INSTITUTO DE BIOLOGIA — UFRJ

CURSO DE CIENCIAS BIOLOGICAS - ENSINO DE GRADUAGCAO
INSTITUTO DE QUIMICA

PROGRAMAS DE DISCIPLINAS

DISCIPLINA:  BIOQUIMICA BASICA |

CODIGO: IQB- 201

PERIODO: 32 para as turmas do Diurno e 5° para as turmas do Noturno (IB).

TIPO DE DISCIPLINA: Obrigatéria para o Curso: Ciéncias Biolégicas (BASICO) Modalidade — Biologia
Genética, Marinha. Vegetal, Zoologia e Licenciatura em Ciéncias Biologicas.

PRE-REQUISITOS: IQ0126 — Complementos de Quimica Il

NUMERO DE CREDITOS: 05 CARGA HORARIA TOTAL: 105hs TEORICAS: 45hs PRATICAS: 60hs
NUMERO DE VAGAS OFERECIDAS:

NUMERO DE TURMAS: 01

DOCENTES RESPONSAVEIS: Ana M. de H. e Vasconcellos, Maria Nazareth Tenan Marsen Garcia Pinto
Coelho, Rogério Margis (Diurno), Joab Trajano Silva, Marco Aurélio Alimenara Rodrigues (Noturno).

EMENTA:

Células: biomoléculas e estruturas supramoleculares. Estruturas e propriedades fisicas, quimicas e fisico-
quimicas de aminoacidos e proteinas. Enzimas: determinag¢des de parametros cinéticos, inibicdo enzimatica.
Estrutura, ocorréncia e fun¢des de nucleotideos, acidos nucléicos, glicidios e lipidios. Introdu¢do 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 funcdes dos aminoacidos — estrutura geral dos aminoacidos, isbmeros d e |, os aminoacidos
que ocorrem naturalmente na estrutura das proteinas, modificagdes que ocorrem nos aminoacidos apos a
incorporacdo na proteina; outras fungdes 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 classificagdo dos grupamentos laterais
dos aminoacidos: polar, apolar, acido e basico; propriedade acido-base dos aminoacidos, equagao de
Henderson-Hasselbalch, curva de titulagdo de um aminoacido monoamino e monocarboxilico, curva de
titulagdo de um aminoacido monoamino dicarboxilico, curva de titulagdo de um aminoacido diamino
monocarboxilico; pK e pl.

Métodos de fracionamento de aminoacidos — cromatografia de camada fina, cromatografia em papel,
cromatografia de troca ibnica, eletroforese em papel de aminoacidos, HPLC (cromatografia liquida de alta
performance) — cromatografia de fase reversa. Deteccado de aminoacidos: reacao de ninihidrina, reagdo com
fenil isotiocianato. Absorgao no ultravioleta de aminoacidos e peptideos.

Estrutura de proteinas - ligagdo peptidica: geometria e propriedades; estrutura primaria de proteinas;
estrutura secundaria: alfa-hélice, folha beta pregueada, seqiiéncia aleatéria; estrutura terciaria de proteinas,
interagdes que estabilizam a estrutura terciaria: interagcdes hidrofdbicas, pontes de hidrogénio, pontes de
enxofre; estrutura quaternaria, glicoproteinas.

Métodos de fracionamento de proteinas — “salting in” e “salting out”, cromatografia de gel filtragao,
cromatografia de troca ibnica, cromatografia de afinidade, eletroforese em gel de poliacrilamida: nativo e com
SDS, isoeletrofocalizagao, eletroforese bidimensional, ultracentrifugagdo em gradiente de densidade.
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PROGRAMA:

Seqgiienciamento de proteinas — determinagcdo do aminoacido N e C-terminal, clivagem das pontes de
sulfeto, separagao, purificagdo e caracterizagdo das cadeias peptidicas, determinagdo da composi¢cdo de
aminoacidos de uma cadeia peptidica, reagdes especificas de clivagem de um peptideo, separagdo e
purificagdo de fragmentos peptidicos, seqlienciamento de peptideos, ordenacdo dos fragmentos peptidicos,
localizagéo das pontes de enxofre.

Visualizacdo tridimensional de aminoacidos e proteinas — visualizagdo das estruturas de aminoacidos e
proteinas usando o programa Rasmol.

Estrutura e propriedades dos carboidratos — classificagdo dos monossacarideos, configuragdo e
conformacado 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 formagao do centro ativo, modificagdes do centro ativo que provocam mudangas de
especificidade — o caso das serina proteases, nomenclatura de enzimas.

Cinética enzimatica — Progresso da reagao, velocidade inicial, fatores que influenciam a velocidade inicial:
concentragao do substrato, (cinética de Michaelis e Menten, Km e Vm), temperatura, concentragdo de enzima,
ativadores e inibidores; inibicbes simples: competitivas, ndo competitivas, determinagao dos parametros
cinéticos; importancia do controle enzimatico: nogdes elementares.

