>\ UFRJ

www.nupem.ufrj.br

3 UNIVERSIDADE FEDERAL
DO RIO DE JANEIRO

DISCIPLINA: Bioquimica Geral

CODIGO: NUP127

UNIDADE: NUPEM/CCS

N° DE CREDITOS: 3.0

CARGA HORARIA: 60h (Tedrica: 45h Pratica; 15h)

PRE-REQUISITOS: Ndo ha

EMENTA: Células: biomoléculas e estruturas supramoleculares.
Estruturas e propriedades fisicas, quimicas e fisico-quimicas de
aminodcidos e proteinas. Enzimas: determinac¢des de parametros
cinéticos, inibicdo enzimatica. Estrutura, ocorréncia e funcdes de
nucleotideos, acidos nucléicos, glicidios e lipidios. Introducdo a
engenharia genética.

OBJETIVOS: Conhecer as propriedades das moléculas e as
transformacdes quimicas de ocorréncia bioldgica. Identificar
aminoacidos, fracionar aminoacidos e proteinas e qualificar
espectrofotometricamente proteinas e glicidios redutores.

PROGRAMA:

Estrutura e fun¢des dos aminoacidos - estrutura geral dos aminoacidos,
isbmeros d e |, os aminoacidos que ocorrem naturalmente na estrutura
das proteinas, modifica¢bes que ocorrem nos aminoacidos apés a
incorporac¢ao na proteina; outras fun¢des dos aminoacidos:
neurotransmissores, precursores para a biossintese de pigmentos;
abreviatura dos aminoacidos: cédigo de 1 e de 3 letras.

Propriedades fisico-quimicas dos aminoacidos - caracteristicas e
classificacao dos grupamentos laterais dos aminoacidos: polar, apolar,
acido e basico; propriedade acido-base dos aminoacidos, equacao de
Henderson-Hasselbalch, curva de titulacdao de um aminoacido
monoamino e monocarboxilico, curva de titulacdo de um aminoacido
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monoamino dicarboxilico, curva de titulacdo de um aminoacido diamino
monocarboxilico; pK e pI.

Métodos de fracionamento de aminoacidos - cromatografia de camada
fina, cromatografia em papel, cromatografia de troca i6nica, eletroforese
em papel de aminoacidos, HPLC (cromatografia liquida de alta
performance) - cromatografia de fase reversa. Detec¢do de aminoacidos:
reacdo de ninihidrina, reacdo com fenil isotiocianato. Absorcdo no
ultravioleta de aminoacidos e peptideos.

Estrutura de proteinas - ligacdo peptidica: geometria e propriedades;
estrutura primaria de proteinas; estrutura secundaria: alfa-hélice, folha
beta prequeada, sequéncia aleatdria; estrutura tercidria de proteinas,
intera¢des que estabilizam a estrutura terciaria: intera¢des hidrofdbicas,
pontes de hidrogénio, pontes de enxofre; estrutura quaternaria,
glicoproteinas.

Métodos de fracionamento de proteinas - “salting in” e “salting out”,
cromatografia de gel filtracdo, cromatografia de troca iénica,
cromatografia de afinidade, eletroforese em gel de poliacrilamida: nativo
e com SDS, isoeletrofocalizacao, eletroforese bidimensional,
ultracentrifugacdao em gradiente de densidade.

Sequenciamento de proteinas - determinacao do aminoacido N e C-
terminal, clivagem das pontes de sulfeto, separacao, purificacao e
caracterizacdo das cadeias peptidicas, determinacdo da composicao de
aminoacidos de uma cadeia peptidica, rea¢des especificas de clivagem de
um peptideo, separacao e purificacao de fragmentos peptidicos,
sequUenciamento de peptideos, ordenac¢ao dos fragmentos peptidicos,
localizacdo das pontes de enxofre.

Visualizacdo tridimensional de aminodacidos e proteinas - visualiza¢ao das
estruturas de aminoacidos e proteinas usando o programa Rasmol.
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Estrutura e propriedades dos carboidratos - classificacao dos
monossacarideos, configuracao e conformacdo de carboidratos,
derivados de carboidratos; polissacarideos: analise de carboidratos,
dissacarideos, polissacarideos estruturais: celulose e quitina;
polissacarideos de reserva: amido e glicogénio.

Propriedades gerais da catalise enzimatica - Natureza, centro ativo e
especificidade, dependéncia da estrutura terciaria para a formacao do
centro ativo, modifica¢gdes do centro ativo que provocam mudancas de
especificidade - 0 caso das serina proteases, nomenclatura de enzimas.

Cinética enzimatica - Progresso da reacdo, velocidade inicial, fatores que
influenciam a velocidade inicial: concentracao do substrato, (cinética de
Michaelis e Menten, Km e Vm), temperatura, concentracao de enzima,
ativadores e inibidores; inibi¢cdes simples: competitivas, ndao competitivas,
determinacdo dos parametros cinéticos; importancia do controle
enzimatico: no¢des elementares.

Estrutura do DNA - Blocos construtores do DNA; bases nitrogenadas,
propriedades das bases nitrogenadas, nucleosideos, nucleotideos,
nomenclatura dos nucleotideos e nucleosideos, ligacao fosfodiéster,
modelo de Watson e Crick (DNA B); evidéncias experimentais que levaram
a elaboracdao do modelo de Watson e Crick; DNA A, DNA Z, DNA triplex e
DNA quadruplex; caracteristicas fisico-quimicas do DNA - Tm.

