente, mas também para aquelas reacdes nas quais
aparentemente ndo ha participacao de ions H*. P4 As enzimas que catalisam reagoes celulares e
muitas das moléculas sobre as quais elas agem contém grupos ionizaveis que tém valores de pK,
caracteristicos. Os grupos amino e carboxila protonados dos aminoacidos e os grupos fosfato dos
nucleotideos, por exemplo, agem como acidos fracos; seus estados idnicos sao determinados pelo
pH do meio onde se encontram. (Quando um grupo ionizavel é sequestrado no meio de uma
proteina, longe do solvente aquoso, o seu pK,, ou o pK, aparente, pode ser significativamente
diferente do seu pK, quando em agua.) Como observado anteriormente, as interagdes ionicas
estao entre as forcas que estabilizam as moléculas de proteina e permitem que uma enzima
reconheca e se ligue ao seu respectivo substrato.

Células e organismos mantém um pH citosolico especifico e constante, em geral nas
proximidades de pH 7, mantendo as biomoléculas em seu estado i6nico ideal. Em organismos
multicelulares, o pH dos liquidos extracelulares também é rigorosamente regulado. A
manutencao do pH é feita principalmente por tampdes biologicos: misturas de acidos fracos e
suas bases conjugadas.

Tampoes sao misturas de acidos fracos e suas bases conjugadas

Os tampoées sdo sistemas aquosos que tendem a resistir a mudangas de pH quando sao
adicionadas pequenas quantidades de acido (H*) ou base (OH-). Um sistema tampao consiste em
um Aacido fraco (o doador de prétons) e a sua base conjugada (o aceptor de prétons). Por
exemplo, uma mistura de concentracoes iguais de acido acético e ions acetato, situada no ponto
central da curva de titulacdo na Figura 2-16, é um sistema tampao. Observe que a curva de
titulacdo do acido acético tem uma zona relativamente plana que se estende por cerca de 1
unidade de pH em ambos os lados do pH de ponto central de 4,76. Nessa zona, uma dada
quantidade de H* ou OH- adicionada ao sistema tem muito menos efeito sobre o pH do que a
mesma quantidade adicionada fora dessa zona. Essa zona relativamente plana é a regido de
tamponamento do par tampao acido acético/acetato. No ponto central da regidao de
tamponamento, no qual a concentracao do doador de prétons (acido acético) é exatamente igual a
do aceptor de prétons (acetato), a forca de tamponamento do sistema é maxima; isto é, o pH
muda menos pela adicdao de H* ou OH-. O pH nesse ponto na curva de titulacao do acido acético



é igual ao seu pK, aparente. O pH do sistema tampdo do acetato muda levemente quando uma
pequena quantidade de H* ou OH- é adicionada, mas essa mudanga é muito pequena quando
comparada com a mudanca de pH que resultaria se a mesma quantidade de H* ou OH- fosse
adicionada a 4gua pura ou a uma solucao de um sal de um acido forte e de uma base forte, como
o NaCl, que ndo tem poder tamponante.

O tamponamento resulta do equilibrio entre duas reacGes reversiveis ocorrendo em uma
solucdo na qual as concentracOes de doador de protons e de seu aceptor de protons conjugado sao
quase iguais. A Figura 2-18 explica como um sistema tampdo funciona. Sempre que H* ou
OH- é adicionado a um tampao, o resultado é uma pequena mudanca na relacdo entre as
concentragoes relativas dos acidos fracos e seus anions e, portanto, uma pequena mudanga no
pH. Um decréscimo na concentracao de um componente do sistema é equilibrado exatamente
pelo aumento do outro. A soma dos componentes do tampao ndo muda, somente a razao entre
eles.

K, =[H"ITIOH]

OH" H,0

Acido acético Ac— Acetato
(CH,COOH)  FAc ¢ (CH,CO0™)

H*

o [HT1[Ac™]
& [HAC]

FIGURA 2-18 0 par acido acético/acetato constitui um sistema tampdo. O sistema é capaz de absorver tanto H* quanto
OH™ por meio da reversibilidade da reacdo de dissociagdo do acido acético. O doador de prétons, acido acético (HAc), contém
uma reserva de H* que pode ser liberada para neutralizar uma adigdo de OH~ ao sistema, formando H,0. Isso acontece porque o



produto [H*][OH"] transitoriamente ultrapassa o K, (1 % 10714 M?2). O equilibrio rapidamente se ajusta para restaurar o produto
em 1 x 1014 M2 (a 25 °C), reduzindo temporariamente a concentracdo de H*. Agora, o quociente [H*]J[Ac"]/[HAc] é menor que
K, entdo HAc se dissocia ainda mais para restaurar o equilibrio. De maneira similar, a base conjugada Ac™ pode reagir com ions
H* adicionados ao sistema; novamente, as duas rea¢des de ionizagdo simultaneamente chegam ao equilibrio. Portanto, um par
conjugado acido-base, como o acido acético e o ion acetato, tende a resistir a mudancas no pH quando pequenas quantidades de
acido ou base sdo adicionadas. A agdo tamponante é simplesmente a consequéncia de duas reagdes reversiveis acontecendo
simultaneamente e atingindo os seus pontos de equilibrio determinados pelas constantes de equilibrio, K, e K.

Cada par conjugado acido-base tem uma zona de pH caracteristica na qual é um tampao
efetivo (Fig. 2-17). O par H,PO,7/HPO,* tem pK, de 6,86 e, portanto, pode servir como um
sistema tampdo efetivo entre os pHs 5,9 e 7,9; o par NH,*/NH,, com um pK, de 9,25, pode agir
como um tampdo em um intervalo de pH aproximado entre 8,3 e 10,3.

A equacao de Henderson-Hasselbalch relaciona o pH, o pK_ e a
concentracao do tampao

As curvas de titulagdo do 4cido acético, H,PO,2- e NH,* (Fig. 2-17) tém formas quase idénticas,
o que sugere que elas refletem uma lei ou relacdo fundamental. De fato, esse é o caso. P3 A
forma da curva de titulacdo de qualquer acido fraco é descrita pela equacao de Henderson-
Hasselbalch, que é importante para entender a acdo dos tampdes e do equilibrio acidobasico no
sangue e nos tecidos dos vertebrados. Essa equacao é simplesmente uma forma ttil de reescrever
a expressdo da constante de ionizacdo de um acido. Para a ionizacdo de um acido fraco HA, a
equacao de Henderson-Hasselbalch pode ser derivada da seguinte maneira:

_[HY][A7]
© [HA]

Primeiro, resolve-se para [H*]:

. [HA]
[H"] = K, T
Entdo, usa-se o logaritmo negativo em ambos os lados da equacao:

—log[H"] = —log K, —log@
‘ [A]



Substituindo pH por —log [H*] e pK, por —log K, tem-se:

Agora, invertendo —log [HA]/[A-], o que envolve a mudanca do sinal, chega-se a equacao de
Henderson-Hasselbalch:

pH = pK, + log ——
! [HA] (2-9)

Essa equacdo é valida para as curvas de titulacdo de todos os acidos fracos e permite deduzir

pH = pK, —log

algumas relacoes quantitativas importantes. Por exemplo, ela mostra por que o pK, de um acido
fraco é igual ao pH de uma solucdo no ponto central da titulacdo. Nesse ponto, [HA] = [A-], e

pH =pK, +logl = pK, + 0 = pk,

A equacgdo de Henderson-Hasselbalch também permite: (1) calcular o pK,, dado o pH e a razdo
molar do doador e do aceptor de prétons; (2) calcular o pH, dado o pK, e a razdo molar entre o
doador e o aceptor de protons; e (3) calcular a razdo molar entre doador e aceptor de protons,
dados o pH e 0 pK..

Acidos ou bases fracas tamponam células e tecidos contra
mudancas no pH

P3 Os liquidos intracelular e extracelular dos organismos multicelulares tém como caracteristica
um pH praticamente constante. A primeira linha de defesa dos organismos contra mudangas
internas no pH é feita por sistemas tampdo. O citoplasma da grande maioria das células contém
altas concentracoes de proteinas, que, por sua vez, contém muitos aminoacidos com grupos
funcionais que sdo acidos fracos ou bases fracas. Por exemplo, a cadeia lateral da histidina (Fig.
2-19) tem pK, de 6,0 e, por isso, pode existir tanto nas formas protonadas quanto nas formas

desprotonadas proximo ao pH neutro. Proteinas contendo residuos de histidina, portanto, sdo
tampdes efetivos proximos ao pH neutro.
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FIGURA 2-19 1onizacéo da histidina. O aminoacido histidina, um componente das proteinas, é um acido fraco. O pK, do

nitrogénio protonado da cadeia lateral é 6,0.

EXEMPLO 2-4 Ionizagdo da histidina

Calcule a proporcao de histidina da cadeia lateral imidazolica protonada em pH 7,3. Os
valores pK, da histidina sdo pK, = 1,8, pK, (imidazol) = 6,0 e pK, = 9,2 (ver Fig. 3-12b).

SOLUCAO: Os trés grupos ionizéveis na histidina tém valores de pK, suficientemente
diferentes (diferentes em pelo menos 2 unidades de pH), de forma que o primeiro acido (—
COORH) fica completamente ionizado antes de o segundo (imidazol protonado) comecar a
dissociar um proton, e o segundo se ioniza quase completamente antes que o proton do
terceiro (-NH,;*) comece a dissociar seu proton. (Com a equacdo de Henderson-
Hasselbalch, é possivel mostrar facilmente que um acido fraco passa de 1% ionizado em 2
unidades de pH abaixo do seu pK, para 99% ionizado em 2 unidades de pH acima de seu
pK,; ver também Fig. 3-12b.) Em pH 7,3, o grupo carboxila da histidina esta inteiramente
desprotonado (—COO-) e o grupo a-amino esta completamente protonado (—NH,*). Assim,
pode-se pressupor que, em pH 7,3, o Unico grupo que esta parcialmente dissociado € o
grupo imidazolico, que pode estar protonado (abreviado como HisH*) ou ndo protonado
(His).
Aplicando-se a equacdo de Henderson-Hasselbalch:



[A~]
H=pK,+log ——
pH=pi-i0g

Substituindo pK, por 6,0 e pH por 7,3, tem-se:

[His]
[HisH" ]

1,3

6,0 +log
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1
*
S

ta)

-
antilog 1,3 = L) =2,0x10'

[HisH™ ]

Obtém-se a razdo de [His] para [HisH*] (nesse caso, de 20 para 1). E necessario converter

essa razao para a fragdo da histidina total que estd na forma desprotonada His em pH 7,3.
Essa fracdo é 20/21 (20 partes de His para cada 1 parte de HisH* em um total de 21 partes
de histidina na soma das duas formas), ou cerca de 95,2%; o restante (100% menos
95,2%) esta protonado — aproximadamente 5%.

Nucleotideos como ATP, assim como muitos metabolitos de baixa massa molecular, contém
grupos ionizaveis que podem contribuir para o poder tamponante do citoplasma. Algumas
organelas altamente especializadas e compartimentos extracelulares apresentam altas
concentragoes de compostos que colaboram com a capacidade de tamponamento: acidos
organicos tamponam os vactiolos das células das plantas; amonia tampona a urina.

Dois tampdes biologicos especialmente importantes sdo o sistema fosfato e o sistema
bicarbonato. O sistema tampao fosfato, que atua no citoplasma de todas as células, consiste em
H,PO,- como doador de prétons e HPO 2~ como aceptor de protons:

H,PO, = H' + HPO?



O sistema tampao fosfato é mais efetivo em pH préximo ao seu pK, de 6,86 (Figs. 2-15, 2-17) e,
portanto, tende a resistir a mudangas de pH em um intervalo entre 5,9 e 7,9. Ele €, entdao, um
tampao efetivo em fluidos bioldgicos; nos mamiferos, por exemplo, os liquidos extracelulares e a

maioria dos compartimentos citoplasmaticos tém pH no intervalo de 6,9 a 7,4.

EXEMPLO 2-5 Tampaes fosfato

(a) Qual é o pH de uma mistura de 0,042 m de NaH,PO, e 0,058 m de Na,HPO,?

SOLUCAO: Usamos a equacdo de Handerson-Hasselbalch, expressa como

Bl oy ot | Wpda
[acido]

Nesse caso, o acido (a espécie que doa um proton) é H,PO,-, e a base conjugada (a espécie
que ganha um proton) é HPO,>. Substituindo a concentracdao dada de acido e base
conjugados e o valor de pK, (6,86), obtém-se

pH = 6,86 + log [0.058] _ 26 014=7,0
[0,042]

¥

E possivel conferir aproximadamente esse resultado. Quando houver mais base conjugada
do que acido, o acido esta mais que 50% titulado, e, portanto, o pH esta acima do pK,
(6,86), quando o acido esta exatamente 50% titulado.

(b) De quanto sera a alteracao no pH provocada pela adicao de 1,0 mL de solucao de
NaOH 10,0 M a 1 litro de tampao preparado como em (a)?

SOLUCAO: Um litro do tampao contém 0,042 mol de NaH,PO,. A adicdo de 1,0 mL de
solucdo NaOH 10 M (0,010 mol) poderia titular uma quantidade equivalente (0,010 mol)
de NaH,PO, para Na,HPO,, resultando em 0,032 mol de NaH,PO, e 0,068 mol de
Na,HPO,. O novo pH sera:



[HPO; ]
[H,POy ]

= 6,86+ log % =686+033=17,2

r

pH=pK, +log

(c) Qual sera o pH final caso 1,0 mL de solucao de NaOH 10 m for adicionado a 1 litro de
agua pura em pH 7,0? Compare esse resultado com a resposta encontrada em (b).

SOLUCAO: NaOH se dissocia completamente em Na* e OH-, dando [OH-] = 0,010
mol/L = 1,0 X 102 M. Pode-se definir o termo pOH como sendo analogo a pH para
expressar a [OH-] de uma solucdo. O pOH é o logaritmo negativo da [OH-], entdo, no
nosso exemplo, pOH = 2,0. Dado que em todas as solu¢des pH + pOH = 14 (ver Tabela 2-
5), o pH da solugdo é 12. Assim, uma quantidade de NaOH que aumente o pH da agua de
7 para 12 aumentara o pH de uma solugdo tamponada, como em (b), de 7,0 para apenas
7,2. O poder do tamponamento € enorme.
Por que pH + pOH = 14?

K,=10""=[H"][OH ]

Tomando os logaritmos negativos de ambos os lados da reacdo, tem-se

—log (107*) = —log [H" 1+ —log [OH ]
14 =—log [H" ]+ —log [OH]
14 = pH+pOH

P3 O plasma sanguineo é tamponado em parte pelo sistema tampao do bicarbonato,
consistindo em acido carbonico (H,CO,) como doador de prétons e bicarbonato (HCO,-) como
aceptor de protons (K, é a primeira das varias constantes de equilibrio no sistema tampdo do
bicarbonato):



H,CO, = H* + HCO;
[H™] [HCO3]
[HyCOg]

Esse sistema tampao é mais complexo que outros pares acido-base conjugados, uma vez que um
de seus componentes, o acido carbonico (H,CO,), é formado a partir de di6xido de carbono
dissolvido (aq) e agua, em uma reagao reversivel:

CO3(aq) + H,O = H,CO4

K}Z

P [H,COs]
“ [COy(aq)] [H0]

O dioxido de carbono é um gas sob condicOes normais, e o CO, dissolvido em uma solucdo
aquosa esta em equilibrio com o CO, na fase gasosa (g):

COz(8) == COz(aq)

~ [COs(aq)]

K
T [COy(8)]

O pH de uma solucdo tampao de bicarbonato depende da concentracao de H,CO, e HCO,-, os

componentes doador e receptor de protons. A concentracao de H,CO,, por sua vez, depende da
concentracdo de CO, na fase gasosa, ou da pressao parcial de CO,, designada por pCO,.
Portanto, o pH de um tampdo bicarbonato exposto a uma fase gasosa é determinado pela
concentracdo de HCO,- na fase aquosa e pela pCO, na fase gasosa.

A solucao tampao de bicarbonato é um tampao fisiolégico efetivo em pH préximo de 7,4,
uma vez que o H,CO, do plasma sanguineo esta em equilibrio com a grande capacidade de
reserva de CO, (g) existente no ar contido nos pulmodes. Como discutido anteriormente, esse



sistema tampdo envolve trés equilibrios reversiveis, nesse caso, entre o CO, gasoso nos pulmoes
e o bicarbonato (HCO;") no plasma sanguineo (Fig. 2-20).

H* 4+ HCO3

reacac |

3

Fase aguosa HEFD3

(sangue nos capilares) reacao 2

H,0 —/| [ H,0
CO,(d)

reacao 3

Fase gasosa r
(no espaco aéreo pulmonar) CO5(g)

FIGURA 2-20 Sistema tampio do bicarbonato. No espaco aéreo pulmonar, o CO, estd em equilibrio com o tampdo
bicarbonato no plasma sanguineo que circula pelos capilares pulmonares. Como a concentragdo de CO, dissolvido pode ser
ajustada rapidamente por mudangas na frequéncia respiratéria, o sistema tampdo bicarbonato do sangue estd proximo do
equilibrio com um grande reservatério potencial de CO,.

O sangue pode captar H*, como, por exemplo, do acido lactico produzido no tecido muscular
durante um exercicio vigoroso. De outra forma, ele pode perder H*, como pela protonacdo da
NH, produzida durante o catabolismo das proteinas. Quando H* é adicionado ao sangue a medida
que ele passa pelos tecidos, a reagcdo 1 da Figura 2-20 se desloca para um novo equilibrio, no
qual a [H,CO,] aumenta. Isso, por sua vez, aumenta a [CO,(aq)] no sangue (reacdo 2),
aumentando, assim, a pressao parcial de CO,(g) no espaco aéreo dos pulmoes (reacdo 3); o CO,
excedente é exalado. Inversamente, quando H* é perdido do sangue, a situacdo se inverte e mais
H,CO, é dissociado em H* e HCO;- e, portanto, mais CO,(g) dos pulmdes se dissolve dentro do
plasma sanguineo. A frequéncia respiratoria — que € a taxa de inalacdo e exalacdo — pode ajustar
rapidamente esses equilibrios para manter o pH sanguineo relativamente constante. A frequéncia
respiratoria é controlada pelo tronco encefalico, onde a deteccdo de um aumento de pCO, no
sangue ou uma diminuicdo do pH sanguineo desencadeia uma respiracao mais profunda e com
maior frequéncia.



A hiperventilacdo, respiracdao acelerada as vezes provocada por estresse ou ansiedade, inverte
o balango normal entre o O, inspirado e o CO, expirado, favorecendo que mais CO, seja
expirado, elevando, assim, o pH do sangue para 7,45 ou mais e causando alcalose. Essa alcalose
pode levar a tontura, dor de cabeca, fraqueza e perda de consciéncia. Um remédio caseiro para a
alcalose leve é respirar brevemente em um saco de papel. O ar dentro do saco fica enriquecido
em CO,, e a inalacdo desse ar aumenta a concentracao de CO, no sangue e no organismo,
levando a diminuicdo do pH sanguineo.

No pH normal do plasma sanguineo (7,4), muito pouco H,CO, esta presente em comparacdo
com HCO,, e a adicdo de uma pequena quantidade de base (NH, ou OH-) poderia titular esse
H,CO,, exaurindo a capacidade tamponante. A importancia do papel do H,CO, (pK, = 3,57 a 37
°C) no tamponamento do plasma sanguineo (pH ~ 7,4) parece contradizer a afirmacdo anterior de
que um tampao é mais efetivo na escala de 1 unidade de pH acima e abaixo do valor de pK,. A
explicacdo para esse paradoxo aparente é a grande reserva de CO, dissolvida no sangue, referida
como CO,(aq). O rapido equilibrio com H,CO, leva a formagao de mais H,CO,:

COz(&Q) i Hzo ~— HzCOB

Na clinica médica, é util ter uma maneira simples de expressar o pH do sangue em termos de
CO,(aq), o qual geralmente é monitorado com outros gases sanguineos. Pode-se definir uma
constante, K;, que é a constante de equilibrio para a hidratacao de CO,, formando H,COx:

[HoGOg]
[COy(aq)]

(A concentracao de agua é tdo grande (55,5 M) que a dissolucao de CO, ndo muda a [H,0O]

h:

significativamente de modo que a [H,O] se torna parte da constante K,.) Entdo, considerando-se
o estoque de CO,(aq), € possivel expressar [H,CO,] como K,[CO,(aq)], e substituir [H,CO,] na
equacdo da dissociagdo acida do H,CO,:

[H"] [HCO3] _ [H"] [HCO3]

" [HyCO3]  Ky[COy(aq)]

Agora, o equilibrio total para a dissociacao do H,CO, pode ser expresso como:



[H™] [HCO3]
[CO9(aq)]

e o correspondente pK aparente, ou

A h K R K combinada =

E possivel calcular o valor da nova constante, K. ..
PK ombinadas @ Partir dos valores determinados experimentalmente de K, (3,0 X 103 m) e K, (2,7 x
104 M) a 37 °C:

K

combinada

=3,0 x 103 M)(2,7 X 104 m)
=8,1 x 107 m?

pK

combinada

=6,1

Na clinica médica, é comum se referir ao CO,(aq) como o acido conjugado e usar o valor de 6,1
do pK, aparente, ou combinado, para simplificar os céalculos de pH a partir da [CO,(aq)]. A
concentracdo de CO, dissolvido é funcao de pCO,, que, nos pulmdes, é cerca de 4,8 kilopascais
(kPa), correspondendo a [H,CO,) % 1,2 mM. No plasma, [HCO,] é cerca de 24 mm, de modo que
[HCO,J/[H,CO,] é cerca de 20, e o pH do sangue é 6,1 + log 20 ~ 7,4.

