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Proteinas
26 E
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26 AE Carboidratos Walter Colli
31 E
Junho 2 Prova 3

ED: Estudo Dirigido
AE: Aula Expositiva

E = Discussao de Exercicios

Aminoéacidos e Peptideos




Estudo Dirigido

Objetivos das aulas: Rever os fundamentos basicos de estrutura, propriedades, quimica e
funcdes dos aminoacidos e peptideos. Ampliar e aprofundar o conhecimento sobre estes
grupos de biomoléculas. Introduzir no¢gdes sobre a pesquisa, a manufatura e as aplicacdes
deles em diferentes areas da saude, alimentagéo e atividades humanas.

1. Escreva e observe a estrutura quimica geral de um a-aminoacido. A partir dela vocé
consegue prever propriedades/caracteristicas exibidas por este tipo de composto organico e
e apontar nela que elementos estruturais as determinam?

2. Reveja a nomenclatura/abreviacfes usadas para tais biomoléculas, aceita pela IUPAC e
encontrada nos livros indicados para estudo (é essencial que através delas vocé reconheca
0s a-aminoacidos e 0s associe a classificacdo vigente). Aproveite e também reveja a
classificagdo dos a-aminoacidos e cite aqui o critério usado para estabelecé-la.

3. Além dos a-aminoacidos, existem outros tipos de aminoacidos naturais? Cite exemplos e
escreva suas estruturas quimicas.

4. E sabido que os a-aminoacidos s&o os blocos construtivos de pelo menos dois tipos de
biomoléculas com funcdes bioldgicas essenciais a vida. Quais? Tente se lembrar ou busque
informacdes sobre outras “fungdes” atribuidas aos aminoacidos.

5. Existem a-amino&cidos denominados usuais e ndo usuais. Justifique e exemplifique.

6. Se vocé dispuser da estrutura quimica de um aminoacido ou da sua curva de titulacédo
conseguira prever o seu pl? Comente.

7. Que propriedade esta sendo explorada quando se usa aminoacidos para fins de preparar
solugbes com capacidade de tamponamento? Explique.

8. Que propriedade esta sendo explorada quando se consegue separar 0s aminoacidos Phe,
Lys e Asp por eletroforese?

9. Que propriedade esta sendo explorada quando se separa os aminoacidos Tyr de Trp por
cromatografia em coluna de silica, fazendo a detec¢cdo em 280 nm?

10. Os aminoéacidos exibem grupos quimicos que os possibilitam formar ligacdes peptidicas.
Escreva as estruturas quimicas de dois a-aminoacidos, indique em cada uma que grupos
reagem entre si, indique a ligacao peptidica e cite os produtos da reacao.

11. Sob o ponto de vista estrutural defina octapeptideo (1), oligopeptideo (2) e polipeptideo
(3); comente sobre o grau de impacto que cada residuo de aminoacido pode ter em funcdes
exercidas por 1, 2 e 3.
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12. Apesar da maioria dos peptideos bioativos apresentar peso moleculares muito
superiores aos dos aminoacidos, essas biomoléculas tém em comum diversas propriedades.
Liste-as e comente.

13. Indique alguns peptideos citados em livros de Bioquimica e Biologia Molecular basicas,
bem como as fun¢des biolégicas que eles exercem.

14. Que tipos de estrutura (niveis de organizacdo estrutural) peptideos contendo 15-23
residuos de aminoacidos podem apresentar em solugcdo aquosa? E se ele tiver na sequéncia
um residuo de Cys (C)? E se tiver varias Cys?

15. Assim como os aminoacidos, peptideos podem ser separados de outras biomoléculas e
de outros peptideos por eletroforese? Justifique.

16. A insulina teve a sua estrutura determinada em pesquisa que deu a F. Sanger o Prémio
Nobel de Quimica de 1958. Um dos pontos-chave do trabalho foi ele ter incubado o peptideo
com 1-fluoro-2,4-dinitrobenzeno reativo para grupos a-amina terminais (ou N-terminais) e ter
observado a formacdo de dois produtos coloridos posteriormente identificados como
dinitrofenil-Gly e dinitrofenil-Phe. O que de ele concluiu a partir destes resultados?

17. Neste estudo dirigido se faz importante lembrar diferentes tipos de eletroforese,
cromatografias em camada delgada e em coluna, métodos de preparacao e modificacdo em
laboratério, diferentes métodos espectroscépicos e espectrométricos, diferentes tipos de
microscopia, simula¢gdes computacionais, modelagem e dindmica molecular tem viabilizado
0 0 estudo e a aplicacdo de aminoacidos, peptideos e seus derivados.