Replicacdo do DNA - Replicacdo do DNA em procariontes: origem de
replicacao, inicio da replicacao, alongamento e término; proteinas que
participam da replicacdao do DNA; DNA girase, DNA helicase, primase,
proteinas SSB, DNA polimerase I, DNA polimerase III, DNA ligase,
fragmentos de Okasaki, atividade corretora das DNA polimerases, sintese
semidescontinua do DNA, mecanismo de acdao da DNA ligase,
experimentos que comprovam a replicacdo semiconservativa.
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Mutacdo e mecanismos de reparo - Mutac¢des naturais e mutacdes
induzidas, tautomerizacao das bases nitrogenadas e mutagénese,
agentes quimicos e fisicos causadores de mutac¢des: luz ultravioleta,
agentes alquilantes, agentes desaminates, agentes hidroxilantes,
analogos de bases nitrogenadas. Mecanismos de reparo do DNA: reparo
dos dimeros de pirimidina no claro, reparo dos dimeros de pirimidina no
escuro, reparo dos dimeros de pirimidina por recombinacao; dna
glicosilase, mecanismos de reparo pdés-replicativo - o sistema dependente
de MutS. Sistema SOS. Determinacado de atividade mutagénica - o sistema
de Ames.

Transcricdo - Estrutura do RNA, diferencas entre DNA e RNA, tipos de
RNA: rRNA, tRNA e mRNA, RNA polimerase, sitio promotor, fator sigma,
inicio, alongamento e término da transcricao, diferencas entre a sintese
do RNA e do DNA, RNA polimerase de eucariontes e procariontes.

Controle da transcricao - Conceito de operon, operon lac, repressao
catabdlica, interacdo proteina-DNA, operon araBAD, operon trp,
atenuacao, inibidores da transcricao. O mRNA de eucariontes -
modifica¢bes pds-transcricionais: adi¢do de cap, processamento,
poliadenilagao.

Tecnologia do DNA Recombinante - Vetores de clonagem - plasmideos,
fagos e YACs; marcadores de selecao, origem de replicagao, sitios
multiplos de clonagem. Enzimas de restricdo: sistemas de restricdo e
modificagdo, extremidades cegas e pontas coesivas; DNA ligase;
estratégia de clonagem - clonagem por complementacdo, clonagem com
uso de sonda de DNA e com o uso de anticorpos; sequenciamento do
DNA, PCR (reacao em cadeia da polimerase), aplicacdao da biologia
molecular na biotecnologia, RFLP (polimorfismo de comprimento de
fragmentos de restricdo).
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Programa Pratico

Reacdo de ninhidrina e reacdes especificas de aminoacidos - uso da
ninhidrina para determinac¢ao qualitativa de aminoacidos; rea¢des
especificas para determinacdo qualitativa de prolina, arginina, histidina,
tirosina e triptofano; fundamentos e condi¢des de reac¢ao - aplicacao.

Cromatografia em papel de aminoacidos - fundamentos fisicos da
cromatografia em papel; anadlise das fases envolvidas, escolha do
solvente, solubilidade relativa dos componentes da amostra entre as
duas fases, determinac¢ao de Rf; mecanismos da cromatografia em papel:
cromatografia mono e bidimensional: adequacao do uso, vantagens de
cada tipo - fundamento quimico da revelacdo para aminoacidos com
ninhidrina.

Eletroforese em papel de aminoacidos - escolha do pH de tampdes,
condi¢des adquadas para o fracionamento, ponto isoelétrico, polarizacao
de aminoacidos.

Varredura do espectro e curva padrao - escolha do comprimento de onda
ideal para dosagem fotométrica, considerac¢des sobre
espectrofotometria, lei de Lambert-Beer: dedu¢do matematica, relagao
absorbancia e concentracdo; varredura de espectro com diferentes
concentracdes de dois corantes e com a mistura dos dois, analise.

Dosagem e curva padrao de proteinas pelo método de biureto e de
glicidios redutores pelo método do acido 3,5-dinitrosalicilico -
fundamentos quimicos da reacdo de proteinas com o reativo de biureto e
da reacdo de glicidios redutores com o acido 3,5-dinitrosalicilico;
obtencdo da curva padrao: condicdes da reacao; aplicagcao pratica da
curva padrao.
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Propriedades gerais de proteinas e curva de solubilidade de proteinas em
funcdo do pH - coagulacdo de proteinas: papel do calor; precipitagdo de
proteinas por metais pesados, reagentes alcaloidais e sais (,salting out”) -
interpretacdes; determinacdo da solubilidade de proteinas em diferentes
pHs; tracado da curva, determinac¢do do ponto isoelétrico.

Cinética enzimatica: influéncia do tempo e da temperatura - mecanismo
de a¢do enzimatica: produtos da reacao; influéncia do tempo: curva de
progresso; tracado e analise da curva, conceito de velocidade inicial;
influéncia da temperatura: tracado e analise da curva.

Cinética enzimatica: influéncia da concentracao de enzima e do substrato
- influéncia da concentracao de substrato: constante de Michaelis -
determinacdo pratica, relacdo Km x afinidade enzima-substrato.

BIBLIOGRAFIA BASICA:

Bioquimica - L. Stryer - Guanabara Koogan - 4a edi¢ao Principios de
Bioquimica - A.L. Lehninger - Saraiva - 3a edi¢ao Biochemistry - D.Voet &
J.G. Voet - John Willey & Sons - 2nd edition Textbook of Biochemistry with
clinical correlations - T.M. Devlin - John Willey & Sons - 4th edition.
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