O diabetes nao controlado produz uma acidose que traz risco de
vida

P4 A evolugdo de muitas das enzimas que agem no sangue foi no sentido de ter atividade
maxima entre pH 7,35 e 7,45, a faixa de pH normal do plasma sanguineo humano. As enzimas
geralmente apresentam atividade catalitica maxima em um pH caracteristico, chamado de pH
otimo (Fig. 2-21). Em geral, a atividade catalitica diminui rapidamente quando o pH muda para
qualquer um dos lados desse pH 6timo. Portanto, uma pequena mudanca no pH pode fazer uma
grande diferenca na velocidade de algumas reacGes cruciais catalisadas por enzimas. O controle
biolégico do pH das células e dos fluidos biolégicos é de importancia central em todos os
aspectos do metabolismo e das atividades celulares. Mudancas no pH sanguineo tém
consequéncias fisioldgicas marcantes, como pode ser visto nos experimentos perigosos descritos
no Quadro 2-1.
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FIGURA 2-21 0 pH étimo de algumas enzimas. A pepsina é uma enzima digestiva secretada no suco gastrico cujo pH
préoximo de 1,5 possibilita que ela funcione de forma 6tima. A tripsina, uma enzima digestiva que age no intestino delgado, tem
um pH étimo que se assemelha ao pH neutro do limen do intestino delgado.

Em pessoas com diabetes mellitus ndao controlado, a falta de insulina, ou a insensibilidade a
insulina, perturba a captacdo de glicose do sangue para dentro dos tecidos e os forca a utilizar
como principal combustivel a reserva de acidos graxos. Devido a razdes que serao descritas em
detalhes posteriormente (ver Capitulo 23), essa dependéncia de acidos graxos leva ao acimulo de
altas concentracoes de dois acidos carboxilicos, o acido S-hidroxibutirico e o acido acetoacético
(um nivel combinado de 90 mg/100 mL no plasma sanguineo, comparado com < 3 mg/100 mL
nos individuos saudaveis; excrecdo urinaria de 5 g/24 h, comparada com < 125 mg/24 h nos



individuos saudaveis). A dissociacdo desses acidos diminui o pH do plasma sanguineo para
valores inferiores a 7,35. P3 A acidose grave (caracterizada por baixo pH sanguineo) leva a
sintomas como cefaleia, tontura, vomitos e diarreia, seguidos de estupor, convulsdes e coma,
provavelmente porque, em pH mais baixos, algumas enzimas ja ndo funcionam otimamente.
Quando um paciente apresenta glicose alta no sangue, baixo pH plasmatico e altos niveis de
acido B-hidroxibutirico e acido acetoacético na urina e no sangue, o diagnostico mais provavel é
diabetes mellitus.

Outras condicdes também podem produzir acidose. Jejum e inanicdo, por exemplo, forcam o
uso dos estoques de acidos graxos como combustivel, com as mesmas consequéncias geradas
pelo diabetes. Esforco fisico intenso, como corrida de atletismo ou ciclistas, leva a um actimulo
temporario de 4cido lactico no sangue. A insuficiéncia renal leva a uma diminuicdo da
capacidade de regular os niveis de bicarbonato. Doengas pulmonares (como enfisema,
pneumonia e asma) reduzem a capacidade de eliminar o CO, produzido por oxidacdo dos
combustiveis nos tecidos, com o resultante acimulo de H,CO.,.

O tratamento da acidose é feito de acordo com a condicdo apresentada — administracao de
insulina para pessoas com diabetes e esteroides ou antibioticos para pessoas com doencas
pulmonares. A acidose grave pode ser revertida pela administragdao intravenosa de solucdao de

bicarbonato.

EXEMPLO 2-6 Tratamento da acidose com bicarbonato

Por que a administracdao intravenosa de uma solucdo de bicarbonato aumenta o pH do
plasma sanguineo?

SOLUCAO: A relacdo entre [HCO,] e [CO,(aq)] determina o pH do tampio de
bicarbonato, de acordo com a equagao

pH=6,1+log (HCO; ]
H,CO;

em que [H,CO,] esta diretamente relacionada com pCO,, a pressao parcial de CO,. Entdo,
se [HCO,] aumentar sem que o pCO, mude, o pH do sangue aumentara.

RESUMO 2.3 Tamponamento versus mudangas no pH em

sistemas biologicos



® Uma mistura de um 4cido fraco (ou base fraca) e seu sal resiste a mudancas de pH
causadas pela adi¢do de H* ou OH-. A mistura, portanto, funciona como um tampao.

®m O pH de uma solucdo de um &cido ou base fraca e seus sais é dado pela equacgdo de
Henderson-Hasselbalch:
[A]
pH = pk, + log .
[HA]

® Em células e tecidos, tampdes de fosfato e bicarbonato mantém os liquidos intracelular
e extracelular em pH proximo de 7,4. As enzimas geralmente tém atividade 6tima
préximo desse pH fisiolégico.

®m CondigOes de saude (p. ex., diabetes ndo controlado), que diminuem o pH sanguineo,
causando acidose, ou aumentam o pH, causando alcalose, podem levar a morte.

TERMOS-CHAVE

Os termos em negrito estdo definidos no glossdrio.
ligacao de hidrogénio
energia da ligacao
hidrofilico

hidrofébico

anfipatico

efeito hidrofobico

micelas

interacoes de van der Waals
osmolaridade

osmose

isotonico

hipertonico

hipot6nico

constante de equilibrio (K, )



produto ionico da agua (K,)

pH

acidose

alcalose

par conjugado acido-base
constante de dissociacao acida (K,)
PK,
curva de titulacao
tampao

regido de tamponamento

equacao de Henderson-Hasselbalch

pH otimo

e
QUESTOES

1. Efeito do ambiente local na intensidade das ligac6es ionicas O sitio de ligacdo ao ATP de
uma enzima esta localizado no interior da enzima, em um ambiente hidrofébico. Suponha que a
interacdo ionica entre uma enzima e o ATP ocorra na superficie da enzima, exposta a agua. A
interacao dessa enzima com o substrato passa a ser mais forte ou mais fraca? Por qué?

2. Vantagens biolégicas das interacoes fracas As associacOes entre moléculas bioldgicas
geralmente sdo estabilizadas por ligacGes de hidrogénio, interacdes eletrostaticas, efeito
hidrofébico e interagdes de van der Waals. Como interacdes fracas como essas trazem vantagens
para 0s organismos?

3. Solubilidade do etanol em agua O etano (CH,CH,) e o etanol (CH,CH,OH) diferem nas suas
estruturas moleculares por apenas um atomo; ainda assim, o etanol é muito mais soltivel em agua
que o etano. Descreva as caracteristicas do etanol que o fazem ser mais soltivel em agua do que o
etano.

4. Calculo do pH a partir da concentracao de ions hidrogénio Qual é o pH de uma solucao na
qual a concentracdao de H* é (a) 1,75 x 10-5> mol/L; (b) 6,50 x 10-1° mol/L; (c) 1,0 x 10 mol/L;
(d) 1,50 — 10-> mol/L?



5. Calculo da concentracao de ions hidrogénio a partir do pH Qual é a concentracao de H*
em uma solucao com pH (a) 3,82; (b) 6,52; (c) 11,11?

6. Acidez do HCI do suco gastrico O técnico de um laboratorio hospitalar obteve uma
amostra de 10,0 mL do suco gastrico de um paciente varias horas depois de uma refeicao e
titulou a amostra com NaOH 0,1 M até a neutralidade. A neutralizacao do HCI necessitou de 7,2
mL de NaOH. O estdmago do paciente ndao continha nenhuma comida ou bebida no momento da
coleta. Portanto, se supde que nao havia nenhum tampdo no material coletado. Qual era o pH do
suco gastrico?

7. Calculo do pH de um acido forte ou base forte

(a) Escreva a reacao de dissociacao acida para o acido cloridrico.

(b) Calcule o pH de uma solucdo de 5,0 x 104 M de acido cloridrico.

(c) Escreva a reacao de dissociagdo acida para o hidroxido de sodio.

(d) Calcule o pH de uma solucdo de 7 x 105 M de hidréxido de sodio a 25 °C.

8. Calculo do pH da concentracdao de um acido forte Calcule o pH de uma solucdo preparada
pela diluicdo de 3,0 mL de HCI 2,5 M em um volume final de 100 mL com H,O.

9. Determinacao dos niveis de acetilcolina por mudanca de pH Tem-se uma amostra de 15
mL de acetilcolina (um neurotransmissor) de concentracao desconhecida com pH 7,65. Essa
amostra foi incubada com a enzima acetilcolinesterase para converter toda a acetilcolina em
colina e acido acético. O acido acético se dissocia, produzindo acetato e ions hidrogénio.

xl’f CH;

- 1-| . HED
CHE—C—-G—-{_HE—EHE—FIJ—-{_H-; S
CH4
Acetilcolina
CH3
HG—CHE—CI—IE—+I~|~J—CH3 + CHE—{l?l,—D‘ Y
CH; O

Colina Acetato



A determinacdo do pH ap0s a incubagao mostrou que ele baixou para 6,87. Supondo que ndo ha
tampdo na mistura de reacdao, determine o numero de nanomols de acetilcolina na amostra
original de 15 mL.

10. Relacao entre pK, e pH Qual das solu¢des tem pH mais baixo: acido fluoridrico 0,1 M (pK,
= 3,20); acido acético 0,1 m (pkK, = 4,86); acido férmico 0,1 m (pK, = 3,75); acido lactico 0,1 m
(pK, = 7,86)?

11. Propriedades dos acidos fortes e fracos Classifique cada acido ou propriedade que
represente um acido forte ou um 4acido fraco: (a) acido cloridrico; (b) acido acético: (c) forte
tendéncia a dissociar prétons; (d) K, maior; (e) dissocia-se parcialmente em ions; (f) pK, maior.

12. Vinagre artificial Uma maneira de fabricar vinagre é preparar uma solugdo de acido acético,
0 unico componente acido do vinagre, no pH adequado (ver Fig. 2-14) e adicionar agentes
aromatizantes. O acido acético € liquido a 25 °C, tem massa molecular (M,) de 60, densidade de
1,049 g/mL e constante de dissociacao acida (K,) de 1,7 x 105 m. Calcule o volume de acido
acético necessario para produzir 1 L. de vinagre artificial usando agua destilada (ver Fig. 2-15).

13. Identificacdo de bases conjugadas Escreva a base conjugada dos seguintes acidos: (a)
H,PO,; (b) H,CO,; (c) CH,COOH; (d) CH,NH,*.

14. Calculo do pH de uma mistura de um acido fraco e sua base conjugada Calcule o pH de
uma solucado diluida que contém acetato de potassio e acido acético (pK, = 4,76) nas seguintes
relagdes molares: (a) 2:1; (b) (1:3); (c) 5:1; (d) 1:1; (e) 1:10.

15. Efeito do pH na solubilidade As propriedades altamente polares das ligacdes de hidrogénio
da agua a tornam um excelente solvente para espécies ionicas (carregadas). Em contrapartida,
moléculas organicas nao ionizadas e apolares, como o benzeno, sao relativamente insoliveis em
agua. Em principio, a solubilidade em agua de qualquer acido ou base organica pode ser
aumentada pela conversao das moléculas em suas respectivas espécies ionicas. Por exemplo, a
solubilidade do acido benzoico em agua € baixa. A adi¢ao de bicarbonato de s6dio a uma mistura
de 4gua e acido benzoico aumenta o pH e desprotona o acido benzoico, formando um ion
benzoato, que é bastante soluvel em agua.



C—OH C—0

Acido benzoico lon benzoato
pK, =5

Categorize os compostos a seguir com base em quais sdo os mais soliveis em solucdao aquosa de
NaOH 0,1 M ou solucdo aquosa de HCI 0,1 M. (Os prétons dissociados estdo mostrados em

vermelho.)
H H
A I“ldzh e OH ,J!vl:. S
SO S
[on quinalina m-Cresaol [an 2-(metiltio)piridina
pk; =49 pk, = 10,1 i, = 3.6

(a) (b) (c)

| 16. Tratamento da erupcao cutanea por hera venenosa O urushiol, componente de uma
planta que causa ardéncia na pele caracteristica, € uma mistura de catecois substituidos com
varias cadeias longas de grupos alquila.



OH
OH

(CH5),—CHs
pK, = 8

Qual dos seguintes tratamentos seria mais eficaz para remover os catecéis da superficie da pele
depois do contato com a planta? Justifique sua resposta.

(a) Lavar a drea com agua fria.

(b) Lavar a area com vinagre diluido ou suco de limao.

(c) Lavar a area com sabao e agua.

(d) Lavar a area com sabdo, agua e bicarbonato de sodio.

17. pH e absorcao de medicamentos O acido acetilsalicilico é um acido fraco com pK, de
3,5 (o H ionizavel esta mostrado em vermelho):
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O éacido acetilsalicilico é absorvido para o sangue pelas células que revestem o estdmago e o
intestino delgado. A absor¢do necessita que ele atravesse a membrana plasmatica. A polaridade
da molécula determina a velocidade de absorcdo; moléculas carregadas e altamente polares
atravessam lentamente enquanto que moléculas hidrofébicas neutras atravessam rapidamente. O
pH do contetido estomacal é de cerca de 1,5, e o pH do contetido do intestino delgado é de
aproximadamente 6. Com base nessas informacdes, o acido acetilsalicilico é absorvido em maior
quantidade para a corrente sanguinea a partir do estdmago ou do intestino delgado? Justifique
claramente a sua resposta.

18. Calculo do pH a partir das concentracdes molares O pK, de NH,*/NH, é 9,25. Calcule o
pH de uma solucdo contendo 0,12 M de NH,ClI e 0,03 m de NaOH.

19. Calculo do pH apos a titulacdo com um acido fraco Determinado composto tem um pK, de
7,4. Sdo acrescentados 100 mL de uma solucdao 1,0 M desse composto em pH 8,0 a 30 mL de
uma solucao de HCI 1,0 M. Qual é o pH da solucgao resultante?

20. Propriedades dos tampodes O aminoacido glicina é muito usado como o ingrediente
principal de um tampdo em experimentos de bioquimica. O grupo amino da glicina, que tem pK,
de 9,6, pode existir tanto na forma protonada (—-NH,*) quanto como base livre (-NH,), devido ao
equilibrio reversivel

R—NH; =— R—NH, + H™

(a) Qual é o intervalo de pH no qual a glicina pode ser usada como tampao efetivo devido ao seu

grupo amino?
(b) Em uma solugao de 0,1 M de glicina em pH 9, qual é a proporcao de glicina que tem os seus
grupos amino na forma —NH,*?



(c) Quanto KOH 5 M deve ser adicionado a 1 L de uma solugdo de glicina 0,1 m a pH 9,0 para
mudar o pH para exatamente 10,0?
(d) Qual é a relacdo numérica entre o pH da solucdo e o pK, do grupo amino quando 99% da
glicina estiver na sua forma —NH,*?

21. Determinacao do pK, de um grupo ionizavel por titulacao Supondo que uma bioquimica
tem 10 mL de solucao 1,0 M de um composto que tem dois grupos ionizaveis em pH 8,0. Ela
adiciona 10,0 mL de HCI 1,00 M, o que muda o pH para 3,20. O valor do pK, de um dos grupos
(pK,) é 3,8, e sabe-se que o pK, fica entre 7 e 10. Qual é o valor exato do pK,?

22. Calculo do pH de uma solucao de acido poliprotico O aminoacido histidina tem grupos
com pK, 1,8, 6,0 e 9,2, como mostrado a seguir (His = grupo imidazol). Uma bioquimica prepara
100 mL de uma solucdo 0,10 M de histidina com pH 5,40. Entao, ela adiciona 40 mL de HCI 0,1
M. Qual é o pH da solucao resultante?

23. Calculo do pH original a partir do pH final apos titulacao Um bioquimico tem 100 mL de
uma solugdo a 0,100 M de um acido fraco com pK, de 6,3. Ele adiciona 6,0 mL de HCI 1,0 M, o
que muda o pH para 5,7. Qual era o pH da solucao original?

24. Preparo de um tampao fosfato O acido fosférico (H,PO,), um 4cido triprético, tem trés pK,
(2,14, 6,86 e 12,4). Qual é a relacdo molar de HPO,?- para H,PO,~ quando em solucdao que
produza pH 7,0? Dica: somente um dos valores de pK, é relevante nesse caso.

25. Preparacao de um tampao padrao para calibracao de um pH-metro O eletrodo de vidro
usado em pH-metros comerciais responde proporcionalmente a concentracao dos ions de
hidrogénio presentes. Para converter essas respostas para uma leitura do valor de pH, é
necessario calibrar o eletrodo com solucdes padrao cujas concentracoes de H* sejam conhecidas.
O preparo de um tampdo padrdo com pH 7,0 usa di-hidrogénio fosfato (NaH,PO, - H,0, FW
138) e mono-hidrogénio fosfato dissédico (Na,HPO,; FW 142). O 4cido fosforico (H,PO,), um
acido triprotico, tem trés valores de pK,: 2,14, 6,86 e 12,4. Calcule o peso, em gramas, de di-
hidrogénio fosfato sédico e hidrogénio fosfato dissédico para preparar 1,0 L. de um tampao
padrdo com concentragdo total de fosfato de 0,10 m (ver Figura 2-15).

26. Calculo das relacdoes molares de conjugados base e acido fraco a partir do pH Calcule a
relacdo entre a base conjugada e o acido existente em pH 5,0 para um acido com pK, = 6,0.

27. Preparo de um tampao com pH e forca conhecidos Tém-se a disposicao solucdes de acido
acético (pK, = 4,76) e acetado de sodio, ambas a 0,10 M. Quantos mililitros da solugdo de acido
acético e da solucdo de acetato de sodio precisam ser misturados para preparar 1,0 L de tampao
acetato 0,10 m a pH 4,0?



28. Escolha do acido fraco para preparar um tampao Determine qual dos seguintes dcidos
fracos é o mais indicado para preparar tampdes com pH 3,0, pH 5,0 ou pH 9,0: (a) acido férmico
(pK, = 3,8); (b) acido acético (pK, = 4,76); (c) amonio (pK, = 9,25); (d) acido boérico (pK, =
9,24); (e) acido cloracético (pK, = 2,87); (f) acido hidrazoico (pK, = 4,6). Justifique brevemente
sua resposta.

29. Trabalhando com tampoes Um tampao contém 0,010 mol de acido lactico (pK, = 3,86) e
0,050 mol de lactato de sodio por litro.

(a) Calcule o pH do tampao.

(b) Calcule a mudanca no pH causada pela adicao de 5,0 mL de HCI 0,5 M a 1 L de tampao.

(c) Que mudanca de pH se espera caso essa mesma quantidade de HCI fosse adicionada a 1 L. de
agua pura?

30. Uso das concentracoes molares no calculo do pH Qual é o pH de uma solucdo que contém
0,20 M de acetato de sodio e 0,60 M de acido acético (pK, = 4,76)?

31. Preparacdo de tampao acetato Calcule as concentragOes de acido acético (pK, = 4,76) e
acetato de sodio necessarias para preparar tampao acetato 0,2 M com pH 5,0.