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

Replicacao do DNA - Replicagdo do DNA em procariontes: origem de replicagdo, inicio da replicagao,
alongamento e término; proteinas que participam da replicagdo do DNA; DNA girase, DNA helicase, primase,
proteinas SSB, DNA polimerase |, DNA polimerase Ill, DNA ligase, fragmentos de Okasaki, atividade corretora
das DNA polimerases, sintese semidescontinua do DNA, mecanismo de agdo da DNA ligase, experimentos
que comprovam a replicagdo semiconservativa.

Mutacao e mecanismos de reparo — Mutagbes naturais e mutagdes induzidas, tautomerizagédo das bases
nitrogenadas e mutagénese, agentes quimicos e fisicos causadores de mutagbes: 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 recombinagdo; dna glicosilase, mecanismos de reparo pés-replicativo — o
sistema dependente de MutS. Sistema SOS. Determinagéo de atividade mutagénica — o sistema de Ames.

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

Controle da transcricdo - Conceito de operon, operon lac, repressdo catabdlica, interagdo proteina-DNA,
operon araBAD, operon trp, atenuacéo, inibidores da transcrigdo. O mRNA de eucariontes - modificagdes
pos-transcricionais: adigdo de cap, processamento, poliadenilagdo.
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PROGRAMA:

Tecnologia do DNA Recombinante - Vetores de clonagem - plasmideos, fagos e YACs; marcadores de
selecdo, origem de replicagdo, sitios multiplos de clonagem. Enzimas de restricdo: sistemas de restricdo e
modificagdo, extremidades cegas e pontas coesivas; DNA ligase; estratégia de clonagem - clonagem por
complementagéao, clonagem com uso de sonda de DNA e com o uso de anticorpos; sequienciamento do DNA,
PCR (reagdo em cadeia da polimerase), aplicagédo da biologia molecular na biotecnologia, RFLP (polimorfismo
de comprimento de fragmentos de restricao).

Programa Pratico

Reacdo de ninhidrina e reacdes especificas de aminoacidos — uso da ninhidrina para determinacéo
qualitativa de aminoacidos; reacdes especificas para determinagdo qualitativa de prolina, arginina, histidina,
tirosina e triptofano; fundamentos e condi¢gbes de reagéo — aplicagao.

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

Eletroforese em papel de aminoacidos — escolha do pH de tampdes, condigbes adquadas para o
fracionamento, ponto isoelétrico, polarizagdo de aminoacidos.

Varredura do espectro e curva padrao - escolha do comprimento de onda ideal para dosagem fotométrica,
consideragbes sobre espectrofotometria, lei de Lambert-Beer: dedugdo matematica, relagdo absorbancia e
concentragdo; varredura de espectro com diferentes concentragbes 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 reagdo de proteinas com o reativo de biureto e da
reagdo de glicidios redutores com o acido 3,5-dinitrosalicilico; obtengcdo da curva padrido: condigbes da
reagao; aplicagao pratica da curva padrao.

Propriedades gerais de proteinas e curva de solubilidade de proteinas em funcao do pH — coagulagédo
de proteinas: papel do calor; precipitagdo de proteinas por metais pesados, reagentes alcaloidais e sais
(‘salting out”) — interpretacdes; determinagdo da solubilidade de proteinas em diferentes pHs; tragado da
curva, determinagéo do ponto isoelétrico.

Cinética enzimatica: influéncia do tempo e da temperatura — mecanismo de agédo enzimatica: produtos da
reagdo; influéncia do tempo: curva de progresso; tracado e analise da curva, conceito de velocidade inicial;
influéncia da temperatura: tragado e analise da curva.

Cinética enzimatica: influéncia da concentracédo de enzima e do substrato — influéncia da concentragao
de substrato: constante de Michaelis — determinacgao pratica, relagdo Km x afinidade enzima-substrato.
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AVALIACAO:

Sao feitas trés avaliagbes sobre o conteudo da parte pratica da disciplina mais uma prova opcional, que
substitui a menor das trés notas. A nota da tedrica (a) € a média aritmética das 3 notas.

Na parte pratica, sao feitos semanalmente mini-testes sobre o conteudo da pratica, dos quais séo
eliminadas as 3 menores notas. Sao feitas também 3 avaliagbes praticas. A nota da pratica (b) & obtida
fazendo-se a média ponderada entre a média dos mini-testes (peso 1) e a média das provas praticas (peso
3).

A nota final da disciplina é a média ponderada entre a nota da teorica (a, com peso 2) e a nota da pratica
(b, com peso 1). E considerado aprovado o aluno que obtiver nota final maior ou igual a 7,0 (sete).

O aluno que obtiver nota final maior ou igual a 4 e menor do que 7 fara uma prova final. Estara aprovado o
aluno cuja média aritmética entre a nota final e a prova final for maior ou igual a 5,0

BIBLIOGRAFIA BASICA:

Bioquimica - L. Stryer - Guanabara Koogan - 4% edic&o

Principios de Bioquimica - A.L. Lehninger - Saraiva - 3° edigdo

Biochemistry - D.Voet & J.G. Voet - John Willey & Sons - 2nd edition

Textbook of Biochemistry with clinical correlations - T.M. Devlin - John Willey & Sons - 4thedition
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