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Objetivos da Unidade Curricular

Pretende-se gque os estudantes adquiram conhecimentos avangados sobre os mecanismos de acc¢ao dos catalisadores biolégicos e do transporte membranar
e sua regulagéo, no contexto do funcionamento dos organismos vivos. Serdo estudados as bases tedricas para a integragdo dos mecanismos de regulacéo e
controlo de vias metabdlicas, em sistemas biologicos de maior complexidade, desde as células aos organismos.

A aprovagdo na disciplina correspondera a compreenséo dos conceitos apresentados e a capacidade de utilizagdo, manipulacéo e exploragdo de resultados
experimentais.

Pré-requisitos

Sem pré-requisitos

Conteldos

Principios gerais de catdlise. Estrutura da molécula enziméatica. Nogdo de “centro activo”. Modelos de Fisher, de Koshland e de Pauling

Cinética Enzimética. Defini¢do de velocidade méaxima (Vmax). Conceito de KM:modelos de Michaelis-Menten, van Slick-Cullen e Briggs-Haldane.
Determinagdo de parametros cinéticos. Inibicdo: mecanismos de inibicdo da actividade enzimética e consequéncias cinéticas. Representagdes gréficas.

Regulagéo e controlo da actividade enzimética. Cinética sigmoidal. Alosteria. Modelos explicativos. Regulagéo a nivel das vias e sistemas metabdlicos.
Determinacéo experimental da “reaccao limitante” e consequéncias tedricas. Teoria da andlise do controlo metabdlicos (MCA). Definigdes.
Desenvolvimentos subsequentes.

Aplicacdes.

Laboratoriais: demostragc6es laboratoriais dos conceitos adquiridos

Tedrico-praticas: utilizacéo e exploragdo dos conceitos adquiridos

Descri¢do detalhada dos contetidos programaticos

Componente Teorica

Cinética Enzimatica. Evolugao de conceitos em enzimologia. Natureza e fungdo dos enzimas. Caracteristicas fundamentais da ac¢éo enzimatica:
especificidade na catalise e aceleracéo da taxa de reaccédo

Estrutura da molécula enzimética. Cofactores e grupos prostéticos; coenzimas. Configuracdo e mobilidade conformacional das proteinas enzimaticas
Principios gerais de catdlise, Lei de acgdo das massas de Guldberg e Waage e acgdo enzimatica. Teoria do estado de transigdo. Postulado de Hammond

Catélise enzimética. Nocéo de “centro activo”. Teorias explicativas da ac¢éo enzimatica. Modelos de Fisher, de Koshland e de Pauling. Mecanismos
moleculares de reaccéo no centro activo de um enzima

Cinética enzimatica. Efeito de factores fisicos e quimicos sobre a cinética enzimatica. Cinética de Michaelis-Menten. Defini¢céo de velocidade maxima.
Evolugédo do conceito de KM: da cinética de equilibrio (Michaelis e Menten) a cinética do estado estacionario (Briggs e Haldane). Constante catalitica kcat.
Constante de especificidade (kcat/Km). Determinagdes graficas de parametros cinéticos. Derivagfes matematicas da equagao de Michelis-Menten.




LinearizacOes e representacdes graficas. Cinética de reac¢des enzimaticas com varios substratos. Mecanismos sequencial, ordenado, ping-pong e de
Theorell-Chance. Cinética de reacg¢des reversiveis. Equacdo de Haldane

Inibigdo. Mecanismos de inibigdo da actividade enzimatica. Definicdes. Consequéncias cinéticas da inibicdo. Constantes de inibigdo. Equacéo de Dixon.
Representacdes gréficas.

Regulagdo e controlo da actividade enzimética. Regulacéo ao nivel da molécula enziméatica. Mecanismos de regulagdo. Cinética sigmoidal. Alosteria. Modelo
concertado de Monod-Wyman-Changeux. Modelo sequencial de Koshland-Némethy-Filmer. Modelo generalizado. Andlise dos modelos propostos: utilidade e
criticas.

Regulacgdo a nivel das vias e sistemas metabdlicos. Reac¢des afastados do equilibrio numa via metabdlica em estado estacionario. Medigao do fluxo
metabdlico. Teorema do cross-over. Actividades maximas de enzimas na via. Nocéo de capacidade enzimatica. Alteracéo experimental dos intermediarios
metabdlicos. Alteragdo na producgéo de proteina enzimatica. RNA de interferéncia. Andlise do controlo das vias metabdlicas. Coeficientes de controlo do
fluxo: definigdo e significado. Teorema da soma (dos coeficientes de controlo de fluxo). Coeficientes de controlo pelo substrato: defini¢éo e significado.
Elasticidade: definicdo e exemplos. Coeficientes de resposta

AplicacBes. Andlise enzimatica em medicina e em ciéncia forense. Alteragdes congénitas do metabolism. Quimica clinica. Bioetecnologia. Produgéo industrial
de enzimas. Utilizagdo de enzimas em processos industriais. Enzimas imobilizados. Industria alimentar

Componente Teodrica-Pratica

pH e tampdes

Introdugéo a métodos de doseamento de proteinas solGveis

Principios gerais de extracgdo de enzimas. Velocidade de reacgéo: unidades e métodos de determinacéo

Equacéo de M-M. Métodos de linearizagéo da equacéo de M-M e determinacéo dos parametros cinéticos kme Vmax
Inibigdo reversivel e inibicéo irreversivel. Determinacao do tipo de inibi¢do e da constante de inibigao ki

Efeito da temperatura na actividade enzimatica. Equacgdo de Arrhenius. Calculo da energia de activagéo

Componente Pratica

pH. Preparacéo de solugdes tampé&o.

Doseamento de proteinas sollveis pelo método de Bradford.
Extraccdo e ensaio da catalase por espectrofotometria.
Efeito da concentracédo de enzima na velocidade de reacgao.
Ensaio da catalase a diferentes concentra¢des de substrato.

Inibicdo da Fosfoenolpiruvato carboxilase pelo L-malato.
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Outros elementos de estudo

Figuras nas aulas tedricas e teérico-praticas
Protocolos nas aulas laboratoriais

Quizes para auto-analise na aulas tedricas

"Papers" escolhidos, em revistas internacionais, publicados nos dltimos 5 anos

Métodos de Avaliagao

Avaliacéo continua e relatérios nas aulas laboratoriais
Prova escrita final

Prova oral (se necessaria)

Lingua de ensino

Portugués

Bibliografia basicamente em inglés