32. pH da secrecao de defesa de insetos Vocé esta observando um inseto que se defende dos
inimigos secretando um liquido caustico. Uma analise do liquido revelou uma concentracao total
de formato mais acido férmico (K, = 1,8 x 10-4) de 1,45 M. Andlises complementares mostraram
concentracdo do ion formato de 0,015 M. Qual é o pH da secre¢ao?

33. Calculo do pK, Um composto desconhecido, X, tem um grupo carboxila com pK, de 2,0 e
outro grupo ionizavel com pK, entre 5 e 8. Quando 75 mL de NaOH 0,1 M sdo adicionados a 100
mL de uma solucdo de 0,1 M de X em pH 2,0, o pH aumenta para 6,72. Calcule o pK, do segundo
grupo ionizavel de X.

34. Formas ionizadas dos aminoacidos em diferentes niveis de pH A glicina é um éacido
diprético que sofre duas reacdes de dissociacdo, uma para o grupo a-amino (-NH,*) e outra para
o grupo carboxila (—COOH); portanto, tem dois valores de pK,. O grupo carboxila tem um pK,
de 2,34 e o grupo a-amino tem um pK, de 9,60. A glicina pode existir totalmente desprotonada
(NH,—~CH,—COOH>-), totalmente protonada (*NH,~CH,~COOH) ou na forma zwitterionica
(*NH,—CH,—COO-). Determine qual forma da glicina estd presente em maior concentracao em
solucoes com: (a) pH 1,0; (b) pH 6,0; (c) pH 7,0; (d) pH 8,0; e (e) pH 11,9. Explique sua
resposta relacionando o pH com os dois valores de pK..

35. Controle do pH sanguineo pela respiracao



(@) A pressao parcial de CO, (pCO,) nos pulmdes pode variar rapidamente conforme a
frequéncia e a profundidade da respiracdo. Por exemplo, uma providéncia comum para aliviar
solucos é aumentar a concentracdo de CO, nos pulmdes. Isso pode ser atingido prendendo-se a
respiracao, respirando lenta e superficialmente (hipoventilacdo) ou respirando dentro de um saco
de papel. Sob essas condicoes, a pCO, no espaco aéreo dos pulmdes sobe acima do normal. (a)
Como o aumento da pCO, nos pulmdes pode afetar o pH do sangue?

(b) Uma pratica comum entre atletas de corridas de curta distancia é a respiracdo rapida e
profunda (hiperventilacdo) por cerca de meio minuto para remover o excesso de CO, de seus
pulmdes um pouco antes da corrida comecar. Nessas condi¢oes, o pH do sangue sobe para 7,6.
Explique como a hiperventilacdao leva ao aumento do pH do sangue.

(c) Durante uma corrida de curta distancia, os musculos produzem uma grande quantidade de
acido lactico (CH,CH(OH)COOH; K, = 1,38 x 104 M) a partir da glicose armazenada. Tendo-se
em vista esse fato, por que a hiperventilacdo antes de uma corrida pode ser vantajosa?

36. Calculo do pH do sangue a partir dos niveis de CO, e bicarbonato Calcule o pH de uma
amostra de plasma com uma concentracdo total de CO, de 26,9 mM e uma concentracao de
bicarbonato de 25,6 mMm. Lembre-se da importancia do pK, do acido carbonico ser 6,1.

37. Efeito de prender a respiracao sobre o pH do sangue O pH do liquido extracelular é
tamponado pelo sistema bicarbonato/acido carbonico. Prender a respiracdao pode aumentar 0s
niveis de CO, no sangue. Que efeito isso pode ter no pH do liquido extracelular? Explique
mostrando as equacgdes de equilibrio relevantes para esse sistema tampao.

38. Ponto de ebulicao de alcoois e diois

(a) Ordene os compostos conforme os pontos de ebulicao esperados.
CH3;—CH>—0OH
HO—CH3CHsCH>—OH
CHy—OH
HO—CH,CH;—OH
(b) Quais sdo os fatores importante para predizer os pontos de ebulicdo desses compostos?

39. Duracao das ligacoes de hidrogénio A PCR é uma técnica de laboratorio na qual sequéncias
especificas de DNA sdo copiadas e amplificadas varias vezes. As duas fitas de DNA, que sao
mantidas unidas em parte devido as ligacOes de hidrogénio entre elas, sdo aquecidas em uma
solucdo tampado para separar uma fita da outra e, entdo, sao resfriadas para permitir que voltem a



se associar. O que se pode predizer sobre a duracdo média das ligacdes de hidrogénio em uma
temperatura mais alta em relagdo a uma temperatura mais baixa?

40. Eletronegatividade e ligacao de hidrogénio A eletronegatividade de Pauling mede a
afinidade de um atomo pelo elétron em uma ligacdo covalente. Quanto maior for o valor da
eletronegatividade, maior serd a afinidade do atomo pelo elétron que ele compartilha com o outro

atomo.
Atomo Eletronegatividade
H 2,1
C 2,55
S 2,58
N 3,04
0 3,44

Observe que, na tabela periodica, o S vem logo abaixo do O.

(a) Vocé espera que H,S forme ligagcoes de hidrogénio entre si mesmo? E com H,0?

(b) A agua entra em ebulicdo a 100 °C. O ponto de ebulicao do H,S é maior ou menor do que o
ponto de ebuli¢do da H,0?

(c) O H,S é um solvente mais polar do que a H,0?

41. Solubilidade de compostos de baixo peso molecular Muitos dos compostos de baixo peso
molecular encontrados nas células estdo na forma idnica que eles ttm quando em agua em pH
7,0.
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Liste os cinco compostos na ordem do mais para o menos soluvel em agua.

42. Solubilidade relativa dos alcoois Liste os alcoois na ordem do mais soltivel para o menos
soluvel em agua.

GHQ—(GH]J”]—DH CH],—(GHE)]G—DH
CH3—(CHOH)—CHy;—CHOH—CH3y—O0OH

43. Determinacdo da carga e da solubilidade de acidos organicoes Suponha que o pK, de
compostos contendo carboxila seja de aproximadamente 3. Suponha que HOOC—(CH,),—~COOH,
CH,—~(CH,),~COOH e HOOC—(CH,),—~COOH sejam adicionados a agua em pH 7,0.

(a) Qual é a carga liquida de cada um dos compostos quando em solugao?
(b) Liste os compostos em ordem do mais solivel para o menos soluvel.

44. Efeitos ecolégicos do pH O réu de um processo sobre poluicdo industrial foi acusado de
liberar efluentes com pH 10 em um riacho onde vivem trutas. O autor da agao solicitou que o réu
reduzisse o pH do efluente para um valor que nao fosse superior a 7. O advogado do réu,
querendo agradar ao juiz, prometeu que o seu cliente faria ainda mais: diminuiria o pH para 1!

(a) O advogado do autor da agao poderia aceitar a sugestao do advogado do réu? Por qué?
(b) Quais fatos sobre pH esse advogado deveria conhecer?



45. pH e osmolaridade do tampao fosfato-salina O tampdo fosfato-salina (PBS) é uma solucao
normalmente usada em estudos envolvendo tecidos e células animais. Ele é formado por NaCl
137 mm, KCl 2,7 mm, Na,HPO, (pK, = 2,14) 10 mm e KH,PO, (pK, = 6,86) 1,8 mm. Calcule o
pH e a osmolaridade do PBS. Forneca a osmolaridade na unidade de osmol por litro (osm/L).

46. Ligacoes de hidrogénio nos pares de base de Watson e Crick Em 1953, James Watson e
Francis Crick descobriram que a base de purina da adenina forma um par com a base de
pirimidina timina (ou a base uracila). De maneira semelhante, a base de purina guanina forma um
par com a base de pirimidina citosina. Essas bases pareiam devido a formacdo de ligacdes de
hidrogénio entre purinas e pirimidinas. Mostre as ligacdes de hidrogénio que se formam (a)
quando adenina pareia com timina e (b) quando guanina pareia com citosina.
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QUESTAO DE ANALISE DE DADOS

47. Surfactantes “reversiveis” Moléculas hidrofébicas ndo se dissolvem bem em agua. Isso
torna determinados processos muito dificeis: retirar o residuo oleoso de alimentos dos pratos,
limpar 6leo derramado, manter as fases oleosa e aquosa dos molhos de salada bem misturadas e
fazer reagoes quimicas que envolvem componentes hidrofilicos e hidrofébicos.



Surfactantes sdo uma classe de compostos anfipaticos que incluem sabdes, detergentes e
emulsificantes. O uso de surfactantes permite que compostos hidrofébicos sejam suspensos em
solucdes aquosas pela formacdao de micelas (ver Fig. 2-7). Uma micela tem um nicleo
hidrofébico, que consiste em compostos hidrofobicos e “caudas” hidrofobicas do surfactante,
sendo que a superficie das micelas fica recoberta pelas “cabecas” hidrofilicas do surfactante.
Uma suspensdo de micelas é chamada de emulsdo. Quanto mais hidrofilico for o grupo que
compde a cabeca do surfactante, mais potente ele serd e maior serd a sua capacidade de
emulsificar material hidrofébico.

Quando se utiliza sabdo para remover a gordura da louca suja, o sabdo forma uma emulsdo
com a gordura, facilmente removida pela d4gua por meio das interacdes das moléculas de agua
com a cabecga hidrofilica das moléculas de sabdo. Da mesma maneira, pode-se usar um
detergente para emulsificar 6leo derramado para a remocdo com agua. E emulsificantes em
molhos industrializados de saladas mantém o azeite suspenso na mistura a base de agua.

Existem algumas situacdes, como na remocao de derramamentos de 6leo, nas quais seria
muito util ter um surfactante “reversivel”: uma molécula que poderia ser reversivelmente
convertida nas formas surfactante e ndo surfactante.

(a) Imagine que esse surfactante reversivel exista. Como esse produto poderia ser usado para
limpar um derramamento de 6leo e depois recuperar o 6leo?

Liu e colaboradores descreveram um prototipo de surfactante reversivel no artigo de 2006
“Surfactantes reversiveis”. A reversibilidade é baseada na seguinte reacao:

':lHE ':|:H3
R e __-""l:-:'\--h_\_ =+ {:D? 5 B HEO E i .-"'r_._H'“H T HCD-J'_
N riJ_CHj i i I"~|~,|—I::|—|3
| +
CH; H CH,
Forma amidina Forma amidinio

(b) Dado que o pK, de um ion amidinio tipico é 12,4, em qual direcdo (para a esquerda ou para a
direita) se espera que o equilibrio da reagcdo acima se desloque? (Ver na Fig. 2-15 os valores de
pK, relevantes.) Justifique sua resposta. Dica: lembre-se da reacao H,O + C,0 = H,CO.,.

Liu e colaboradores produziram um surfactante reversivel no qual R = C,(H,,. Essa molécula
sera denominada s-surf.
(c) A forma amidinio do s-surf é um surfactante poderoso; a forma amidina, ndo. Explique esse
fato.

Liu e colaboradores descobriram que poderiam fazer um revezamento entre as duas formas do
s-surf por mudancas no gas que eles borbulharam através da solucdao do surfactante. Eles
demonstraram essa mudanca pela medida da condutividade elétrica da solugdo de s-surf com



base no fato de que solucdes aquosas de compostos idnicos apresentam maior condutividade que
solucdes de compostos ndo ionicos. Eles comecaram com uma solucao contendo a forma
amidina do s-surf em dgua. Os resultados que obtiveram estdo demonstrados a seguir; as linhas

tracejadas indicam mudangas no gas usado.

Gés borbulhado em: CO, Ar CO, Ar

Condutividade
eletrica

0 100 200

Tempo (min)

(d) Em qual forma a maior parte do s-surf se encontra no ponto A? E no ponto B?

(e) Por que a condutividade elétrica aumenta do tempo 0 ao ponto A?

(f) Por que a condutividade elétrica decresceu do ponto A para o ponto B?

(g) Explique como o s-surf poderia ser usado para limpar e recuperar 6leo de um derramamento

de 6leo.

Referéncia

Liu, Y., P.G. Jessop, M. Cunningham, C.A. Eckert e C.L. Liotta. 2006. Switchable
surfactants. Science 313(5789):958-960. https://doi.org/10.1126/science.11288142.
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Capitulo 3



AMINOACIDOS, PEPTIDEOS E
PROTEINAS

s proteinas controlam praticamente todos 0s processos que ocorrem em uma célula e

apresentam uma variedade quase infinita de funcdes. Para explorar os mecanismos

moleculares dos processos bioldgicos, o0s bioquimicos estudam quase que
inevitavelmente uma ou mais proteinas. As proteinas sdao as macromoléculas biolégicas mais
abundantes, uma vez que estdo presentes em todas as células e em todas as partes das células.
Além disso, ha uma grande diversidade de proteinas; milhares de tipos diferentes podem ser
encontrados em uma unica célula. As proteinas sao os instrumentos moleculares pelos quais a
informacdo genética é expressa — os produtos finais mais importantes das vias de informacdo sao
discutidos na Parte III deste livro.

As células, ao juntarem os 20 aminoacidos comuns em diferentes combinacdes e sequéncias,
produzem proteinas com propriedades e atividades surpreendentemente distintas. A partir desses
modulos de construcdo, os diferentes organismos podem gerar uma ampla diversidade de
produtos, como enzimas, hormonios, anticorpos, transportadores, componentes que captam luz
nas plantas, flagelos de bactérias, fibras musculares, penas, teias de aranha, chifres de
rinoceronte, antibioticos e uma infinidade de outras substancias com fungdes biolégicas variadas
(Fig. 3-1). Entre as proteinas, as enzimas sdo as que tém maior variedade e especializagdes.
Como catalisadoras de quase todas as reagoes celulares, as enzimas sao uma das chaves para
compreender a quimica da vida, tornando-se, assim, um dos pontos centrais em todo curso de
bioquimica.

{al ] icl
FIGURA 3-1 Algumas fungdes das proteinas. (a) A luz produzida por vaga-lumes é o resultado de uma reagio envolvendo
a proteina luciferina e o ATP, catalisada pela enzima luciferase (ver Quadro 13-1). (b) Os eritrécitos contém grandes quantidades
da proteina transportadora de oxigénio, a hemoglobina. (c) A proteina queratina, produzida por todos os vertebrados, é o principal
componente estrutural de pelos, escamas, chifres, 13, unhas e penas. O rinoceronte-negro estd muito proximo de ser extinto no seu
ambiente natural devido a crenga que ha em algumas partes do mundo de que o pé do seu chifre tem propriedades afrodisiacas.
Na verdade, as propriedades quimicas do pé de chifre de rinoceronte ndo sdo diferentes daquelas do pé dos cascos de bovinos ou

das unhas das pessoas. [(a) Jeff J. Daly/Alamy. (b) Bill Longcore/Science Source. (c) Mary Cooke/Animals Animals.]



A estrutura e a funcdo das proteinas sdo os assuntos deste e dos proximos trés capitulos.

Inicialmente, serd apresentada uma descricdo das propriedades quimicas fundamentais dos

aminoacidos, dos peptideos e das proteinas. Também sera abordado como os bioquimicos

trabalham com proteinas. O assunto esta dividido em quatro principios:

P1

P4

Em todos os seres vivos, as proteinas sao formadas a partir de um conjunto comum de
20 aminoacidos. Cada aminoacido tem uma cadeia lateral com propriedades quimicas
proprias. Os aminoacidos podem ser vistos como o alfabeto no qual a linguagem da
estrutura das proteinas € escrita.

Nas proteinas, os aminoacidos estdao ligados em uma sequéncia linear caracteristica
por meio de uma ligacao amida, a ligacao peptidica. A sequéncia de aminoacidos de uma
proteina constitui a sua estrutura primaria, o primeiro nivel discutido dentro da alta
complexidade da estrutura das proteinas.

Para serem estudadas, cada proteina deve ser separada das outras milhares de
proteinas presentes nas células. Esse isolamento se baseia nas diferencas de suas
propriedades quimicas e funcionais, decorrentes de suas distintas sequéncias de
aminoacidos. As proteinas sdo um ponto central na bioquimica, e a purificacdo de proteinas
individuais para estudo é a esséncia do esfor¢o bioquimico.

Moldadas pela evolucao, as sequéncias de aminoacidos sao a ferramenta-chave para
entender a funcao de determinada proteina e estabelecer relacoes funcionais e
evolutivas.



3.1 Aminoacidos

Proteinas sdo polimeros de aminoacidos, com cada residuo de aminoacido unido ao seu vizinho
por um tipo especifico de ligacdo covalente (o termo “residuo” indica a perda de elementos de
agua quando um aminoacido é unido a outro). As proteinas podem ser degradadas (hidrolisadas)
em seus aminoacidos constituintes por varios métodos. Os primeiros estudos das proteinas
naturalmente se concentraram nos aminoacidos livres que fazem parte das proteinas. Vinte
aminoacidos diferentes sdo comumente encontrados nas proteinas. O primeiro a ser descoberto
foi a asparagina, em 1806. O tltimo dos 20 a ser descoberto (treonina) sé foi identificado em
1938. Todos os aminoacidos tém nomes comuns ou triviais, em alguns casos derivados da fonte
da qual foram isolados pela primeira vez. A asparagina foi descoberta pela primeira vez no
aspargo, e o glutamato, no gliten do trigo; a tirosina foi isolada pela primeira vez a partir do
queijo (seu nome é derivado do grego tyros, “queijo”); e a glicina (do grego glykos, “doce”)
recebeu esse nome devido ao seu sabor adocicado.

Aprender os nomes, as estruturas e as propriedades quimicas dos 20 aminoacidos comuns
encontrados nas proteinas é um dos pontos-chave para qualquer estudante que se inicia na
bioquimica. Essa necessidade logo fica evidente no suceder dos capitulos. E impossivel discutir
estrutura, funcao, sitios de ligacdo a ligantes, sitios ativos de enzimas e quase todos os outros
pontos da bioquimica sem ter essa base. Os aminoacidos sdo parte do vocabulario da bioquimica.

Os aminoacidos tém algumas carateristicas estruturais em
comum

P1 Todos os 20 aminoacidos comuns sao a-aminoacidos. Eles téem um grupo carboxila e um
grupo amino ligados ao mesmo atomo de carbono (o carbono a) (Fig. 3-2). Eles diferem-se uns
dos outros em suas cadeias laterais, ou grupes R, que variam em estrutura, tamanho e carga
elétrica e afetam a solubilidade dos aminoacidos em agua. Além desses 20 aminoacidos, ha
muitos outros menos comuns. Alguns tém a cadeia lateral modificada apds a proteina ser
sintetizada; outros estdo presentes nos seres vivos, mas nao como constituintes de proteinas; e
dois sdo casos especiais encontrados apenas em algumas proteinas. Aos aminoacidos comuns das
proteinas foram atribuidos abreviacOes de trés letras e simbolos de uma letra (ver Tabela 3-1),
que sdo usados para indicar a composicdo e a sequéncia de aminodcidos polimerizados nas
proteinas.



FIGURA 3-2 Estrutura geral de um aminoacido. Essa é a estrutura comum de todos os a-aminoacidos, com excegio de
um (a prolina, um aminodacido ciclico). Cada aminoacido tem um grupo R, ou cadeia lateral (em roxo), diferente ligado ao
carbono a (em cinza).

CONVENCAO

O codigo de trés letras é bastante evidente. Em geral, as abreviacdes consistem nas trés

primeiras letras do nome do aminoacido. O cédigo de uma letra foi concebido por
Margaret Oakley Dayhoff, considerada por muitos a fundadora do campo da
bioinformatica. O c6digo de uma letra é o resultado de uma tentativa de reduzir o tamanho
dos arquivos de dados (na época da computacao com cartdes perfurados) utilizados para
descrever as sequéncias de aminoacidos. Esse codigo foi desenvolvido para ser facilmente
memorizado, e saber como foi originado ajuda os estudantes a se lembrarem dele. No caso
de seis aminoacidos (CHIMSYV), a primeira letra do nome do aminoacido é tnica e,
portanto, utilizada como o simbolo. Para cinco outros (AGLPT), a primeira letra ndo é
Unica, mas é dada ao aminoacido mais comum nas proteinas (p. ex., leucina é mais
comum do que lisina). Para outros quatro, a letra utilizada é foneticamente sugestiva
(RFYW: aRginina, Fenilalanina, tirosina [do inglés tYrosine], triptofano [do inglés
tWiptophan]). Os outros foram mais dificeis de abreviar. Para quatro aminoacidos
(DNEQ), foram atribuidas letras encontradas em seus nomes ou sugeridas pelos nomes
(aspartato [do inglés asparDic], asparagiNa, glutamato [do inglés glutamEke], glutamina



[do inglés Q-tamine]). A tnica restante é a lisina. Sobravam poucas letras no alfabeto, e a

letra K foi escolhida porque era a mais proxima de L.. ®

Margaret Oakley Dayhoff, 1925-1983 [Fotografia por Dr. Ruth Dayhoff, cortesia de Vincent Brannigan.]

