EXAME DE CAPACIDADE PARA INGRESSO NA POS-GRADUAGAO EM
BIOQUIMICA (1Q-USP)

FEVEREIRO-2023

1. A semaglutida € um medicamento utilizado para o tratamento de diabetes
que foi aprovado em 2023 pela ANVISA para o tratamento da obesidade. Ela é
uma molécula analoga a um hormdnio peptidico produzido pelo organismo
humano, chamado GLP1. O GLP1 é degradado rapidamente (em minutos) pela
enzima dipeptidil-peptidase-4 (DPP4). Modificagbes em 2 residuos de
aminoacidos levaram a uma degradagdo muito mais lenta da semaglutida pela
enzima DPP4 (medida em dias), de forma que os pacientes que utilizam
semaglutida precisam apenas de uma dose semanal.

a) Vocé espera que a constante de Michaelis-Mentem (Km) da DPP4
para a semaglutida seja maior, igual ou menor ao Km para o GLP1?
Por qué?

b) Como vocé faria para confirmar experimentalmente sua concluséo
obtida na letra a? Considere que vocé tenha a DPP4 purificada e um
meétodo preciso da medicdo dos produtos da hidrélise do GLP1 e da
semaglutida.



2. Utilizando-se um gel bidimensional, determinou-se que uma amostra
com quatro proteinas possui as caracteristicas resumidas na tabela
abaixo:

pl M (kDa)
Proteina A 4.0 300
Proteina B 4.0 120
Proteina C 7.0 120
Proteina D 9.0 200

a) O que é o pl de uma proteina? Como este parametro pode ajudar no
planejamento da separacéo de proteinas?

b) Em uma cromatografia de exclus&o de tamanho (também conhecida
como cromatografia de filtragao por gel), qual das proteinas sairia
primeiro? Justifique.

¢) Em uma cromatografia de troca id6nica utilizando uma resina de carga
negativa e tampéo com pH = 6, qual das proteinas sairia primeiro?
Justifique.



3. As afirmagdes abaixo (de a até j) referem-se a uma suspenséao de células
hepaticas, alimentadas com glicose e acidos graxos. Indicar qual(quais)
das afirmagdes seria(m) verdadeira(s) para as condigbes 1 e 2. Atengao
— N&o é necessario justificar.

1 - apos a adigao de 2,4-dinitrofenol (DNP) (desacoplador).
2 - apos a adi¢ao de oligomicina (inibidora da ATP sintase).

Aumento do consumo de oxigénio.

Componentes da cadeia de transporte de elétrons no estado reduzido.
Formacao de lactato a partir de glicose.

Estimulo da beta-oxidagao.

Formacao de GTP, a partir de GDP e Pi.

Aumento da concentragao mitocondrial de ADP.

Aumento da concentragcao de NADH.

Estimulo da conversao de isocitrato a alfa-cetoglutarato.

Inibicdo da atividade da fosfofrutoquinase 1.

Estimulo da oxidacao de glicose a CO2 e H20.
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4.

O acido palmitico, que possui 16 carbonos, (HsC(CH2)14COOH), foi
degradado a Acetil-CoA em experimentos com células de figado. Responder
as questdes abaixo usando os Esquemas 1 e 2:

Em qual compartimento(s) celular(es) ocorre a degradacgéo do acido
graxo?

Quantos ATP sao utilizados na degradacgao do acido palmitico?

Quais compostos sdo usados para carregar o grupo Acila para dentro da
mitocdndria?

Quantas Acetil-CoAs sao formadas por molécula de acido palmitico?
Quantas moléculas de NADH e FADH2 sao formadas ao final da
transformacao de todo o acido palmitico em acetil-CoA?

Supondo que a Acetil-CoA é oxidada no ciclo de Krebs e as coenzimas
reduzidas sao reoxidadas na cadeia respiratéria, quantos ATP sao
formados na oxidacdo completa do acido palmitico a CO2 e H20?
Considere que cada NADH gera 3 ATP e cada FADH2 gera 2 ATP.
Qual hormdnio tem sua concentragdo aumentada quando o figado esta
degradando acidos graxos? Justifique.



Esquema 1- Degradacao de acidos Graxos-
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Esquema 2- Ciclo de Krebs
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Fig. 10.1 Ciclo de Krebs. Na reacdo da succinil-CoA sintetase, o nucleosidio trifosfato (NTP) pode ser ATP ou GTP e o nucleosidio
difosfato (NDP), ADP ou GDP.



5. Ha milhares de anos a humanidade tem sido atacada por virus
causadores das mais diversas doencas. Entre 2019 e 2023 o mundo foi
assolado, dentre muitas doencas, pela Covid-19 e a variola dos
macacos, causadas respectivamente pelo virus SARS-Cov2 e
Monkeypox. Estes virus carregam em seu interior, respectivamente RNA
e DNA, necessarios para sua replicacédo no interior de uma célula
hospedeira. Sabendo-se das diferencas quimicas entre estas moléculas:

a) explique porque a estabilidade do DNA e a instabilidade do RNA sao

biologicamente vantajosas para os diferentes organismos.

b) Ainda em relagdo a estrutura de acidos nucléicos, e considerando os

niveis de organizagao estrutural definidos para as proteinas (1°, 2°, 3° e

4°), qual o nivel de organizacgéao seria apresentado pela B.1) dupla hélice
do DNA, B.2) RNAt e B.3) RNAm? Justifique.



6. Um bioquimico precisa produzir parte de uma proteina em laboratorio
para ser utilizada na producao de anticorpos contra uma determinada
doenca. Ele precisara do polipetideo codificado pelo Exon 2 (Verde)
apenas. E, para isso, usara diversas técnicas basicas de biologia
molecular e tecnologia de DNA recombinante, dentre elas a reagdo em
cadeia de polimerase (PCR). Abaixo estdo mostrados 3 moldes ou
“templates” que ele tem em maos: a) o DNA genémico do gene de
interesse, b) seu pré-RNAm e ¢) RNAm maduro.
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a) Diga qual destes reagentes moldes é o mais adequado para ser utilizado
na reagao de PCR e explique.

b) Fornega a sequéncia de nucleotideos do Exon 2 (verde) presente na fita
dupla do DNA gendmico.

c) Sugira um par de oligonucleotideos iniciadores (primers) de 6 pares de
bases para ser usado em sua reagao de PCR.

d) Diga que enzima vocé usaria em sua reagcéo de PCR e como ela atua
bioquimicamente possibilitando esta técnica.