Bibliografia:

- Amino acids, Cap. 4, Biochemistry, Voet & Voet, 3rd. Edition (2004) e capitulo
correspondente em edi¢cdes mais recentes.

- Covalent Structures of Proteins and Nucleic Acids, Cap. 7- item 7.1, Voet & Voet, 3rd.
Edition (2004) e capitulo/item correspondente em edi¢cdes mais recentes.

- Amino acids, Peptides and Proteins, Nelson & Cox, Cap. 3, Lehinger — Principles of
Biochemistry, 4th. Edition (2005) e capitulo correspondente em edi¢gdes mais recentes.

- D.J. Dietzen, Amino Acids, Peptides, and Proteins. In: Principles and Applications of
Molecular Diagnostics, 2018, pp. 345-380. https://doi.org/10.1016/B978-0-12-816061-
9.00013-8



Exercicios

1. Desenhe a curva de titulacdo com solucdo de KOH esperada da Arg ou R, indicando nela
as diferentes regides e estados de protonacdo dos grupos ionizaveis.

2. Agora desenhe a estrutura quimica deste a-aminoacido em pH 8, indicando o estado de
protonacdo dos grupos quimicos ionizaveis.

3. Em que faixas de pH uma solucdo de Ala ou A poderia ter agdo tamponante? Em que
valores de pH os tampdes deste a-aminoécido teriam capacidade de resistir a adicdo de
acido e base? Justifique.

4. Em quais dos seguintes valores de pH, a) pH 2; (b) pH 7; (c) pH 12, a Pro (P), o Asp (D) e
a Lys (K) seriam separaveis por eletroforese?

5. Considere os aminoacidos Cys (R=-CH2-SH), lle [R=-CH(CH3)-CH2-CH3], Glu [R=-
(CH2)2-COOH], Lys [R=-(CH2)4-NH3+] e Thr [R=-CH-(CH3)-OH], bem como os pKCOOH
alfa=2,4, pkNH3+= 9,2, pKRAsp= 3,6, pKRLys= 10,5; pKRArg= 12,5 e pKRCys = 8,7.
Responda justificando:

a- quais deles apresentam grupos quimicamente reativos nas suas cadeias laterais e
porgue isso é importante?

b- qual(is) deles apresenta(m) mais de um estereoisébmero e, portanto, é(sdo) oticamente
ativo(s)? Por qué?

c- quando indicadas, o que as letras | e d e D e L informam sobre as caracteristicas dos
aminoacidos?

d- qual o valor e como se calcula o pl do &acido aspartico? Mostre todas as formas
ionizaveis.

6. Com base nas estruturas dos aminoacidos fornecidas, pede-se:

a) quais vocé conseguiria separar por diferenca de polaridade? Explique.
b) indicar o seu comportamento eletroforético em pH 7;
c) se ele fosse acetilado no seu grupo amina a ele reagiria com ninidrina ou
fenilisotiocianato?
7. Os dipeptideos Asp-Phe, Gly-Cys e Tyr-Lys sdo separados por eletroforese em pH 6.0,
resultando no padrdo mostrado abaixo. Identifique cada uma das manchas.

origin
|
A B .
(+)] o ° e ()

8. Desenhe o grafico de solubilidade em funcdo do pH do meio para dois peptideos
hipotéticos A e B, sendo que A contém 8 residuos de Glu (E), 2 Gly (G), 2 Lys (K); B contém
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2 Glu (E), 2 Ala (A), 8 Lys (K). Com base no gréfico obtido, sugira um método para separar A
de B.

9. Escreva a estrutura quimica do peptideo Arg-lle-Gly-Val, reconhecendo as ligacbes
peptidicas nele presentes;

b) calcule o seu pl, demonstrando os célculos e estruturas ionizaveis, para prever o seu
comportamento eletroforético em pH 7,4;

c) se ele fosse esterificado na Val4, ele reagiria com ninidrina ou fenilisotiocianato para
dosagem e sequenciamento?

d) como seria o seu espectro de absorgéo de luz? Desenhe.

€) como vocé interpretaria em termos de relacdo estrutura-atividade biolégica o fato de
seu analogo sintético Arg-lle-Gly-Phe nao ser ativo?

10. Qual é a sequéncia de um dipeptideo para o qual foram feitas as seguintes afirmacoes:

(a) Contém um aminoacido néo hidroxilado que interrompe estrutura helicoidal

(b) Produz um dinitrofenil-aminoacido oticamente inativo quando tratado com o reagente
de Sanger (aparece na pergunta 16 do estudo dirigido).