Em todos os aminoacidos comuns, exceto na glicina, o carbono o esta ligado a quatro grupos
diferentes: um grupo carboxila, um grupo amino, um grupo R e um atomo de hidrogénio (Fig. 3-
2; na glicina, o grupo R é outro atomo de hidrogénio). O atomo de carbono « é, portanto, um
centro quiral. Em decorréncia do arranjo tetraédrico dos orbitais de ligacdo em volta do atomo
de carbono a, os quatro grupos diferentes podem ocupar dois arranjos espaciais tinicos, de modo
que os aminoacidos tém dois estereoisomeros possiveis. Uma vez que elas sdo imagens
especulares ndo sobreponiveis uma na outra (Fig. 3-3), as duas formas representam uma classe
de estereoisomeros denominada enantiomeros (ver Fig. 1-21). Todas as moléculas com um
centro quiral também sdo opticamente ativas — isto €, elas giram o plano da luz polarizada (ver
Quadro 1-2).
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FIGURA 3-3 Esterecisomeria em a-aminoacidos. (a) Os dois estereoisomeros da alanina, L e D-alanina, sdo imagens
especulares ndo sobreponiveis uma a outra (enantiémeros). (b, c) Duas convengdes diferentes para representar as configuracoes
espaciais dos estereoisomeros. Em férmulas de perspectiva (b), as ligacdes sélidas em forma de cunha projetam-se para fora do
plano do papel, e as ligacdes tracejadas, para tras do plano. Em férmulas de projecdo (c), supde-se que as ligacdes horizontais se
projetam para a frente do plano do papel, e as ligagdes verticais, para tras. Entretanto, férmulas de projecdo muitas vezes sdo
usadas casualmente e nem sempre pretendem representar uma configuragdo estereoquimica especifica. Ver a Figura 3-4 para uma
explicacdo sobre o sistema D, L de especificacdo da configuracdo absoluta.



CONVENCAO

Duas convengdes sao utilizadas para identificar os carbonos de um aminoacido — prética

que pode causar confusdo. Os carbonos adicionais em um grupo R sdo comumente
denominados f, y, 6, €, e assim por diante, a partir do carbono a. Para a maioria das outras
moléculas organicas, os atomos de carbono sdao simplesmente numerados a partir de uma
das extremidades, dando preferéncia (C-1) ao carbono com o substituinte que contém o
atomo de maior nimero atomico. Nesta ultima convencgdo, o carbono carboxilico de um
aminodacido seria o C-1, e o carbono a seria o C-2.
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No caso dos aminoacidos com um grupo R heterociclico (p. ex., histidina), o sistema de
letras gregas é ambiguo, motivo pelo qual se utiliza o sistema de numeros. Para os

aminodacidos de cadeia ramificada, os carbonos correspondentes sao numerados depois da

letra grega. A leucina, portanto, tem carbonos 61 e 62 (ver estrutura na Fig. 3-5). ®

Foi desenvolvida uma nomenclatura especial para a configuracao absoluta dos quatro
substituintes dos atomos de carbono assimétricos. As configuracGes absolutas de agucares
simples e aminodcidos sdo indicadas usando-se o sistema p-L (Fig. 3-4), com base na
configuracdo absoluta do agticar de trés carbonos, o gliceraldeido. Essa convencdo foi proposta
por Emil Fischer em 1891. (Fischer sabia quais grupos circundavam o carbono assimétrico do
gliceraldeido, mas teve de supor a configuracdo absoluta; e ele supds corretamente, como foi
confirmado posteriormente por analises de difracdao de raios X.) Em todos os compostos quirais,
o0s estereoisomeros que tém uma configuracao relacionada com a configuracao do L-gliceraldeido
sao denominados L, e os estereoisomeros relacionados com o D-gliceraldeido sdao denominados D.
Os grupos funcionais da L-alanina correspondem aos do L-gliceraldeido, uma vez que, para
alinha-los, eles devem ser interconvertidos por meio de uma reacao simples de apenas uma etapa.
Portanto, o grupo carboxila da L-alanina ocupa a mesma posi¢do ao redor do carbono quiral que
o grupo aldeido do L-gliceraldeido, visto que um aldeido é prontamente convertido em um grupo



carboxila por meio de uma oxidagdao de etapa unica. Historicamente, as designacdes | e d
semelhantes eram utilizadas para levorrotatoria (rotacdao da luz polarizada a esquerda) e
dextrorrotatoria (rotacdao da luz polarizada a direita). Entretanto, nem todos os L-aminoacidos sao
levorrotatorios, e a convencao mostrada na Figura 3-4 é necessaria para evitar possiveis
ambiguidades sobre a configuracdo absoluta. Pela convencdo de Fischer, L e D referem-se apenas
a configuracdo absoluta dos quatro substituintes em torno do carbono quiral, e nao as
propriedades 6pticas da molécula.

'CHO CHO

HO=2C —H H=—C—OH

*CH,0H CH,OH

L-Gliceraldeido D-Gliceraldeido

L0y QOO_
+ P+
CHx CH;

L.-Alanina D-Alanina

FIGURA 3-4 Relagio espacial entre os estereoisdmeros da alanina e a configuracio absoluta do L-gliceraldeido e do
D-gliceraldeido. Nestas férmulas em perspectiva, os carbonos estdo alinhados verticalmente, com o 4&tomo quiral no centro. Os
carbonos nessas moléculas sdo numerados de 1 a 3, de cima para baixo, comegando com o carbono do aldeido ou carboxiterminal
(em vermelho), como mostrado. Quando representado dessa maneira, o grupo R do aminoacido (nesse caso, o grupo metila da
alanina) estd sempre abaixo do carbono a. L-Aminodcidos sdo aqueles que tém o grupo a-amino no lado esquerdo, ao passo que
os D-aminoacidos tém o grupo a-amino no lado direito.

Outro sistema para especificar a configuracdo ao redor de um centro quiral é o sistema RS,
utilizado na nomenclatura sistematica da quimica organica para descrever com mais exatidao a
configuracao das moléculas com mais de um centro quiral.



Todos os residuos de aminoacidos nas proteinas sao
estereoisomeros L

Quase todos os compostos biolégicos com centro quiral ocorrem naturalmente em apenas uma
forma estereoisomérica: D ou L. Os residuos de aminoacidos presentes nas moléculas de proteinas
sdo quase exclusivamente isdmeros L, com menos de 1% sendo encontrado na configuracdo D.
Os raros residuos de pD-aminoacidos tém um proposito estrutural bem preciso e sdao introduzidos
nas proteinas por reagoes catalisadas por enzimas que ocorrem apos a proteina ser sintetizada no
ribossomo.

E impressionante que praticamente todos os residuos de aminoacidos nas proteinas sejam
isdbmeros L. Quando compostos quirais sdo formados em reagées quimicas comuns, o resultado é
uma mistura racémica de isomeros D e L, que, para os quimicos, sdo dificeis de distinguir e
separar. No entanto, para os sistemas vivos, os isdbmeros D e L sdo tdo diferentes entre si quanto a
mao direita é diferente da esquerda. A formacdo de subestruturas repetidas estaveis nas proteinas
(Capitulo 4) exige que os aminoacidos constituintes sejam de uma mesma série estereoquimica.
As células sdo capazes de sintetizar especificamente os isdbmeros L dos aminoacidos, pois 0s
sitios ativos das enzimas sdo assimétricos, tornando estereoespecificas as reagdes por elas
catalisadas.

Os aminoacidos podem ser classificados de acordo com o grupo
R

O conhecimento das propriedades quimicas dos aminoacidos comuns é fundamental para
compreender a bioquimica. Isso pode ser simplificado agrupando-se os aminoacidos em cinco
classes principais com base nas propriedades dos grupos R (Tabela 3-1), particularmente a sua
polaridade, ou tendéncia para interagir com a agua em pH biolégico (préximo do pH 7,0). A
polaridade dos grupos R varia amplamente, de apolar e hidrofébico (ndo hidrossoluvel) a
altamente polar e hidrofilico (hidrossoltvel). E um pouco dificil caracterizar alguns aminoécidos,
especialmente a glicina, a histidina e a cisteina, porque eles ndo se encaixam perfeitamente em
qualquer dos grupos. Eles sdo colocados em determinado grupo com base em alguns critérios
minoritarios, em vez de um absoluto.

4 V.V 2 LW ES Propriedades e convengoes associadas aos aminoacidos comumente

1 presentes nas proteinas
Aminoacido Abreviacao/ Valores de pK, pl indicede Ocorréncia
simbolo hidropatia® nas proteinas

M2 pK,(- pK,(- pKg
COOH) NH;*) (grupo
R)

(%)*



Grupos R alifaticos apolares

Glicina Gly G 75 2,34
Alanina Ala A 89 2,34
Prolina Pro P 115 1,99
Valina Val Vv 117 2,32
Leucina Leu L 131 2,36
Isoleucina Ile I 131 2,36
Metionina Met M 149 2,28

Grupos R aromaticos

Fenilalanina Phe F 165 1,83
Tirosina TyrY 181 2,20
Triptofano TrpW 204 2,38

Grupos R nao carregados polares

Serina Ser S 105 2,21
Treonina Thr T 119 2,11
Cisteinae Cys C 121 1,96

Asparagina Asn N 132 2,02
Glutamina GIn Q 146 2,17

Grupos R carregados positivamente

Lisina Lys K 146 2,18
Histidina His H 155 1,82
Arginina Arg R 174 2,17

Grupos R carregados negativamente
Aspartato AspD 133 1,88
Glutamato Glu E 147 2,19

9,60
9,69
10,96
9,62
9,60
9,68
9,21

9,13
9,11 10,07
9,39

9,15
9,62
10,28 8,18
8,80
9,13

8,95 10,53
9,17 6,00
9,04 12,48

9,60 3,65
9,67 4,25

5,97
6,01
6,48
5,97
5,98
6,02
5,74

5,48
5,66
5,89

5,68
5,87
5,07
5,41
5,65

9,74
7,59
10,76

2,77
3,22

-0,4
1,8
—1,6d
4,2
3,8
4,5
1,9

2,8
-1,3
-0,9

-0,8
-0,7
2,5

-3,5
-3,5

-39
-3,2
-4,5

-3,5
-3,5

7,2
7,8
5,2
6,6
9,1
5,3
2,3

3,9
3,2
1,4

6,8
5,9
1,9
4,3
4,2

5,9
2,3
51

5,3
6,3

7,3
9,4
4,4
7,1
10,6
6,0
2,2

4,0
3,0
1,3

6,1
5,4
1,2
3,7
4,5

4,7
2,4
5,6

51
6,0

7.3
7,2
4,2
8,2
9,9
7,6
2,2

4,5
3,9
1,1

5,7
4,5
0,8
3,4
2,0

6,8
1,6
5,9

5,0
8,2

40s valores de M, refletem as estruturas como mostradas na Figura 3-5. Os elementos da dgua (M, 18) sdo removidos quando o

aminodcido é incorporado a um polipeptideo.

bEscala combinando hidrofobicidade e hidrofilicidade de grupos R. Os valores refletem a energia livre (AG) da transferéncia da
cadeia lateral do aminoacido de um solvente hidrofébico para a 4gua. Essa transferéncia é favoravel (AG < 0; indice com valor



negativo) para aminoacidos de cadeia carregada ou polar, e desfavoravel (AG > 0; indice com valor positivo) para aminoacidos
com cadeias laterais apolares ou mais hidrofébicas. Ver Capitulo 11. Fonte: dados de J. Kyte e R. F. Doolittle, J. Mol. Biol.
157:105, 1982.

CO primeiro valor em cada linha é a ocorréncia média em mais de 1.150 proteinas. Fonte: dados de R. F. Doolittle, in
Prediction of Protein Structure and the Principles of Protein Conformation (G. D. Fasman, ed.), p. 599, Plenum Press, 1989. O
segundo e o terceiro valores sdo, respectivamente, dos proteomas completos de nove espécies de bactérias mesofilicas e de sete
espécies de bactérias termofilicas. Os mesoéfilos crescem nas temperaturas normalmente encontradas, enquanto que o0s
termofilos crescem em temperaturas elevadas (aproximadas ou superiores a temperatura de ebuli¢do da 4gua). A menor
ocorréncia de glutamina nos termoéfilos pode ser reflexo da tendéncia desse aminoacido em desaminar nas altas temperaturas.
Fonte: dados de A. C. Singer e D. A. Hickey, Gene 317:39, 2003.

dOriginalmente o indice de hidropatia foi proposto levando-se em consideracéo a frequéncia na qual cada residuo de
aminodcido aparece na superficie das proteinas. Como a prolina geralmente aparece na superficie em voltas f3, ela tem uma
pontuacdo menor do que os seus grupos metileno da cadeia lateral sugerem.

€A cisteina é geralmente classificada como polar, embora tenha um indice de hidropatia positivo. Isso reflete a capacidade que
o grupo sulfidrila tem de atuar como um 4cido fraco e formar uma ligacdo de hidrogénio fraca com o oxigénio ou com o
nitrogénio.

P1 As estruturas dos 20 aminoacidos comuns estdo mostradas na Figura 3-5, e algumas das

suas propriedades estdo listadas na Tabela 3-1. Em cada classe, ha graduacoes de polaridade,
tamanho e forma dos grupos R.
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FIGURA 3-5 0Os 20 aminoacidos comuns das proteinas. As formulas estruturais mostram o estado de ionizacio que
predomina em pH 7,0. A parte ndo sombreada é a parte comum a todos os aminodcidos, e a parte sombreada corresponde aos
grupos R. Embora o grupo R da histidina seja mostrado sem carga, o seu pK, (ver Tabela 3-1) é tal que uma proporgao pequena,
mas importante, desses grupos esta carregada com uma carga positiva em pH 7,0. A forma protonada da histidina é mostrada na
parte superior do grafico da Figura 3-12b.

Grupos R alifaticos apolares Os grupos R nesta classe de aminodcidos sdo apolares e
hidrofébicos. As cadeias laterais de alanina, valina, leucina e isoleucina tendem a se agrupar no
interior das proteinas, estabilizando a estrutura proteica por meio de interacées hidrofobicas. A
glicina tem a estrutura mais simples. Embora seja mais facilmente agrupada com os aminoacidos
apolares, a sua cadeia lateral muito pequena ndo contribui efetivamente para interacoes
hidrofébicas. A metionina, um dos dois aminoacidos que contém enxofre, tem um grupo tioéter
ligeiramente apolar em sua cadeia lateral. A prolina tem cadeia lateral alifatica, com uma



estrutura ciclica caracteristica. O grupo amino secundario (imino) do residuo de prolina é
mantido em uma configuracdo rigida que reduz a flexibilidade estrutural das regides
polipeptidicas que contém prolina.

Grupos R aromaticos A fenilalanina, a tirosina e o triptofano, com suas cadeias laterais
aromaticas, sao relativamente apolares (hidrofébicos). Todos eles podem contribuir para o efeito
hidrofébico. O grupo hidroxila da tirosina pode formar ligacdes de hidrogénio e é um grupo
funcional importante em algumas enzimas. A tirosina e o triptofano sdo significativamente mais
polares do que a fenilalanina, devido ao grupo hidroxila da tirosina e ao nitrogénio do anel indol

do triptofano.
O triptofano, a tirosina e, em um grau muito menor, a fenilalanina absorvem luz ultravioleta

(Fig. 3-6; ver Quadro 3-1). Isso é responsavel pela forte absor¢do de luz de algumas
proteinas no comprimento de onda de 280 nm, uma propriedade que tem sido aproveitada por
pesquisadores na caracterizacao de proteinas.
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FIGURA 3-6 Absorgio de luz ultravioleta por aminoacidos aromaticos. Comparacio dos espectros de absorcio de luz
dos aminodcidos aromaticos triptofano, tirosina e fenilalanina em pH 6,0. Os aminoacidos estdo presentes em quantidades
equimolares (10-3 M) e sob condi¢des idénticas. A absorbancia medida do triptofano é mais de quatro vezes maior do que a da
tirosina no comprimento de onda 280 nm. Observe que, para o triptofano e a tirosina, a absor¢do maxima de luz ocorre préxima
de 280 nm. A absorcdo de luz pela fenilalanina geralmente contribui pouco para as propriedades espectroscépicas das proteinas.



QUADRO 3-1 ¥ METODOS

Absorcao de luz pelas moléculas: a lei de Lambert-Beer

Muitas biomoléculas absorvem luz em comprimentos de onda caracteristicos, como é o
caso do triptofano, que absorve a luz em 280 nm (ver Fig. 3-6). Medir a absorcdo da luz
usando um espectrofotometro é til para detectar e identificar as moléculas, além de
determinar as suas respectivas concentracoes em solucoes. A fracdo da luz incidente
absorvida por uma solu¢dao em um determinado comprimento de onda esta relacionada
com a espessura da camada de absor¢cdo (comprimento do caminho o6ptico) e a
concentracdo da substancia que ela absorve (Fig. 1). Essas duas relacdes foram
combinadas na lei de Lambert-Beer,

/
log 70 = ecl

em que I, é a intensidade da luz incidente, I é a intensidade da luz transmitida, a relagdo
I/1, (o inverso da razdo na equagao) € a transmitancia, € é o coeficiente de extingdo molar
(em unidades de litros por mol-centimetro), ¢ é a concentracao do espécime que absorve
(em mol por litro) e I é o comprimento do caminho que a luz percorre na amostra (em
centimetros). A lei de Lambert-Beer pressupde que a luz incidente é paralela e
monocromatica (de um unico comprimento de onda) e que as orientacoes das moléculas
de solvente e soluto sdo aleatorias. A expressao log (I,/I) é denominada absorbancia e
representada por A.

E importante observar que cada milimetro sucessivo do comprimento do caminho da
luz na solucdo absorvente em uma célula de 1,0 cm ndo absorve uma quantidade
constante, mas sim uma fracdao constante da luz que incide sobre ela. Entretanto,
mantendo-se fixo o comprimento do caminho éptico, a absorbdncia, A, é diretamente
proporcional a concentragdo do soluto absorvente.

O coeficiente de extingdo molar varia de acordo com a natureza do composto
absorvente, do solvente e do comprimento de onda, bem como com o pH, caso a
substancia que absorve a luz esteja em equilibrio com um estado de ionizacdo que tenha
propriedades de absorcao diferentes.
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FIGURA 1 0Os principais componentes de um espectrofotdmetro. Uma fonte de luz emite luz em um amplo
espectro e o monocromador seleciona e transmite apenas luz de um comprimento de onda especifico. A luz
monocromdtica passa através da amostra em uma cubeta com um comprimento [. A absorbancia da amostra,
log (Iy/I), é proporcional a concentragdo da espécie que absorve luz. A luz transmitida é medida em um
detector.

Grupos R nao carregados polares Os grupos R desses aminoéacidos sdo mais soliveis em
agua, ou mais hidrofilicos, do que os grupos R dos aminoacidos apolares, uma vez que contém
grupos funcionais que formam ligacdes de hidrogénio com a agua. Essa classe de aminoacidos
inclui serina, treonina, cisteina, asparagina e glutamina. Os grupos hidroxila da serina e da
treonina e os grupos amida da asparagina e da glutamina contribuem para a polaridade. A
cisteina é um caso isolado, uma vez que a sua polaridade, devido ao grupo sulfidrila, é
relativamente pequena. A cisteina é um acido fraco e pode fazer ligacoes de hidrogénio fracas
com oXxigénio ou nitrogénio.

A asparagina e a glutamina sdo as amidas de outros dois aminoacidos também encontrados em
proteinas, aspartato e glutamato, respectivamente, e elas sao facilmente hidrolisadas por acido ou
base. A cisteina é facilmente oxidada para formar um aminoacido dimérico ligado de modo
covalente, chamado de cistina. A cistina é formada por duas moléculas ou residuos de cisteina
ligados por uma ligacdo dissulfeto (Fig. 3-7). Residuos ligados por ligagdo dissulfeto sdo
fortemente hidrofobicos (apolares). As ligacoes dissulfeto desempenham um papel especial nas
estruturas de muitas proteinas por meio da formacdo de ligagbes covalentes entre partes de uma
molécula polipeptidica ou entre duas cadeias polipeptidicas diferentes.
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FIGURA 3-7 Formagio reversivel de uma ligacio dissulfeto pela oxidagdo de duas moléculas de cisteina. As ligagdes
dissulfeto entre residuos Cys estabilizam as estruturas de muitas proteinas.

Grupos R carregados positivamente (basicos) Os grupos R mais hidrofilicos sdo
aqueles carregados positiva ou negativamente. Os aminoacidos que tém grupos R com uma carga
positiva significativa em pH 7,0 sdo a lisina, com um segundo grupo amino primario na posicao
€ na sua cadeia alifatica; a arginina, com um grupo guanidinio positivamente carregado; e a
histidina, com um grupo aromatico imidazol. Como o tinico aminoacido comum que tem uma
cadeia lateral ionizavel com pK, proximo da neutralidade, o residuo de histidina pode estar
positivamente carregado (forma protonada) ou ndo carregado em pH 7,0. Residuos de His
facilitam muitas reacOes catalisadas por enzimas, funcionando como doadores/aceptores de
protons.

Grupos R carregados negativamente (acidos) Os dois aminodcidos que apresentam
grupos R com carga negativa liquida em pH 7,0 sdo o aspartato e o glutamato, cada um dos
quais tem um segundo grupo carboxila.

Aminoacidos incomuns também tém funcoes importantes

Além dos 20 aminoacidos comuns, as proteinas podem conter residuos criados por modificacées
de residuos de aminoacidos ap6s ja terem sido incorporados a um polipeptideo (Fig. 3-8a).
Entre esses aminoacidos incomuns, estdo a 4-hidroxiprolina, um derivado da prolina encontrado
no colageno (uma proteina fibrosa), e o y-carboxiglutamato, encontrado na protrombina



(proteina da coagulacdo sanguinea) e em determinadas proteinas que ligam Ca?* como parte da
sua funcdo biologica. Mais complexa é a desmosina, derivada de quatro residuos Lys,
encontrada na elastina (uma proteina fibrosa).
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FIGURA 3-8 Aminoacidos raros. (a) Alguns aminoécidos raros encontrados em proteinas. A maioria é constituida por
derivados de aminoacidos comuns. (Observe o uso de niimeros ou de letras gregas nos nomes das estruturas para identificar os
atomos de carbono alterados.) Grupos funcionais extras adicionados por reagdes de modificagdo estdo mostrados em vermelho. A
desmosina é formada a partir de quatro residuos Lys (os esqueletos de carbono estdo sombreados). A selenocisteina e a pirrolisina
sdo excegdes. Esses aminodcidos sdo adicionados durante a sintese proteica normal por meio de uma expansdo especializada do
codigo genético padrdo. Eles sdo encontrados em um nimero muito pequeno de proteinas. (b) Modificaces reversiveis de
aminoacidos envolvidas na regulagdo da atividade proteica. A fosforilagdo é o tipo mais comum de modificagdo regulatéria. (c) A
ornitina e a citrulina, ndo encontradas em proteinas, sdo intermediarias na biossintese de arginina e no ciclo da ureia.

A selenocisteina e a pirrolisina sdao casos especiais. Esses aminoacidos raros ndao sao
formados por um processo de modificacdo apos a sintese peptidica. Em vez disso, eles sdo
introduzidos durante a sintese proteica por meio de uma adaptacao incomum do codigo genético,
descrita no Capitulo 27. A selenocisteina contém selénio, em vez do enxofre da cisteina. Um
derivado da serina, a selenocisteina é constituinte de apenas algumas poucas proteinas
conhecidas. A pirrolisina é encontrada em poucas proteinas de algumas arqueias metalogénicas
(produtoras de metano) e em apenas uma bactéria conhecida. Ela tem participacdao na biossintese
de metano.

Alguns residuos de aminoacidos em uma proteina podem ser modificados transitoriamente
para alterar as fungdes da proteina. A adicdo de grupos fosforila, metila, acetila, adenilila, ADP-
ribosila ou outros grupos a residuos de aminodcidos especificos pode aumentar ou diminuir a
atividade de uma proteina (Fig. 3-8b). A fosforilacdo é uma modificacdao especialmente comum
envolvida em mecanismos de regulacdo. A estratégia de regular a atividade das proteinas por
meio de modificacdes covalentes sera discutida com mais detalhes no Capitulo 6.

Outros 300 aminoacidos, aproximadamente, foram encontrados em células. Eles tém varias
funcdes, mas nem todos fazem parte de proteinas. A ornitina e a citrulina (Fig. 3-8c) merecem
atencdo especial, visto que sdao intermediarios-chave (metabolitos) na biossintese de arginina
(Capitulo 22) e no ciclo da ureia (Capitulo 18).



Aminoacidos podem agir como acidos e bases

Os grupos amino e carboxila dos aminoacidos, junto aos grupos R ionizaveis de alguns
aminoacidos, funcionam como 4cidos e bases fracos. Quando um aminoacido sem um grupo R
ionizavel é dissolvido em agua em pH neutro, os grupos a-amino e carboxila criam um ion
dipolar, ou zwitterion (do alemdo para “ion hibrido”), que pode agir como acido ou base (Fig.
3-9). Substancias com essa natureza dupla (acido-base) sdo anfoteros e sdo frequentemente
chamadas de anfélitos (derivado de “eletrolitos anféteros”). Um a-aminoacido monoamino e
monocarboxilico, como a alanina, é um acido diprético quando completamente protonado; ele
tem dois grupos (o grupo —COOH e o grupo —NH,*) e pode produzir prétons:
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FIGURA 3-9 Formas nio iénica e zwitteridnica de aminoacidos. A forma ndo i6nica ndo ocorre em quantidades
significativas em solugdes aquosas. O zwitterion predomina em pH neutro. Um zwitterion pode atuar tanto como 4cido (doador
de prétons) quanto como base (aceptor de prétons).

A titulagdo acido-base envolve a adicdo ou remocao gradual de prétons (Capitulo 2). A
Figura 3-10 mostra a curva de titulagdo da forma diprética da glicina. Os dois grupos
ionizaveis da glicina, o grupo carboxila e o grupo amino, sdo titulados com uma base forte,
NaOH, por exemplo. O grafico tem duas fases distintas, correspondendo a desprotonacao de dois
grupos diferentes da glicina. Cada uma das duas fases se assemelha ao formato da curva de
titulacao de um acido monoprotico, como o acido acético (ver Fig. 2-16), e pode ser analisada da

mesma maneira. Em pH muito baixo, a forma predominante da glicina é a forma totalmente
protonada, *H,N—CH,-COOH.
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FIGURA 3-10 Titulagdo de aminoacidos. Curva de titulagio de glicina 0,1 M a 25 °C. As espécies idnicas predominantes
em pontos-chave da titulagdo estdo mostradas acima do gréfico. Os retdngulos sombreados, centrados em torno de pK; = 2,3 e



pK, = 9,60, indicam as regides de maior poder tamponante. Observe que 1 equivalente de OH™ = 0,1 M de NaOH adicionado. O
pl ocorre na média aritmética entre os dois valores de pK, e corresponde ao ponto de inflexdo na curva de titulagdo.

No primeiro estagio da titulacao, o grupo —COOH da glicina perde o proton. No ponto médio
desse estagio, estdo presentes concentracoes equimoleculares do doador de préton (*H,N-CH,—
COOH) e do aceptor de préton (*H,N-CH,—-COO-). Como na titulagdo de qualquer acido fraco,
nesse ponto médio, ha uma inflexdao quando o pH é igual ao pK, do grupo protonado que esta
sendo titulado (ver Fig. 2-17). No caso da glicina, o pH no ponto médio é 2,34, portanto o seu
grupo —COOH tem um pK, (designado pK, na Fig. 3-10) de 2,34. (Lembre-se, do Capitulo 2, que
pH e pK, sdo simplesmente notagOes convenientes para a concentracao de protons e para a
constante de equilibrio da ionizacdo, respectivamente. pK, é a medida da tendéncia de um grupo
a doar um proton, e essa tendéncia diminui dez vezes cada vez que o pK, aumenta em uma
unidade.) A medida que a titulacdo da glicina avanca, outro ponto de inflexdo é atingido em pH
5,97. Nesse ponto, a remocao do primeiro proton praticamente se completou, e o segundo préton
apenas comeca a ser removido. Nesse pH, a maior parte da glicina esta presente como um ion
dipolar (zwitterion) *H,N-CH,—~COO-. O significado desse ponto de inflexdo na curva de
titulacao (denominado pI na Fig. 3-10) sera analisado mais adiante.

O segundo estagio da titulacdo corresponde a remocdo de um proton do grupo —NH,* da
glicina. O pH no ponto médio dessa fase é 9,60, igual ao pK, (denominado pK, na Fig. 3-10) para
o grupo —NH,*. A titulacdo fica completa em um pH de cerca de 12, ponto em que a forma
predominante da glicina é H,N-CH,-COO-.

A partir da curva de titulagcdo da glicina, é possivel obter varias informacdes importantes. Em
primeiro lugar, ela fornece uma maneira de quantificar o pK, dos dois grupos ionizaveis: 2,34
para o grupo —COOH e 9,60 para o grupo —NH,*. Observe que o grupo carboxila da glicina é
mais de cem vezes mais 4cido (ioniza com mais facilidade) do que o grupo carboxila do acido
acético, que, como visto no Capitulo 2, tem um pK, de 4,76, que é proximo da média para grupos
carboxila ligados a hidrocarbonetos alifaticos ndo substituidos. Essa perturbacdo que ocorre na
glicina é causada principalmente pela proximidade da carga positiva do grupo amino do carbono
a, um grupo eletronegativo que tende a atrair elétrons em sua direcao (processo denominado
retirada de elétrons), descrito na Figura 3-11. As cargas opostas no zwitterion resultante
também contribuem para a estabilizacdo. De modo similar, o pK, do grupo amino da glicina
diminui em relacdo ao pK, médio de um grupo amino. Esse efeito se deve, em grande parte, a
retirada de elétrons exercida pelos atomos de oxigénio altamente eletronegativos do grupo
carboxila, o que aumenta a tendéncia do grupo amino em doar um proton. Assim, o grupo a-
amino tem um pK, menor do que o de uma amina alifatica, como a metilamina (Fig. 3-11). Em
resumo, o pK, de qualquer grupo funcional é muito afetado pelo ambiente quimico em que se
encontra. Esse fenomeno é explorado nos sitios ativos de algumas enzimas para proporcionar
mecanismos de reacao requintados. Esses mecanismos dependem de alteracdes nos valores de
pK, de grupos doadores/aceptores de prétons presentes em residuos especificos.
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FIGURA 3-11 Efeito do ambiente quimico sobre o PK,. Os valores de pK, para os grupos ionizaveis da glicina sdo mais
baixos do que aqueles dos grupos presentes em uma molécula derivada pela simples substituicdo de uma metila em um grupo
carboxila ou amino. Essas alteragdes no valor de pK, se devem a interagdes intramoleculares. Efeitos semelhantes podem ser
causados por grupos quimicos que estejam posicionados préximos (p. ex., no sitio ativo de uma enzima).

A segunda informacao dada pela curva de titulacdo da glicina é que esse aminoacido tem duas
regioes com poder de tamponamento. Uma delas esta na parte relativamente achatada da curva,
estendendo-se por aproximadamente 1 unidade de pH de cada lado do primeiro pK, de 2,34,
indicando que a glicina é um bom tampdo proximo desse pH. A outra zona de tamponamento
esta centrada proximo do pH 9,60. (Observe que a glicina ndo é um bom tampao no pH do
liquido intracelular ou do sangue, em torno de 7,4.) Dentro das faixas de tamponamento da
glicina, a equacao de Henderson-Hasselbalch pode ser utilizada para calcular as proporcoes entre
as espécies de glicina doadora e receptora de protons, necessarias para preparar um tampao em
um determinado pH.

Outra informagdo importante que se obtém da curva de titulacdo de um aminoéacido é a relacao
entre a respectiva carga liquida e o pH da solucdao. Em 5,97, o ponto de inflexdo entre os dois
estagios da curva de titulacdo, a glicina estd presente predominantemente na forma dipolar,
totalmente ionizada, mas sem carga elétrica liquida (Fig. 3-10). O pH caracteristico em que a
carga elétrica liquida é zero é denominado ponto isoelétrico ou pH isoelétrico, representado por
pl. Para a glicina, que ndo tem grupo ionizavel na cadeia lateral, o ponto isoelétrico é
simplesmente a média aritmética dos dois valores de pK;:

pl = %{ P+ pKo) = %{_2,19}4 + 9,60) = 5,97



A Figura 3-10 deixa evidente que a glicina tem uma carga liquida negativa em qualquer pH
acima do seu pl, portanto, quando colocada em um campo elétrico, ela ira se deslocar em direcao
ao eletrodo positivo (o dnodo). Em qualquer pH abaixo do pl, a glicina tem uma carga final
positiva e ira se deslocar em direcdo ao eletrodo negativo (o catodo). Quanto mais distante o pH
de uma solugdo de glicina estiver do ponto isoelétrico, maior sera a carga elétrica liquida da
populacdao de moléculas de glicina. Em pH 1,0, por exemplo, a glicina esta quase que
exclusivamente na forma *H,N-CH,—-COOH, uma carga liquida positiva de 1,0. Em pH 2,34, em
que ha uma mistura de partes iguais de *H,N-CH,—~COOH e *H,N-CH,-COQO-, a carga liquida
positiva média é de 0,5. O sinal e a magnitude da carga liquida de qualquer um dos aminoacidos
em qualquer pH podem ser previstos de maneira semelhante.

Os aminoacidos diferem entre si quanto as propriedades
acidobasicas

As propriedades em comum de muitos aminodcidos permitem fazer algumas generalizacOes
simplificadas dos seus comportamentos acidobasicos. Em primeiro lugar, todos os aminoacidos
com apenas um grupo a-amino, apenas um grupo a-carboxila e um grupo R ndo ionizavel tém
curvas de titulacdo semelhantes a da glicina (Fig. 3-10). Esses aminoacidos tém valores de pK,
muito semelhantes, mas nao idénticos: o pK, do grupo —COOH situa-se na faixa de 1,8 a 2,4, e 0
pK, do grupo —NH,*, na faixa de 8,8 a 11,0 (Tabela 3-1). Essas diferencas refletem o ambiente
quimico imposto pelos grupos R.

Em segundo lugar, os aminoacidos com um grupo R ionizavel tém curvas de titulacdo mais
complexas, com trés estagios que correspondem as trés etapas possiveis de ionizacdo; assim, eles
téem trés valores de pK,. O estagio adicional da titulacdo do grupo R ionizavel se sobrepde, em
algum grau, ao da titulacdo do grupo a-carboxila, ao da titulacdao do grupo a-amino, ou a ambos.
As curvas de titulacdo para dois aminoacidos desse grupo, glutamato e histidina, sao mostradas
na Figura 3-12. Os pontos isoelétricos refletem a natureza dos grupos R ionizaveis presentes.
Por exemplo, o glutamato tem um pl de 3,22, consideravelmente mais baixo do que o da glicina.
Isso se deve a presenca de dois grupos carboxila, que, na média dos valores de pK, (3,22),
contribuem para uma carga liquida de —1, que equilibra a carga +1 proveniente do grupo amino.
Do mesmo modo, o pl da histidina, com dois grupos positivamente carregados quando
protonados, é de 7,59 (a média dos valores de pK, dos grupos amino e imidazol), muito mais alto
do que o da glicina.



I - cCoo—
4 = 1 P | |
H,N—CH HyN—CH HyN—CH HN—CH
CH CH _H CH
¥ pxl 1 2 PKE i 4 I.-_.‘K'z i ?
CH, —= CH, == CH, —==  CH,
|
COOH COOH ol o it w]e

Cargafinal: +1

10

pH

L L
0 1.0 2.0 3,0

(a) OH~ (equivalentes)



CO0H 1|rn:-|:r oo™ oo™
H,N : |-;1|-|I_H H,N—CH MM A
CHy CHy H CH, o cH, H
| L b L N
T| \C|-| pk; L] i‘_‘cH Bk, | “»?EH pk ':|-| \CH
- |-'5F ———— 2 f - —— i & -.__,-'_. ol -'59#
H N H N H N H N
H H
+2 +1 0 -1
10 |- Histidina Pk =
S |
E! =
pH !
|
1
il ! 5
i
1
I
1
2 i -
] I
I |
I : I
. I | L :
0 1,0 2.0 3.0
(b) OH~ (equivalentes)

FIGURA 3-12 Curvas de titulacio do (a) glutamato e da (b) histidina. O pK, do grupo R é designado aqui como pKp.
Nesses dois casos, a presenca de trés grupos ionizaveis torna a curva de titulagdo mais complexa. Observe que, no glutamato, o plI
¢ aproximadamente a média aritmética do pK, dos dois grupos que estdo carregados negativamente. A carga liquida é 0 (o pI)
quando esses dois grupos contribuem com uma carga —1 (um protonado, e o outro ndo) para contrabalangar perfeitamente a carga
+1 do grupo a-amino. De maneira semelhante, o pI da histidina é aproximadamente a média aritmética dos pK, dos dois grupos
que estdo carregados positivamente quando protonados.

Finalmente, em ambiente aquoso, apenas a histidina tem um grupo R (pK, = 6,0) que fornece
um poder tamponante significativo proximo do pH neutro geralmente encontrado nos liquidos
intra e extracelulares da maioria dos animais e bactérias (Tabela 3-1).

RESUMO 3.1 Aminodcidos

® Os 20 diferentes aminoacidos encontrados na forma de residuos nas proteinas contém
um grupo a-carboxila, um grupo a-amino e um grupo substituinte R caracteristico no



atomo do carbono a. O 4tomo de carbono « de todos os aminoacidos, exceto o da glicina,
é assimétrico, e, portanto, os aminoacidos podem existir em pelo menos duas formas
estereoisomeéricas.

® Apenas os estereoisomeros L (com uma configuracdo relacionada com a configuracao
absoluta da molécula de referéncia L-gliceraldeido) participam de proteinas.

® Os aminoacidos podem ser classificados em cinco tipos, com base na polaridade e na
carga (em pH 7) dos seus grupos R.

B Também ocorrem outros aminoacidos menos comuns, tanto como constituintes de
proteinas (pela modificacdo de residuos de aminoacidos comuns ap6s a sintese proteica),
quanto como metabdlitos livres.

®m Os aminoacidos variam quanto as propriedades acido-basicas e tém curvas de titulagao
caracteristicas. Aminoacidos monoamino monocarboxilicos (com grupos R ndo
ionizaveis) sdo acidos diprdticos (*H,NCH(R)COOH) em pH baixo e existem em varias
formas idnicas diferentes a medida que o pH aumenta.

® Aminoacidos com grupos R ionizaveis tém espécies ionicas adicionais, dependendo do
pH do meio e do pK, do grupo R.




3.2 Peptideos e proteinas

Agora, o foco da discussdo passa para os polimeros de aminoacidos, os peptideos e as
proteinas. Os polipeptideos de importancia bioldgica tém um tamanho que varia dos pequenos,
com dois ou trés aminoacidos ligados, até os muito grandes, formados por milhares de residuos.

Peptideos sao cadeias de aminoacidos

P2 Duas moléculas de aminoacidos podem ser ligadas por ligacdo covalente por meio de uma
ligacdo amida substituida, denominada ligacao peptidica, produzindo, assim, um dipeptideo.
Essa ligacdo é formada pela remocao de elementos de dgua (desidratacdo): uma porcao hidroxila
do grupo a-carboxila de um aminoacido e um atomo de hidrogénio do grupo a-amino do outro
aminodcido (Fig. 3-13). Os aminoécidos agora ligados sdo denominados residuos, a parte que
sobrou como resultado da eliminacdo da dgua. A formacdo da ligacao peptidica é um exemplo de
uma reacao de condensacdo, uma classe comum de reacdes nas células vivas. A reacdo inversa
(quebra da ligacdao envolvendo agua) é um exemplo de clivagem hidrolitica, ou hidrolise. Em
condi¢des bioquimicas padrdo, o equilibrio da reacdo mostrada na Figura 3-13 favorece a
hidrolise do dipeptideo em aminodcidos. Para tornar a reacdo mais favoravel
termodinamicamente, o grupo carboxila deve ser modificado ou ativado quimicamente, de modo
que o grupo hidroxila possa ser eliminado de forma mais facil. Uma abordagem quimica para
esse problema sera discutida posteriormente neste capitulo. A abordagem biologica para a
formacao das ligacdes peptidicas é o tépico principal do Capitulo 27.
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FIGURA 3-13 Formagio da ligacio peptidica por condensagio. O grupo a-amino de um aminoacido (com o grupo R2)

atua como nucleéfilo para deslocar o grupo hidroxila do outro amino4cido (com o grupo R1), formando uma ligagdo peptidica
(sombreada). Os grupos amino sdo bons nucleéfilos, mas o grupo hidroxila é um grupo de saida fraco e ndo é deslocado com
facilidade. No pH fisiolégico, a reagdo mostrada ndo ocorre em grau apreciavel.