(c) Produz aminoacido considerado basico ao ser tratado rapidamente com
carboxipeptidase.

(d) Contém um grupo imidazol, mas nédo um tiol.

(e) Pode ser clivado para produzir dois dipeptideos, os quais em pH 4 migram para o
catodo em eletroforese.



Interacdes Moleculares e Termodinamica Bioquimica

Estudo Dirigido

1. Qual significado dos seguintes termos fisicos e como eles estéo relacionados?

(@) Calor (b) Temperatura (c) Energia (d) Entalpia (e) Entropia (f) Energia livre (Q)
Trabalho

2. Qual objeto de estudo e qual a utilidade em processos bioquimicos dos seguintes termos?
Descreva alguns exemplos.

(a) Termodinamica (b) Cinética (c) Estrutura molecular

3. E importante termos noc¢des basicas de escalas de tamanho, energia e tempo relevantes
em Bioquimica. Responda abaixo com um valor e unidade apropriada. Nao € necessario
saber um valor exato, apenas a ordem de grandeza.

(a) Qual o tamanho de:
i. Uma molécula de "agua?
ii. Uma proteina de ~100 aminoacidos globular enovelada?
iii. Uma bicamada lipidica (sua grossura)?
iv. Um ribossomo?
v. Uma bactéria E. coli?
(b) Qual a energia livre necessaria para:
i. Romper uma ligacdo de hidrogénio entre duas moléculas de agua?
ii. Desenovelar uma proteina de ~100 aminoacidos globular enovelada?
iii. Sintetizar (estrutura primaria) um peptideo de 10 aminoacidos?
iv. Romper uma ligagao carbono—carbono (C-C) na molécula de etano CH3-CH3?
(c) Quanto tempo leva para:
i. Vibrar uma ligagao C-C?
ii. Romper uma ligacao de hidrogénio entre duas moléculas de agua?
iii. Formar uma a-hélice com ~20 aminoacidos?
iv. Desenovelar uma proteina de ~100 aminoacidos globular enovelada?
v. Romper uma ligagéo C-C?
4. Sobre um equilibrio quimico genérico A<— B, responda;
(a) O que este equilibrio representa?
(b) Qual sua relacdo com o mecanismo de uma transformacao microscépica?

(c) Como podemos calcular uma constante de equilibrio? O que ela significa?



(d) Como podemos medir uma constante de equilibrio?
(e) Como podemos calcular a velocidade da transformacéo do reagente A?

(f) Como podemos medir a velocidade da transformacédo do reagente A?

Exercicios

1. Esquematize uma possivel geometria e sua curva de interacdo (energia X
distancia, R) para um dimero entre uma molécula de agua e outra molécula
de:

(a) CH3—N H2
(b) CO2

Indique qual(is) forca(s) intermolecular(es) contribue(m) principalmente nas
regioes em que R < Req, R ~ Req € R > Req, Onde Req € a distancia de equilibrio
do dimero.

2. Desenhe a estrutura do NaCl no estado sélido e também no estado aquoso. Neste
ultimo, destaque suas interacdes com a agua. Explique em termos energéticos
ou termodinamicos por que a rede cristalina do NaCl(s) € desfeita em agua.

3. O que é efeito hidrofébico? Qual o seu papel na manutenc¢do da estrutura das
proteinas ou de membranas biolégicas? Explique termodinamicamente sua
resposta.

4. AG” é caracteristico de cada reacao (desde que a temperatura seja constante) e nao
varia com as concentracdes de reagentes e produtos. AG, por outro lado, pode
assumir qualquer valor em funcdo das concentracdes iniciais de reagentes e
produtos. Mostre por que estas afirmagdes s&o verdadeiras discutindo a
expresséao que relaciona AG” e AG.

5. Para areagdo genérica A =— B, K, = 103, responda:

(a) Qual o valor de AG’? No equilibrio, as concentracbes molares de A e B
podem variar? Qual é o AG se, antes do equilibrio ser atingido, as
concentracgoes iniciais [Alini >> [Blini?

(b) Proponha uma condi¢do na qual a reacao inversa inversa (B — A) seja
esponténea, sem alterar a temperatura ou pressdo do meio. Mostre que a sua
proposta ¢ possivel calculando o respectivo AG.

(c) Se a constante de velocidade de primeira ordem, k; = 10 s™*, qual deve ser
o valor da constante k—; para a reacao inversa? Calcule os valores de

AGhA_,B ede AGB_A.