Trés aminoacidos podem ser unidos por duas ligacoes peptidicas para formar um tripeptideo;
do mesmo modo, quatro aminoacidos podem ser unidos para formar um tetrapeptideo, cinco para
formar um pentapeptideo, e assim por diante. Quando o nimero de aminoacidos que se ligam
dessa maneira é pequeno, a estrutura é chamada de oligopeptideo. Quando o nimero de
aminoacidos que se ligam é maior, o produto é chamado de polipeptideo. As proteinas podem
ter milhares de residuos de aminoacidos. Embora algumas vezes os termos “proteina” e
“polipeptideo” sejam usados de maneira intercambiavel, as moléculas chamadas de polipeptideos
tém massas moleculares abaixo de 10.000, ao passo que as chamadas de proteinas tém massas
moleculares mais elevadas.

A Figura 3-14 mostra a estrutura de um pentapeptideo. Em um peptideo, o residuo de

aminoacido na extremidade com o grupo a-amino livre é chamado de residuo aminoterminal



(ou N-terminal) e o residuo na outra extremidade, que tem um grupo carboxila livre, é o residuo
carboxiterminal (C-terminal).
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FIGURA 3-14 O pentapeptideo serilgliciltirosilalanileucina, Ser-Gly-Tyr-Ala-Leu ou SGYAL. Os peptideos sio
denominados a partir do residuo aminoterminal, que, por convengdo, é colocado a esquerda. As ligacdes peptidicas estdo

sombreadas; os grupos R estdo em vermelho.

CONVENCAO

Quando se representa uma sequéncia de aminoacidos de um peptideo, polipeptideo ou
proteina, a extremidade aminoterminal é colocada a esquerda, e a extremidade
carboxiterminal, a direita. A sequéncia é lida da esquerda para a direita, portanto iniciando

com a extremidade aminoterminal. ®

Embora a hidrélise de uma ligacao peptidica seja uma reagcdo exergonica, ela s6 ocorre
lentamente, visto que tem uma elevada energia de ativacdo. Como resultado, as ligacoes
peptidicas nas proteinas sao muito estaveis, com meia-vida média (t,,) de cerca de 7 anos na
maioria das condic¢des intracelulares.

Pode-se diferenciar peptideos pelo comportamento de ionizacao

P2 Os peptideos contém apenas um grupo @-amino e um grupo a-carboxila livres, localizados
nas extremidades opostas da cadeia (Fig. 3-15). Esses grupos se ionizam do mesmo modo que

nos aminoacidos livres. Os grupos a-amino e a-carboxila de todos os aminoacidos que ndo estao



em uma das extremidades sdo ligados covalentemente em ligacGes peptidicas. Entdo, eles ja ndo
podem mais se ionizar e, portanto, nao contribuem para o comportamento acido-base total do
peptideo. Os grupos R ionizaveis dos peptideos (Tabela 3-1) também contribuem para as
propriedades acido-base da molécula (Fig. 3-15).
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FIGURA 3-15 Alanilglutamilglicilisina. Este tetrapeptideo tem um grupo a-amino livre, um grupo a-carboxila livre e dois
grupos R ionizéveis. Os grupos ionizados em pH 7,0 estdo em vermelho.

Assim como os aminoacidos livres, os peptideos tém curvas de titulagdo e pH isoelétrico (pI)
caracteristicos, pH no qual a carga elétrica é zero, de modo que eles ndo podem se mover quando
submetidos a um campo elétrico. Essas propriedades sdo exploradas em algumas das técnicas
utilizadas para separar peptideos de proteinas, como sera visto mais adiante neste capitulo.
Quando um aminoacido passa a ser um residuo em um peptideo, o seu ambiente quimico fica
alterado, e os valores dos pK, dos grupos R ionizaveis alteram-se um pouco. Os valores de pK,
para os grupos R listados na Tabela 3-1 podem servir como um guia util para indicar a faixa de
pH na qual determinado grupo ird se ionizar, mas esses valores ndao podem ser estritamente
aplicados quando o aminoacido passa a fazer parte de um peptideo.

Peptideos e polipeptideos biologicamente ativos ocorrem em uma
ampla variedade de tamanhos e composicoes

Nenhuma generalizacdo pode ser feita sobre as massas moleculares de peptideos e proteinas
biologicamente ativos tomando por base as suas respectivas fungdes. Peptideos que ocorrem
naturalmente variam em comprimento de dois a muitos milhares de residuos de aminoacidos.
Mesmo os menores peptideos podem ter efeitos biologicamente importantes. Considere o
dipeptideo sintetizado comercialmente éster metilico de L-aspartil-L-fenilalanina, o adocante
artificial conhecido como aspartame.
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Muitos peptideos pequenos exercem seus efeitos em concentragdes muito baixas. Por
exemplo, varios hormonios de vertebrados (Capitulo 23) sdao peptideos pequenos. Entre eles,
incluem-se a ocitocina (nove residuos de aminoacidos), que é secretada pela glandula neuro-
hipéfise e estimula as contracdes uterinas; e o fator de liberacdo de tireotrofina (trés residuos),
que é formado no hipotdlamo e estimula a liberacdo de outro horménio, tireotrofina, pela
glandula adeno-hipéfise. Alguns venenos extremamente toxicos de cogumelos, como a
amanitina, também sdao peptideos pequenos, assim como muitos antibioticos.

Qual é o comprimento das cadeias polipeptidicas nas proteinas? Como a Tabela 3-2 mostra,
os comprimentos variam consideravelmente. O citocromo ¢ humano tem 104 residuos de
aminoacidos ligados em uma tnica cadeia; o quimotripsinogénio bovino tem 245 residuos. A
titina, constituinte dos musculos de vertebrados, com aproximadamente 27 mil residuos de
aminoacidos e massa molecular de cerca de 3 milhdes, esta no extremo oposto de tamanho. A
grande maioria das proteinas que ocorrem naturalmente contém menos de 2 mil residuos de
aminoacidos e é muito menor do que a titina.

TABELA 3-2 Dados moleculares de algumas proteinas

Proteinas Peso Numero de Numero de cadeias
molecular residuos polipeptidicas

Citocromo ¢ (humano) 12.400 104 1

Mioglobina (coragao 16.700 153 1

equino)

Quimotripsina (pancreas 25.200 241 3

bovino)

Hemoglobina (humana) 64.500 574 4

Hexocinase (levedura) 107.900 972 2

RNA-polimerase (E. coli)  450.000 4.158 5)

Glutamina-sintase (E. coli) 619.000 5.628 12

Titina (humana) 2.993.000 26.926 1

Algumas proteinas sdao constituidas por apenas uma unica cadeia polipeptidica, porém outras,
chamadas de proteinas de varias subunidades, tém dois ou mais polipeptideos associados de
modo ndo covalente (Tabela 3-2). As cadeias polipeptidicas individuais em uma proteina de
varias subunidades podem ser idénticas ou diferentes. Se pelo menos duas sdo idénticas, a
proteina é chamada de oligomérica, e as unidades idénticas (que podem ser uma ou mais cadeias



polipeptidicas) sdao chamadas de protomeros. A hemoglobina, por exemplo, tem quatro
subunidades polipeptidicas: duas cadeias o idénticas e duas cadeias 8 idénticas; as quatro sdo
mantidas unidas por interacdes nao covalentes. Cada subunidade o é pareada de modo idéntico
com uma subunidade f3 dentro da estrutura dessa proteina de varias subunidades; portanto, a
hemoglobina pode ser considerada tanto um tetramero de quatro subunidades de polipeptideos
quanto um dimero de protémeros af.

Algumas proteinas contém duas ou mais cadeias polipeptidicas ligadas covalentemente. Por
exemplo, as duas cadeias polipeptidicas da insulina sdo unidas por ligacdes dissulfeto. Nesses
casos, os polipeptideos individuais ndao sdao considerados subunidades, mas sdao comumente
chamados simplesmente de cadeias.

A composicdo dos aminoacidos das proteinas também é altamente variavel. Os 20
aminoacidos comuns quase nunca ocorrem em quantidades iguais em uma proteina. Alguns
aminoacidos podem ocorrer apenas uma vez ou mesmo estar ausentes em determinados tipos de
proteina; outros podem ocorrer em grande nimero. A Tabela 3-3 mostra a composicdo de
aminoacidos do citocromo ¢ e do quimotripsinogénio bovinos, este dltimo sendo o precursor
inativo da enzima digestiva quimotripsina. Essas duas proteinas, com fun¢des muito diferentes,
também diferem significativamente quanto ao numero relativo de cada tipo de residuo de
aminoacido.

V.0 LW Composicao de aminoacidos de duas proteinas

3

Aminoacido Citocromo c bovino Quimeotripsinogénio bovino

Numero de residuos Porcentagem Numero de residuos Porcentagem

por molécula do total? por molécula do total”
Ala 6 6 22 9
Arg p) 2 4 1,6
Asn 5 5 14 5,7
Asp 3 3 9 3,7
Cys 2 2 10 4
Gln 3 3 10 4
Glu 9 9 5 2
Gly 14 13 23 9,4
His 3 3 2 0,8

Ile 6 6 10 4



Leu 6 6 19 7,8

Lys 18 17 14 5,7
Met 2 2 2 0,8
Phe 4 4 6 2,4
Pro 4 4 9 3,7
Ser 1 1 28 11,4
Thr 8 8 23 9,4
Trp 1 1 8 3,3
Tyr 4 4 4 1,6
Val 3 3 23 9,4
Total 104 1022 245 99,72

Nota: algumas analises usuais, como a hidrélise acida, ndo discriminam Asp de Asn, que sdo designados em conjunto como
Asx (ou B). De forma semelhante, quando Glu e Gln ndo podem ser discriminados, eles sdo indicados juntos como GIx (ou Z).
Além disso, Trp é destruido na hidrélise acida. Para se obter uma avaliagdo precisa do contetido completo de aminoacidos, é
necessario usar outros métodos.

3As porcentagens ndo somam 100% devido aos arredondamentos.

Pode-se fazer uma estimativa do nimero de residuos de aminoacidos de uma proteina que nao
tenha nenhum outro constituinte quimico além dos aminoacidos por meio da divisdao do seu peso
molecular por 110. Embora a média dos pesos moleculares dos 20 aminoacidos comuns seja de
cerca de 138, os aminoacidos menores predominam nas proteinas. Levando-se em consideracao
as proporcOes nas quais os varios aminoacidos ocorrem em uma proteina tipica, a média da
massa molecular dos aminoacidos de uma proteina fica préximo de 128 (Tabela 3-1; as médias
sao determinadas pesquisando-se a composicdo dos aminoacidos de mais de 1.000 proteinas
diferentes). Como uma molécula de agua (M, 18) é removida para criar cada ligagdo peptidica, a
massa molecular média de um residuo de aminoacido em uma proteina é de cerca de 128 — 18 =
110.

Algumas proteinas contém outros grupos quimicos além dos
aminoacidos
Muitas proteinas, como, por exemplo, as enzimas ribonuclease A e a quimotripsina, contém

apenas residuos de aminoacidos e nenhum outro constituinte quimico; elas sdao consideradas
proteinas simples. Entretanto, algumas proteinas contém, além dos aminoacidos, componentes



quimicos permanentemente associados; elas sdo chamadas de proteinas conjugadas. A parte de

uma proteina conjugada que ndo é aminoacido normalmente é chamada de grupo prostético. As

proteinas conjugadas sdo classificadas com base na natureza quimica de seus grupos prostéticos

(Tabela 3-4); por exemplo, lipoproteinas contém lipideos, glicoproteinas contém agticares e

metaloproteinas contém um metal especifico. Algumas proteinas contém mais de um grupo

prostético. Normalmente, o grupo prostético desempenha um papel importante na funcao

biologica da proteina.

TABELA 3-4 Proteinas conjugadas

Classe Grupo prostético
Lipoproteinas Lipideos
Glicoproteinas Carboidratos
Fosfoproteinas Grupos fosfato
Hemoproteinas Heme (ferro-porfirina)
Flavoproteinas Nucleotideos da flavina

Metaloproteinas Ferro
Zinco
Calcio
Molibdénio
Cobre

Exemplo
B,-Lipoproteina do sangue (Fig. 17-2)
Imunoglobulina G (Fig. 5-20)
Glicogénio-fosforilase (Fig. 6-39)
Hemoglobina (Figs. 5-8 a 5-11)
Succinato-desidrogenase (Fig. 19-9)

Ferritina (Quadro 16-1)
Alcool-desidrogenase (Fig. 14-12)
Calmodulina (Fig. 12-17)
Dinitrogenase (Fig. 22-3)
Complexo IV (Fig. 19-12)

RESUMO 3.2 Peptideos e proteinas

® Os aminoacidos podem ser unidos de modo covalente por meio de ligagdes peptidicas,
formando peptideos e proteinas. As células geralmente contém milhares de proteinas
diferentes, cada uma com uma atividade biologica diferente.

B O comportamento de ionizacao dos peptideos é um reflexo das suas cadeias laterais

ionizaveis e dos grupos a-amino e a-carboxilico.

B As proteinas podem ter cadeias peptidicas muito longas, de cem a muitos milhares de
residuos de aminoacidos. No entanto, alguns dos peptideos que ocorrem naturalmente tém
apenas poucos residuos de aminoacidos. Algumas proteinas sdo compostas de varias
cadeias polipeptidicas associadas de modo ndo covalente, chamadas de subunidades.



® A hidrdlise de proteinas simples produz apenas aminoacidos, e as proteinas conjugadas
contém, além dos aminoacidos, outros componentes, como um metal ou um grupo
prostético.




3.3 Trabalhando com proteinas

O conhecimento da estrutura e da funcdo das proteinas que os bioquimicos acumularam veio de
estudos realizados com muitas proteinas, uma a uma. Para estudar detalhadamente uma proteina,
o pesquisador deve ser capaz de separa-la de outras proteinas para obté-la na forma pura; para
isso, ele deve dispor de técnicas adequadas para determinar as propriedades da proteina. Os
métodos necessarios véem da quimica de proteinas, disciplina tdo antiga quanto a propria
bioquimica e que mantém uma posicdo central na pesquisa bioquimica.

Proteinas podem ser separadas e purificadas

Para a determinacao das propriedades e acoes de uma proteina, é essencial ter uma preparacao
pura. As células contém milhares de diferentes tipos de proteinas; entdo, como é que se pode
purificar uma proteina? P3 Os métodos para separagdo de proteinas tiram proveito das diferengas
nas propriedades entre uma proteina e outra, incluindo o tamanho, a carga e as propriedades de
ligacdo a outras moléculas e elementos. O aparecimento de métodos e técnicas da engenharia
genética forneceu novas, e mais simples, maneiras para purificar proteinas. Os métodos mais
recentes, apresentados no Capitulo 9, geralmente modificam artificialmente a proteina que esta
sendo purificada, adicionando poucos ou muitos residuos de aminoacidos a uma ou a ambas as
extremidades. Em muitos casos, essas modificacdes alteram a fungdo da proteina. O isolamento
de uma proteina sem que ela sofra qualquer modificacdo necessita que essas modificacdes sejam
removidas ou depende dos métodos descritos a seguir.

A fonte de determinada proteina é geralmente um tecido ou células de algum microrganismo.
A primeira etapa de qualquer procedimento de purificacdo de proteinas é romper essas células,
liberando as proteinas em uma solucdao chamada de extrato bruto. Se necessario, pode-se
utilizar centrifugacdo diferencial para preparar fragdes subcelulares ou isolar organelas
especificas (ver Fig. 1-7).

Uma vez pronto o extrato ou a preparacao de organelas, ha varios métodos disponiveis para
purificar uma ou mais proteinas contidas no extrato. P3 Em geral, o extrato é submetido a
tratamentos para separar as proteinas em diferentes fragoes com base em uma propriedade, como
tamanho ou carga; esse processo é chamado de fracionamento. As etapas iniciais de
fracionamento no processo de purificacdo utilizam diferencas na solubilidade das proteinas, que
sao uma funcdao complexa de pH, temperatura, concentracdo de sais e outros fatores. A
solubilidade das proteinas é reduzida na presenca de alguns sais, um efeito chamado de “salting
out”. O sulfato de amonio ((NH,),SO,) é muito eficaz para precipitar seletivamente algumas
proteinas e deixar outras na solucdo. Entdo, usa-se centrifugacdo a baixa velocidade para
remover as proteinas que precipitaram das que permaneceram na solugao.



A solucdo contendo a proteina de interesse geralmente precisa ser modificada antes que seja
possivel passar para as etapas de purificacdo seguintes. Por exemplo, a dialise é um processo que
aproveita o tamanho maior das proteinas para separa-las de solutos pequenos. O extrato
parcialmente purificado é colocado dentro de um saco ou tubo feito de uma membrana
semipermedvel, que é suspenso em um volume muito maior de uma solu¢do tampao com forca
ionica apropriada. A membrana possibilita a troca de sais e tampdes, mas nao de proteinas. Desse
modo, a dialise retém as proteinas grandes no interior do saco ou tubo e permite que as
concentragoes dos outros solutos presentes na preparacao de proteinas se alterem até ficarem em
equilibrio com a solucdo de fora da membrana. A didlise pode ser utilizada, por exemplo, para
remover o sulfato de amonio da preparagdo proteica.

Os métodos mais eficientes para fracionar proteinas utilizam cromatografia em coluna, que
se aproveita de diferencas na carga, no tamanho, na afinidade de ligacdo e em outras
propriedades das proteinas (Fig. 3-16). Um material s6lido poroso com propriedades quimicas
adequadas (fase estaciondria) é colocado em uma coluna, e uma solucdo tamponada (fase mével)
migra através da coluna. A proteina, dissolvida na mesma solucdo tampao que foi utilizada para
estabelecer a fase mével, é colocada no topo da coluna. A proteina, entdo, atravessa a matriz
s6lida como uma banda que avanca cada vez mais através da fase mével maior. Cada proteina
migra com mais rapidez ou mais lentiddo através da coluna, dependendo de suas propriedades.
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FIGURA 3-16 Cromatografia em coluna. Entre os elementos basicos de uma coluna cromatogréfica, estd um material
poroso sélido (matriz) apoiado no interior de uma coluna, geralmente feita de plastico ou vidro. Uma solugdo, a fase movel, flui
através da matriz, a fase estacionaria. A solucdo que sai da coluna (o eluente) é constantemente substituida pela solucédo fornecida
por um reservatério ao topo. A solugdo de proteina a ser separada é colocada no topo da coluna e deixada percolar pela matriz
so6lida. Mais solucéo é adicionada no topo. A solucdo proteica forma uma banda no interior da fase mével que, inicialmente, tem
a altura da solucdio de proteina aplicada a coluna. A medida que as proteinas migram através da coluna (mostrada aqui em cinco
momentos diferentes), elas sdo retardadas em diferentes graus, devido as diferencas com que interagem com o material da matriz.
A banda total de proteina, portanto, amplia-se a medida que se move através da coluna. Tipos individuais de proteinas (como A,
B e C, mostradas em azul, vermelho e verde) se separam gradativamente umas das outras, formando bandas no interior da banda
proteica mais larga. A separacdo melhora (i.e., aumenta a resolugdo) a medida que o comprimento da coluna aumenta. Entretanto,
cada banda proteica individual também se alarga com o tempo, devido a dispersao por difusdo, processo que diminui a resolucdo.
Nesse exemplo, a proteina A estd bem separada de B e C, porém, nas condi¢des usadas, a dispersdo por difusdo impede a
separacao completa de B e C. A figura corresponde ao momento em que a proteina C estd sendo detectada e a sua presenga
registrada a medida que ela elui da coluna.

A cromatografia de troca ionica explora as diferencas no sinal e na magnitude da carga
elétrica das proteinas em um determinado pH (Fig. 3-17a). A matriz que preenche a coluna é
um polimero sintético (resina) que tem grupos carregados ligados; aqueles com grupos anionicos
sao chamados de trocadores de cations, e aqueles com grupos catidnicos, de trocadores de
anions. A afinidade de cada proteina pelos grupos carregados presentes na resina da coluna é
afetada pelo pH (que determina o estado de ionizacao da molécula) e pela concentracao de ions
de sais livres presentes na solucdo circundante. A separacdao pode ser otimizada por mudangas
graduais no pH e/ou na concentracdo de sal da fase mével, de modo a criar um gradiente de pH
ou de sal. Na cromatografia de troca de cations, as proteinas com uma carga liquida positiva
migram através da matriz mais lentamente do que aquelas com uma carga liquida negativa, uma
vez que a migracao das que tém carga liquida positiva é mais retardada por sua interagdao com a
fase estacionaria.
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FIGURA 3-17 Trés métodos cromatograficos usados na purificagio de proteinas. (a) A cromatografia de troca idnica
explora diferencas no sinal e na magnitude das cargas elétricas liquidas das proteinas em um determinado pH. (b) A
cromatografia de exclusdo por tamanho, também chamada de filtracdo em gel, separa proteinas de acordo com o tamanho. (c) A
cromatografia de afinidade separa proteinas de acordo com as suas respectivas especificidades de ligacdo. Mais detalhes estdo
apresentados no texto.

A medida que o contetido da solucdo proteica sai de uma coluna, porcdes sucessivas (fracdes)
desse eluente sdo coletadas separadamente em tubos de ensaio. Cada fracdo pode ser testada para
verificar a presenca da proteina de interesse e para verificar outros parametros, como a forca
ionica ou a concentracdo total de proteinas. Todas as fragcdes positivas para a proteina de
interesse podem ser misturadas, formando uma unica fragao, que constitui o produto dessa etapa
cromatografica de purificacdo da proteina.

—



EXEMPLO 3-1 Troca ionica de peptideos

Um bioquimico deseja separar dois peptideos por cromatografia por troca i6nica. No pH
da fase movel a ser utilizada na coluna, um peptideo (A) tem um pl de 5,1, devido a
presenca de mais residuos de Glu e Asp do que de Arg, Lys e His, e tem carga liquida
negativa em pH neutro. O peptideo B tem pl de 7,8, mostrando um maior nimero de
residuos de aminoacidos com carga positiva em pH neutro. Qual peptideo eluira primeiro
de uma resina de troca de cations? Qual eluira primeiro a partir da resina de troca de
anions?

SOLUCAO: Resinas de troca de cations tém cargas negativas e ligam moléculas
carregadas positivamente, retardando o seu avanco pela coluna. O peptideo B, com o seu
pl mais alto e a sua carga liquida positiva, interagird mais fortemente com a resina de
troca de cations do que o peptideo A. Entdo, o peptideo A eluira primeiro. Em uma resina
de troca de anions, o peptideo B eluira primeiro. O peptideo A, tendo um pl mais baixo e
uma carga liquida negativa, sera retardado, devido a sua interacdo com as cargas positivas
da resina.

A Figura 3-17 mostra duas variagoes da cromatografia em coluna além da troca idnica. A
cromatografia de exclusao por tamanho, também denominada filtracao em gel (Fig. 3-17b),
separa as proteinas de acordo com seus respectivos tamanhos. Nesse método, as proteinas
grandes saem da coluna antes do que as proteinas menores, um resultado um tanto contrario ao
esperado intuitivamente. Nesse tipo de cromatografia, a fase solida consiste em granulos de
polimeros reticulados com poros ou cavidades fabricados com um tamanho especifico. As
proteinas grandes ndo podem entrar nas cavidades e, assim, percorrem um caminho mais curto (e
mais rapido) através da coluna, rodeando os granulos. As proteinas pequenas penetram nas
cavidades e sdo retardadas, pois percorrem um labirinto através da coluna. A cromatografia de
exclusdao pelo tamanho também pode ser utilizada para fazer uma estimativa do tamanho da
proteina que esta sendo purificada, utilizando-se métodos semelhantes aos descritos na Figura 3-
19.

A cromatografia de afinidade baseia-se na afinidade de ligacao (Fig. 3-17c). Os granulos da
coluna tém um grupo quimico covalentemente ligado chamado de ligante — um grupo ou uma
molécula que se liga a macromoléculas, como as proteinas. Quando uma mistura de proteinas é
adicionada a coluna, qualquer proteina com afinidade para esse ligante se liga aos granulos, e sua
migracdo através da matriz é retardada. Por exemplo, se a fungdo biolégica de uma proteina
envolve ligacdo a ATP, entdo, prendendo-se uma molécula que se assemelhe ao ATP a esses
granulos da coluna, cria-se uma matriz com uma afinidade que pode ajudar a purificar esse tipo
de proteina. As proteinas que ndo se ligam a ATP escoam mais rapido pela coluna. As proteinas



que se ligaram sdo, entdo, eluidas utilizando-se uma solugdo que contenha uma alta concentracao
de sais ou um ligante livre; nesse caso, o proprio ATP ou um analogo de ATP. O sal enfraquece
a ligacdo da proteina ao ligante imobilizado por interferir nas interacoes i6nicas. O ligante livre
compete com o ligante preso aos granulos, liberando a proteina da matriz. Em geral, a proteina
de interesse elui da coluna ligada ao ligante utilizado para elui-la.

Em geral, os protocolos de purificacdo de proteinas usam engenharia genética para adicionar
outros aminoacidos ou peptideos (marcadores ou tags) a proteina de interesse. A cromatografia
de afinidade pode aproveitar a ligacdo com esses tags e, assim, aumentar enormemente a pureza
da proteina em apenas uma etapa (ver Fig. 9-11). Em muitos casos, o tag pode ser removido
posteriormente, restaurando totalmente a funcdo da proteina nativa.

Normalmente, a purificacdo por métodos cromatograficos é melhorada com a utilizacao de
HPLC, ou cromatografia liquida de alto desempenho. A HPLC faz uso de bombas de alta
pressao, que aceleram o movimento das moléculas de proteina através da coluna; além disso, usa
materiais cromatograficos de melhor qualidade, que podem suportar a forca de esmagamento
produzida pelo fluxo do liquido sob pressdao. Reduzindo o tempo de transito na coluna, a HPLC
pode limitar a dispersdo por difusdo das bandas proteicas e, assim, melhorar enormemente a
resolucao.

A escolha da abordagem de purificacdo de uma proteina que ndo tenha sido previamente
isolada é guiada pelo estudo de como outras proteinas foram purificadas e pelo bom senso. P3
Na maioria dos casos, deve-se utilizar varios métodos em sequéncia para conseguir obter uma
proteina totalmente purificada, com cada método separando a proteina com base em uma
propriedade diferente. A escolha dos métodos é um tanto empirica, e muitas estratégias devem
ser tentadas até se encontrar a mais eficaz. Em geral, pode-se minimizar o processo de tentativa e
erro baseando o novo procedimento em técnicas de purificacdo desenvolvidas para proteinas
semelhantes. O bom senso determina que procedimentos mais baratos, como, por exemplo, o
salting out, sejam utilizados primeiro quando o volume total e o nimero de contaminantes é
maior. Ao final de cada etapa de purificacdo, o tamanho da amostra geralmente diminui
(Tabela 3-5), permitindo, assim, que procedimentos cromatograficos mais sofisticados (e
caros) sejam usados nas fases posteriores. Uma tabela de purificacdo registra o sucesso de cada
uma das etapas do protocolo de purificacdo. No caso hipotético da purificacdo mostrada na
Tabela 3-5, a relacdo entre a atividade especifica final (15.000 unidades/mg) e o material inicial
(10 unidades/mg) da um fator de purificacdo de 1.500 vezes. A porcentagem do total de
atividade presente na etapa final (45.000 unidades) em relacdo ao total de atividade do material
inicial (100.000 unidades) da o rendimento do processo (45%).

TABELA 3-5 Tabela hipotética de purificacao de uma enzima

Procedimento ou etapa  Volume da Proteina  Atividade Atividade especifica
fracao (mL) total (mg) (unidades) (unidades/mg)



1. Extrato celular bruto 1.400 10.000 100.000 10

2. Precipitagdo com 280 3.000 96.000 32
sulfato de amonio

3. Cromatografia de troca 90 400 80.000 200
ionica

4. Cromatografia de 80 100 60.000 600
exclusdo por tamanho

5. Cromatografia de 6 3 45.000 15.000
afinidade

Nota: Todos os dados representam o estado da amostra apds a realizagdo do procedimento indicado. “Atividade” e “atividade
especifica” sdo definidas mais adiante no capitulo.

Proteinas podem ser separadas e caracterizadas por eletroforese

A purificacdo de proteinas geralmente termina com uma eletroforese, um procedimento analitico
que possibilita aos pesquisadores visualizarem e caracterizarem as proteinas que acabaram de
purificar. Esse método ndo contribui, por si so, para a purificagdo, uma vez que a eletroforese
com frequéncia tem efeitos adversos sobre a estrutura e, portanto, a fungdo das proteinas.
Entretanto, ela permite que o bioquimico estime rapidamente o nimero de proteinas diferentes
que existe na mistura e o grau de pureza de determinada proteina presente na preparagdo. A
eletroforese também pode ser utilizada para determinar propriedades cruciais de uma proteina,
como o ponto isoelétrico, e estimar a massa molecular aproximada.

Em geral, a eletroforese de proteinas é realizada em géis compostos de polimeros reticulados
de poliacrilamida (Fig. 3-18). O gel de poliacrilamida age como uma peneira molecular,
retardando a migracdo de proteinas aproximadamente em funcdo da relacdo massa-carga. A
migracdo também pode ser afetada pela forma da proteina. Na eletroforese, a forca que move as
macromoléculas é o potencial elétrico, E. A mobilidade eletroforética, y, de uma molécula é a
razdo entre a velocidade de migracdo V e o potencial elétrico. A mobilidade eletroforética
também é igual a carga liquida, Z, da molécula dividida por seu coeficiente de friccdo, f, que
reflete, em parte, a forma de uma proteina. Portanto,
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FIGURA 3-18 Eletroforese. (a) As amostras sio colocadas em pocos ou cavidades no topo do gel de SDS-poliacrilamida.
As proteinas se movem através do gel quando é aplicado um campo elétrico. O gel minimiza as correntes de convecgdo causadas
pelos pequenos gradientes de temperatura, bem como os movimentos proteicos que ndo aqueles induzidos pelo campo elétrico.
(b) As proteinas podem ser visualizadas apds a eletroforese ao se tratar o gel com um corante, como o azul de Coomassie, que se
liga as proteinas, mas ndo ao gel em si. Cada banda no gel representa uma proteina diferente (ou subunidade de proteina). As
proteinas menores movem-se mais rapidamente através do gel do que as maiores e, portanto, acabam ficando mais préximas da
base do gel. Esse gel ilustra a purificacdo da proteina RecA de Escherichia coli. O gene para a proteina RecA foi clonado para
que ela pudesse ser expressa (sintese proteica) de maneira controlada. A primeira canaleta mostra um conjunto de proteinas
padrdo (proteinas com M, conhecidas), que servem de marcadores de massa molecular. As duas canaletas seguintes mostram
proteinas de células de Escherichia coli antes e depois de a sintese da proteina RecA ser induzida. A quarta canaleta mostra as
proteinas presentes no extrato celular bruto. As canaletas seguintes (da esquerda para a direita) mostram as proteinas presentes
ap6s cada uma das sucessivas etapas de purificacdo. Embora a proteina pareca pura na canaleta 6, ainda foram necessérias mais
duas etapas para remover pequenas contaminagdes que ndo foram evidenciadas no gel. A proteina purificada é uma cadeia

polipeptidica tinica (M, de aproximadamente 38.000), como mostrado na canaleta mais a direita. [(a) Gustoimages/Science Source; (b)
Dra. Julia Cox.]

s

A migracdo de uma proteina em um gel durante a eletroforese é, portanto, uma funcao do
tamanho e da forma da proteina.

O método eletroforético comumente empregado para estimar a pureza e a massa molecular
utiliza o detergente dodecil sulfato de sédio (SDS) (“dodecil” significa uma cadeia de 12
carbonos).
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A quantidade de SDS que uma proteina liga é cerca de 1,4 vezes a sua massa, aproximadamente
uma molécula de SDS para cada residuo de aminoacido. A parte sulfato do SDS ligado d4 uma
grande carga final negativa. Isso faz a carga intrinseca da proteina passar a ser insignificante e
confere a todas as proteinas uma relacdo carga-massa semelhante. Além disso, a ligacdo com
SDS desenovela parcialmente as proteinas, de modo que a maior parte das proteinas ligadas ao
SDS passa a ter uma forma semelhante a bastonetes. Portanto, a eletroforese na presenca de SDS
separa proteinas quase que exclusivamente com base nas massas (massa molecular), com os
peptideos menores migrando mais rapidamente. Apdés a eletroforese, as proteinas sdo
visualizadas pela adi¢cao de um corante, como o azul de Coomassie, que se liga as proteinas, mas
nao ao gel em si (Fig. 3-18b). Assim, um pesquisador pode monitorar o progresso de um
procedimento de purificacdo de proteinas verificando em quanto o nimero de bandas de
proteinas visiveis no gel diminui apds cada nova etapa de fracionamento. O peso molecular de
uma proteina desconhecida pode ser inferido com boa aproximacdo comparando-se a posi¢ao da
sua migracdo com a migracdo de proteinas cujos pesos moleculares sejam previamente
conhecidos (Fig. 3-19). Caso a proteina tenha duas ou mais subunidades diferentes, estas sdo
geralmente separadas pelo tratamento com SDS, e uma nova banda aparece para cada uma das
subunidades.
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FIGURA 3-19 Estimando a massa molecular de uma proteina. A mobilidade eletroforética de uma proteina em gel de
SDS-poliacrilamida estd relacionada com a sua massa molecular, M.. (a) Proteinas-padrdo com massas moleculares ja conhecidas
sdo submetidas a eletroforese (canaleta 1). Essas proteinas marcadoras podem ser usadas para estimar a massa molecular de uma
proteina desconhecida (canaleta 2). (b) Um grafico log M, das proteinas marcadoras versus a migracdo relativa durante a
eletroforese é linear, e a massa molecular da proteina desconhecida pode ser inferida a partir desse grafico. (De maneira
semelhante, um conjunto de proteinas-padrdo com tempos de retencdo reproduziveis em uma coluna de exclusdo por tamanho
pode ser usado para criar uma curva padrdo de tempo de retengdo versus log M,. O tempo de retengdo de uma substincia
desconhecida na coluna pode ser comparado com a curva padrdo para obter a M aproximada.)

A focalizacao isoelétrica é um procedimento utilizado para determinar o ponto isoelétrico (pI)
de uma proteina (Fig. 3-20). Prepara-se um gradiente de pH, de modo que uma mistura de
acidos e bases organicos de baixo peso molecular (anfélitos) se distribua em um campo elétrico
gerado ao longo do gel. Quando se aplica uma mistura de proteinas, cada proteina migra até
alcancar o ponto em que o pH correspondente ao pl. Com isso, proteinas com pontos isoelétricos
diferentes distribuem-se de modo distinto ao longo do gel.



Uma amostra de proteina pode ser aplicada a uma extremidade
de uma fita de gel com um gradiente de pH imabilizado, Ou uma
amostra de proteina em uma solucdo de anfolitos pode ser

| usada para reidratar uma fita de gel desidratada.
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FIGURA 3-20 Focalizacdo isoelétrica. Essa técnica separa as proteinas de acordo com 0s seus respectivos pontos
isoelétricos. Uma mistura de proteinas é colocada em uma fita de gel contendo um gradiente de pH imobilizado. Com a aplicacéo
de um campo elétrico, as proteinas entram no gel e migram até que cada uma atinja a zona com pH equivalente ao seu pl.
Lembre-se de que, quando pH = pI, a carga liquida de uma proteina é zero.

A combinacdo da focalizagdo isoelétrica com a eletroforese em SDS em sequéncia é um
processo chamado de eletroforese bidimensional, que permite a resolucdo de misturas
complexas de proteinas (Fig. 3-21). Esse é um método analitico mais sensivel do que qualquer
método eletroforético isoladamente. A eletroforese bidimensional separa as proteinas de massa
molecular idéntica que diferem quanto ao pl, bem como as proteinas com valores de pI
semelhantes, mas com massas moleculares diferentes.
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FIGURA 3-21 Eletroforese bidimensional. As proteinas sio primeiro separadas por focalizacio isoelétrica em uma fita de
gel fina. O gel é colocado, entdo, horizontalmente em um segundo gel em forma de placa, e as proteinas sdo separadas por
eletroforese em gel de SDS-poliacrilamida. A separacéo horizontal reflete as diferencas nos valores de pI, e a separagdo vertical
reflete diferencas nas massas moleculares. As proteinas da amostra original ficam, entdo, espalhadas em duas dimensoes.
Milhares de proteinas celulares podem ser resolvidas usando essa técnica. Manchas de proteinas individuais podem ser cortadas
do gel e identificadas por espectrometria de massas (ver Figs. 3-28 e 3-29). [Wellcome Collection. CC BY.]

As proteinas nao separadas sao detectadas e quantificadas com
base nas suas funcoes

P3 Para purificar uma proteina, é essencial ter um meio para detectar e quantificar a proteina de
interesse na presenca de muitas outras proteinas em cada estagio do procedimento. E muito
comum querer purificar uma ou outra proteina da classe de proteinas denominadas enzimas
(Capitulo 6). Cada enzima catalisa uma reagdao em particular que converte uma biomolécula (o
substrato) em outra (o produto). A quantidade de proteina presente em uma determinada solucao
ou extrato de tecido pode ser medida, ou ensaiada, em termos do efeito catalitico que a enzima
produz, isto €, o aumento na velocidade com a qual os substratos sao convertidos em produtos da
reacao quando a enzima esta presente. Para isso, o pesquisador deve conhecer: (1) a equacao
geral da reacdo catalisada, (2) um procedimento analitico para determinar o desaparecimento de
um dos substratos ou o aparecimento de um dos produtos da reacao, (3) se a enzima necessita de
cofatores, como ions metdlicos ou coenzimas, (4) a dependéncia de atividade enzimatica da
concentragdo do substrato, (5) o pH 6timo e (6) uma faixa de temperatura na qual a enzima seja
estavel e tenha alta atividade. A atividade das enzimas é geralmente ensaiada no seu pH 6timo e
a uma temperatura conveniente, na faixa de 25 a 38 °C. Além disso, uma concentracao muito alta
do substrato é geralmente usada, de modo que a velocidade inicial da reacdao, medida
experimentalmente, seja proporcional a concentracao de enzima (Capitulo 6).

Por convencao internacional, a unidade 1,0 de atividade enzimatica para a maioria das enzimas
é definida como a quantidade de enzima que leva a transformacdo de 1,0 ymol de substrato em
produto por minuto a 25 °C, sob condi¢des 6timas de medicdo (para algumas enzimas, essa
definicdo ndo é conveniente, e uma unidade diferente pode ser definida). O termo atividade
refere-se ao total de unidades da enzima que esta presente na solucdo. A atividade especifica é o
nimero de unidades de enzimas por miligrama de proteina total (Fig. 3-22). A atividade
especifica é uma medida da pureza da enzima: ela aumenta durante o processo de purificacdo de
uma enzima e torna-se maxima e constante quando a enzima esta pura (Tabela 3-5).



FIGURA 3-22 Atividade versus atividade especifica. A diferenca entre esses termos pode ser ilustrada considerando-se
dois frascos contendo esferas. Os dois frascos contém o mesmo nimero de esferas vermelhas, mas nimeros diferentes de esferas
de outras cores. Se as esferas representam proteinas, ambos os frascos contém a mesma atividade da proteina representada pelas
esferas vermelhas. O segundo frasco, no entanto, apresenta atividade especifica maior, uma vez que as esferas vermelhas
representam uma propor¢do maior do total de esferas.

Apoés cada etapa de purificacdo, a atividade da preparacdo (em unidades de atividade
enzimatica) é analisada, a quantidade total de proteina é determinada independentemente e a
relacdo entre as duas fornece a atividade especifica. A atividade e a proteina total geralmente
diminuem a cada etapa. A atividade diminui porque ha sempre alguma perda em consequéncia
da inativacdo ou de interacdes nao ideais com materiais cromatograficos ou outras moléculas
presentes na solucdo. Ja a proteina total diminui porque o objetivo é remover o maximo possivel
de proteinas inespecificas e indesejadas. Em uma etapa de purificacdo bem-sucedida, a perda de
proteina inespecifica é muito maior que a perda de atividade; portanto, a atividade especifica
aumenta mesmo que a atividade total diminua. Os dados sdo organizados em uma tabela de



purificacdo semelhante a Tabela 3-5. Em geral, uma proteina é considerada pura quando novas
etapas de purificacdo ja ndo conseguem aumentar a atividade especifica e quando apenas uma
Unica espécie de proteina pode ser detectada (p. ex., por eletroforese na presenca de SDS).

Para proteinas que ndo sdo enzimas, é necessario usar outros métodos de quantificacdo.
Proteinas de transporte podem ser analisadas pela sua ligacdao a molécula que elas transportam, e
hormonios e toxinas, pelo efeito biolégico que produzem; por exemplo, hormdénios de
crescimento estimulardo o crescimento de certas células em cultura. Algumas proteinas
estruturais representam uma grande proporcao da massa de um tecido, de modo que elas podem
ser extraidas e purificadas rapidamente sem usar ensaio funcional. Os modos de purificacdo de

proteinas sdo tdo variados quanto as proprias proteinas.

RESUMO 3.3 Trabalhando com proteinas

®m As proteinas sdo separadas e purificadas com base nas diferencas entre as suas
respectivas propriedades. Elas podem ser seletivamente precipitadas por mudangas no pH
ou na temperatura e, sobretudo, pela adicdo de certos sais. Uma ampla gama de
procedimentos cromatograficos faz uso de diferencas no tamanho, nas afinidades de
ligacdo, na carga e em outras propriedades. Isso inclui troca idnica, exclusao por tamanho,
afinidade e cromatografia liquida de alto desempenho.

m A eletroforese separa proteinas com base na massa ou na carga para finalidades
analiticas. A eletroforese em gel SDS e a focalizacao isoelétrica podem ser utilizadas
separadamente ou em combinacdo para se obter uma resolucao melhor.

®m Todos os procedimentos de purificacdo exigem um método que permita analisar ou
quantificar a proteina de interesse na presenca de outras proteinas. A purificacdo pode ser
monitorada determinando-se a atividade especifica.




3.4 A estrutura das proteinas: estrutura primaria

A purificagdo de uma proteina é geralmente apenas uma etapa preliminar para a disseccdo
bioquimica detalhada da estrutura e da funcdo. O que torna uma proteina uma enzima; outra, um
hormonio; outra, uma proteina estrutural; e, ainda outra, um anticorpo? Como elas diferem
quimicamente? As diferencas mais 6bvias estdo na estrutura, e é a estrutura das proteinas que
sera discutida a seguir.

Pode-se descrever a estrutura de moléculas grandes, como as proteinas, em varios niveis de
complexidade, organizados em um tipo de hierarquia conceitual. Normalmente, define-se quatro
niveis de estrutura para as proteinas (Fig. 3-23). P2 A descrigdo de todas as liga¢des covalentes
(principalmente ligacdes peptidicas e ligacOes dissulfeto) ligando os residuos de aminoacidos em
uma cadeia polipeptidica é a estrutura primaria. O elemento mais importante da estrutura
primdria é a sequéncia dos residuos de aminoacidos. A estrutura secundaria refere-se a
arranjos particularmente estaveis de residuos de aminoacidos, dando origem a padrdes estruturais
recorrentes. A estrutura terciaria descreve todos os aspectos do enovelamento tridimensional
de um polipeptideo. Quando uma proteina tem duas ou mais subunidades polipeptidicas, seus
arranjos no espaco sao chamados de estrutura quaternaria. Por fim, a discussdao sobre as
proteinas incluirda maquinas proteicas complexas constituidas por dezenas de milhares de
subunidades. A estrutura primaria é o foco do restante deste capitulo, e os niveis mais elevados
de estrutura serdo discutidos no Capitulo 4.
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FIGURA 3-23 Niveis de estrutura nas proteinas. A estrutura primdria consiste em uma sequéncia de aminoacidos unidos
por ligacdes peptidicas e inclui as liga¢des dissulfeto. O polipeptideo resultante pode se organizar em unidades de estrutura
secunddria, como uma a-hélice. A hélice é uma parte da estrutura tercidria do polipeptideo enovelado, que, por sua vez é uma
das subunidades que compdem a estrutura quaterndria da proteina com vérias subunidades; nesse caso, a hemoglobina. [Dados de

PDB ID 1HGA, R. Liddington et al., J. Mol. Biol. 228:551, 1992.]

Agora, o foco é a estrutura primaria. Primeiro, serdo considerados os indicios empiricos de
que a sequéncia de aminoacidos e a funcdo da proteina estdo intimamente ligadas; em seguida,
sera descrito como se determina a sequéncia de aminoacidos; e, finalmente, serdo destacados os
varios usos dessas informacoes.

A funcao de uma proteina depende da sua sequéncia de
aminoacidos

A bactéria Escherichia coli produz mais de 3 mil proteinas diferentes; um ser humano tem cerca
de 20 mil genes que codificam mais de 1 milhdo de proteinas diferentes (por meio de processos
genéticos discutidos na Parte III deste livro). Em ambos os casos, cada tipo de proteina tem uma
sequéncia de aminoacidos tnica que resulta em uma estrutura tridimensional especifica. Essa
estrutura, por sua vez, confere uma funcgao especifica.

As sequéncias de aminoacidos sdo elementos importantes em uma ampla faixa de dominios da
informacado biologica. Elas sdo a principal expressdo funcional da informagdo armazenada no
DNA sob a forma de genes. As sequéncias ndo sao aleatérias. Cada proteina tem tanto um
nimero especifico de residuos de aminoacidos como uma sequéncia especifica de residuos. P4
Como sera visto no Capitulo 4, a estrutura primaria de uma proteina determina como ela se
enovela em sua estrutura tridimensional propria e tnica, e isso, por sua vez, determina a funcdo
da proteina.

Algumas observagoes simples ilustram a importancia da estrutura primaria, ou a sequéncia de
aminoacidos de uma proteina. Em primeiro lugar, como foi observado, as proteinas com fungées
diferentes sempre tém sequéncias de aminoacidos distintas. Em segundo lugar, milhares de
doencgas genéticas humanas foram rastreadas quanto a producdo de proteinas defeituosas. O
defeito pode variar de uma simples mudanga na sequéncia dos aminoacidos (como na anemia
falciforme, descrita no Capitulo 5) até a delecdo de uma por¢do maior da cadeia polipeptidica
(como na maioria dos casos da distrofia muscular de Duchenne: uma grande delecdo no gene que
codifica a proteina distrofina leva a producao de uma proteina encurtada e inativa). Por fim,
comparando-se proteinas com funcdes semelhantes presentes em diferentes espécies, descobriu-
se que essas proteinas geralmente tém sequéncias de aminoacidos similares. Portanto, uma
ligacdo estreita entre a estrutura primaria da proteina e a sua funcdo é evidente.

A sequéncia de aminoacidos de determinada proteina ndo é absolutamente fixa ou invariavel.
Quase todas as proteinas humanas sdo polimorficas, ou seja, tém variacoes nas sequéncias de
aminoacidos dentro das populagdes humanas. Muitas proteinas humanas sdo polimérficas



mesmo dentro do mesmo individuo, apresentando variacdes de aminoacidos devido a um
processo que sera descrito na Parte III deste livro. Algumas dessas variacOes tém pouco ou
nenhum efeito na funcdo da proteina, enquanto que outras podem afetar drasticamente a fungao.
Além disso, proteinas que desempenham funcdes semelhantes em espécies filogeneticamente
distantes podem ser muito diferentes no tamanho geral e na sequéncia de aminodacidos.

Embora a sequéncia de aminoacidos em algumas regioes da estrutura primaria possa variar
consideravelmente sem afetar a funcdo biol6gica, a maior parte das proteinas contém regioes
cruciais que sdo essenciais para a sua funcdo e, portanto, tém sequéncias que devem ser
conservadas. A parte da sequéncia que é crucial varia de proteina para proteina, o que complica a
tarefa de relacionar a sequéncia com a estrutura tridimensional e relacionar a estrutura com a
funcdo. Antes de considerar esse problema com mais detalhes, é preciso examinar como se
obtém informacdes sobre as sequéncias.

Em 1953, Frederick Sanger descobriu a sequéncia de residuos de aminoacidos nas cadeias
polipeptidicas do horménio insulina (Fig. 3-24), surpreendendo muitos pesquisadores que
pensavam ha muito tempo que a determinacao da sequéncia de aminoacidos de um polipeptideo
seria uma tarefa que, de tdo dificil, estava fadada ao fracasso. A elucidacao da estrutura do DNA
no mesmo ano por Watson e Crick instantaneamente apontou para uma possivel relagdo entre as
sequéncias de DNA e as de proteinas. Quase uma década ap0Os essas descobertas, o codigo
genético relacionando a sequéncia de nucleotideos do DNA com a sequéncia de aminoacidos nas
moléculas de proteinas foi elucidado (Capitulo 27).
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FIGURA 3-24 sequéncia de aminoacidos da insulina bovina. As duas cadeias de polipeptideos estdo unidas por ligacdes
cruzadas dissulfeto (em amarelo). A cadeia A da insulina é idéntica no ser humano, no porco, no cdo, no coelho e no cachalote.
As cadeias B de vaca, porco, cdo, bode e cavalo sdo idénticas.

Atualmente, as sequéncias de aminodcidos das proteinas sdo geralmente inferidas
indiretamente a partir das sequéncias de DNA em bancos de dados gendmicos. Entretanto, uma
série de técnicas derivadas de métodos tradicionais de sequenciamento de polipeptideos trouxe
contribuicoes importantes para a ampla area da quimica de proteinas. O método usado por
Sanger para sequenciar a insulina tem como base o método classico de sequenciamento quimico



da proteina a partir do aminoterminal: a degradacao de Edman de duas etapas, desenvolvida
por Pehr Edman.

Frederick Sanger, 1918-2013 [Bettmann/Getty Images.]

A estrutura das proteinas é estudada com o uso de métodos que
exploram a quimica das proteinas

A sequéncia de uma proteina pode ser prevista a partir do conhecimento da sequéncia do gene
que a codifica. Essa informacdo agora esta disponivel em bancos de dados gendomicos. O
sequenciamento direto também pode ser feito por espectrometria de massas. Muitos dos métodos
que usam protocolos tradicionais de sequenciamento de proteinas continuam valiosos para a
marcacao de proteinas ou para segmenta-las em partes para analises estruturais e funcionais.

Por exemplo, o grupo a-amino pode ser marcado com 1-flior-2,4-dinitrobenzeno (FDNB),
cloreto de dansila ou cloreto de dabsila (Fig. 3-25). Esses reagentes também marcam os grupos
g-amino dos residuos de lisina. Ligacdes dissulfeto dentro de um mesmo polipeptideo ou entre
subunidades podem ser rompidas irreversivelmente (Fig. 3-26).
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FIGURA 3-25 Modificacdes do grupo a-amino do aminoacido aminoterminal. Reaco de deslocamento nucleofilico do
ion haleto para (a) FDNB e (b) cloreto de dansila. O grupo e-amino da lisina também é marcado. O cloreto de dansila e o (c)
cloreto de dabsila, outro reagente usado para marcagdo, tém propriedades tteis de absorbancia e/ou fluorescéncia em

comprimentos de onda de luz visivel.
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FIGURA 3-26 Quebra das ligagdes dissulfeto das proteinas. Ilustracio de dois métodos comuns. A oxidacio de um
residuo de cisteina com 4cido perférmico produz dois residuos do 4cido cisteico. A redugdo por ditiotreitol (ou S-mercaptoetanol)
para formar residuos Cys deve ser seguida por modificacdo adicional dos grupos reativos —SH para impedir que a ligacédo
dissulfeto se forme novamente. A carboximetilagdo por iodoacetato serve para isso.

Enzimas denominadas proteases catalisam a clivagem hidrolitica de ligacdes peptidicas e sdo
o método mais usado para fragmentar uma proteina em partes. Algumas proteases clivam apenas
a ligagdo peptidica adjacente a determinados residuos de aminoacidos (Tabela 3-6) e, portanto,
fragmentam uma cadeia polipeptidica de uma maneira previsivel e reproduzivel. Alguns
reagentes quimicos também clivam a ligacdo peptidica adjacente a residuos especificos. Entre as
proteases, a enzima digestiva tripsina catalisa a hidrélise apenas daquelas ligacGes peptidicas em
que o grupo carbonila é fornecido por um residuo de Lys ou por um residuo de Arg,
independentemente do comprimento da cadeia ou da sequéncia de aminoacidos. Um polipeptideo
com trés residuos Lys e/ou Arg normalmente gerara quatro peptideos menores quando clivados
com tripsina. Além disso, todos os peptideos gerados, exceto um, terdao Lys ou Arg como
terminal carboxila.

TABELA 3-6 Especificidade de alguns métodos comuns para
fragmentacao de cadeias polipeptidicas



Reagente (fonte biolégica)? Pontos de clivagem®
Tripsina (pancreas bovino) Lys, Arg (C)
Quimotripsina (pancreas bovino) Phe, Trp, Tyr (C)

Protease V8 de Staphylococcus Asp, Glu (C)
aureus (bactéria S. aureus)

Asp-N-protease (bactéria Asp, Glu (N)
Pseudomonas fragi)

Pepsina (estdbmago porcino) Leu, Phe, Trp, Tyr (N)
Endopeptidase Lys C (bactéria Lys (C)

Lysobacter enzymogenes)

Brometo de cianogénio Met (C)

aTodos os reagentes, com excecdo do brometo de cianogénio, sao proteases.

bResiduos que fornecem o ponto principal de reconhecimento para a protease ou para o reagente; a quebra da ligacdo peptidica
ocorre ou no lado carbonilico (C) ou no lado amino (V) dos residuos de aminoacidos indicados.

A capacidade de modificar proteinas de maneira especifica tem muitas aplicacdes no
laboratério. Os métodos utilizados para romper as ligacdes dissulfeto também podem ser
utilizados para desnaturar proteinas, quando necessario. O desenvolvimento de reagentes para
marcar o residuo de aminoacido aminoterminal levaram, por fim, ao desenvolvimento de uma
série de reagentes que podem reagir com grupos especificos em muitos locais da proteina. Por
exemplo, o grupo sulfidrila nos residuos Cys pode ser modificado com iodoacetamidas,
maleimidas, haletos de benzila e bromometil-cetonas (Fig. 3-27). Outros residuos de
aminoacidos podem ser modificados por reagentes ligados a corantes ou a outras moléculas,
auxiliando a deteccdo da proteina ou estudos funcionais. A clivagem de proteinas em partes
menores com o uso de proteases tem inimeras aplicacdes, que serdao exploradas nos proximos
capitulos deste livro.
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FIGURA 3-27 Reagentes usados para modificar os grupos sulfidrila dos residuos Cys. (Ver também Fig. 3-26.)

A espectrometria de massas fornece informacoes sobre massa
molecular, sequéncia de aminoacidos e proteomas inteiros

A espectrometria de massas pode determinar a massa molecular de uma proteina com extrema
precisdo, distinguindo facilmente diferencas de apenas um proéton. Contudo, essa tecnologia pode
fazer ainda mais. As sequéncias de muitos segmentos polipeptidicos curtos (20 a 30 residuos de
aminoacidos cada um) de uma amostra de proteina podem ser obtidas em segundos. Proteinas
purificadas ainda desconhecidas podem ser identificadas, e as suas massas, determinadas com
toda a precisdo. A espectrometria de massas, quando acoplada a protocolos poderosos de
separacdo, pode documentar um proteoma celular completo em apenas uma hora. Proteoma é
definido como o conjunto completo de proteinas de uma célula, incluindo estimativas das
abundancias relativas.

A espectrometria de massas tem sido uma ferramenta indispensavel para a quimica por mais
de um século. As moléculas a serem analisadas, chamadas de analitos, sdo inicialmente
ionizadas a vacuo. Quando as moléculas, agora carregadas, sdao introduzidas em um campo
elétrico e/ou magnético, os percursos que seguem através do campo sdo uma funcdo da razao
entre a massa e a carga, m/z. A determinacao dessa caracteristica das espécies ionizadas permite
deduzir a massa (m) do analito com muita precisao.



Por um longo tempo, essas determinagdes m/z ficaram limitadas a moléculas relativamente
pequenas, uma vez que as medicoes devem ser feitas em fase gasosa. Em 1988, foram
introduzidas duas técnicas que permitem a transferéncia de macromoléculas para uma fase
gasosa com decomposicdao limitada. Esses avancos revolucionaram o sequenciamento de
proteinas. Em uma das técnicas, as proteinas sao colocadas em uma matriz que absorve luz. Ao
receberem um pulso curto de luz laser em um sistema sob vacuo, as proteinas sao ionizadas e,
em seguida, dessorvidas da matriz. Esse processo, conhecido como espectrometria de massas
por dessorcao/ionizacao a laser assistida por matriz, ou MALDI MS, tem sido utilizado com
sucesso para medir a massa de uma ampla variedade de macromoléculas. No segundo método, as
macromoléculas em solucdo sdo forcadas diretamente da fase liquida para a gasosa. Uma solucdo
de analitos é passada por meio de uma agulha carregada que é mantida sob um alto potencial
elétrico, dispersando a solucdo em uma névoa fina de microgotas carregadas. Os solventes que
circundam as macromoléculas evaporam rapidamente, deixando ions de macromoléculas
multicarregadas na fase gasosa. Essa técnica é chamada de espectrometria de massas por
ionizacao por eletroaspersao, ou ESI MS. Os protons adicionados durante a passagem pela
agulha fornecem carga adicional a macromolécula. A m/z da molécula pode ser analisada na
camara de vacuo. No método de andlise denominado tempo de voo (TOF, do inglés time-of
flight), os ions sdo acelerados em um campo elétrico e essa aceleracdo depende da m/z. Um
método mais novo e mais eficiente é o Orbitrap, em que os ions sdo retidos em uma 6rbita entre
um eletrodo externo na forma de barra e um eletrodo interno em agulha. A trajetéria dos elétrons,
que depende de suas massas e cargas, ¢ detectada e convertida em m/z por meio de uma
transformada de Fourier.

O processo para determinar a massa molecular de uma proteina com ESI MS esta ilustrado na
Figura 3-28. A medida que é injetada na fase gasosa, a proteina adquire do solvente um
numero variavel de protons e, portanto, de cargas positivas. A adicdo variavel dessas cargas cria
um espectro de espécies com diferentes relacdes massa/carga. Cada pico sucessivo corresponde a
um espécime que difere do seu pico vizinho por uma diferenca de carga de 1 e uma diferenca de
massa de 1 (um proton). A massa da proteina pode ser determinada a partir de dois picos
consecutivos.
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FIGURA 3-28 Espectrometria de massas com ionizacio por eletroaspersio de uma proteina. (a) Uma solucio de
proteina é dispersa em goticulas altamente carregadas pela passagem por uma agulha sob a influéncia de um campo elétrico de
alta voltagem. As goticulas evaporam, e os ions (com prétons adicionados, nesse caso) entram no espectrometro para medicdo da
relacdo m/z. (b) O espectro gerado é uma familia de picos, com cada pico sucessivo (da direita para a esquerda) correspondendo a
uma espécie carregada com massa e carga aumentadas em 1. A insercdo mostra uma transformacdo desse espectro gerada por
computador. [Informagdes de M. Mann e M. Wilm, Trends Biochem. Sci. 20:219, 1995.]

A informacdo da sequéncia é extraida utilizando-se uma técnica chamada de MS em tandem,
ou MS/MS. Uma solugdo contendo a proteina investigada, ou as muitas proteinas investigadas, é
inicialmente tratada com uma protease (geralmente a tripsina, devido a sua alta especificidade)
para hidrolisa-la a uma mistura de peptideos menores. A mistura, em seguida, é injetada em um
equipamento que € essencialmente formado por dois espectrometros de massas colocados em
tandem (Fig. 3-29a, parte superior). No primeiro, a mistura de peptideos é disposta pelo
equipamento de modo que apenas um dos varios tipos de peptideos produzidos pela clivagem
surge na outra extremidade. A amostra do peptideo selecionado, na qual cada molécula tem uma
carga em algum ponto ao longo de seu comprimento, desloca-se, entdo, através de uma camara
de vacuo entre os dois espectrometros de massas. Nesse compartimento de colisdo, o peptideo
sofre fragmentacdo pelo impacto de alta energia com um “gas de colisdo”, como o hélio ou o
argonio, que é colocado na camara de vacuo. Cada peptideo individual é quebrado em apenas um
local, em média. Embora as quebras ndo sejam hidroliticas, a maior parte ocorre nas ligacoes
peptidicas.
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