6. Proponha uma condi¢cdo em que a reasc¢éo de formacao de UDP-glicose a partir de
UMP + glicose 1-fosfato dentro de uma célula seja espontanea através do acoplamento
a reacao



ATP <= ADP + Pi
Utilize a tabela de energias livres de reacdes mostrada nos slides de aula.
7. Usando novamente a tabela de AG” mostrada nos slides de aula, calcule a

energia livre de hidrélise de ADP, a partir apenas das energias de hidrolise de
ATP e pirofosfato (PPi).
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Estrutura e Funcao de Proteinas

Estudo Dirigido

1. Instalar um dos seguintes programas de grafica molecular no seu computador: Pymol,
Chimera ou ChimeraX. Assistir videos para aprender como utilizar os programas (ver o final
deste arquivo para instrugdes e alguns links)

2. Baixar os arquivos de coordenados das estruturas de mioglobina humana (3RGK.pdb),
desoxi-hemoglobina (2HHB.pdb) e oxi-hemoglobina (1HHO.pdb) providenciados na e-
disciplinas ou diretamente do PDB (http://www.rcsb.org/pdb/home/home.do)

3. Abrir os arquivos .pdb em Chimera ou Pymol. Aprender como colorir atomos, residuos de
aminoacidos, trechos de sequéncia especificos, cadeias, medir distancias e representar
estruturas secundarias (na forma de fitas ribbons/cartoons) e superficies (ver o final deste
arquivo para instrucdes e alguns links).

4. Analisar as estruturas de mioglobina, oxi-hemoglobina e desoxi-hemoglobina para
identificar:

a) as alfa-hélices A-H das subunidades. Em uma destas hélices, identificar todas as
pontes de hidrogénio entre os residuos nas posicoes i e i+4.

b) os grupos heme e as histidinas proximais e distais

C) contatos que mantém a estrutura quaternaria na oxi-hemoglobina e desoxi-
hemoglobina com referéncia as interacées importantes mencionadas no capitulo sobre
hemoglobina no livro texto BIOQUIMICA (de Voet e Voet) ou FUNDAMENTOS DE
BIOQUIMICA (de Voet, Voet e Pratt).

d) os aminoacidos com carga positiva que compdem o sitio de ligacdo do 2,3-BPG. Vocé
pode encontrar o arquivo pdb no Protein Data Bank da hemoglobina em complexo com
2,3-BPG.

e) Escolher uma outra proteina de seu interesse com estrutura depositada no Protein
Data Bank, para fazer uma analise similar.

5. Delimitar todos os efetores alostéricos da hemoglobina e seus sitios de ligacéo

6. Ler o artigo de Goodey e Benkovic (doi:10.1038/nchembio.98) sobre a relacdo entre a
dindmica proteica e alosteria (até o primeiro paragrafo da pagina 479).

7. Ler os artigos de Changeaux (10.1146/annurev-biophys-050511-102222) e de Cornish-
Bowden (doi:10.1111/febs.12469), prestando atencdo aos sucessos e fracassos dos
modelos MWC e KNF em explicar cooperatividade e alosteria em diferentes proteinas.



11

8. Definir alosteria e cooperatividade e descrever a relacdo entre o0s dois
conceitos/fendmenos.

9. Comparar as semelhancas e diferencas entre os conceitos de "induced fit" e
"conformational selection”.

Para obterem o programa PYMOL, por favor, sigam o procedimento descrito abaixo:

1) acesse https://pymol.org/edu/?g=educational/
2) adicionar dados para uso ndo comercial
3) vocé recebera login e senha para fazer o download

Para obterem o programa Chimera e/ou ChimeraX, por favor, sigam as instrucées nos
seguintes sites:

https://www.cqgl.ucsf.edu/chimera/download.html

https://www.cqgl.ucsf.edu/chimerax/

Bibliografia

Tutorial sobre uso de Pymol (interface grafica molecular)
https://www.youtube.com/watch?v=IhiQGL GfbG4

Mais um tutorial sobre Pymol
https://www.youtube.com/watch?v=jISFbpnywbw

Péagina de tutoriais do site do Pymol (mais avancado)
https://pymolwiki.org/index.php/Category:Tutorials

P&ginas de tutoriais de UCSF Chimera ou ChimeraX (mais avancado)
https://www.cgl.ucsf.edu/chimera/docs/UsersGuide/frametut.html
https://www.cgl.ucsf.edu/chimera/videodoc/videodoc.html

ou https://www.cgl.ucsf.edu/chimerax/tutorials.html
https://www.cgl.ucsf.edu/chimerax/docs/videos/

Outros videos uteis sobre Chimera:
https://www.youtube.com/watch?v=elLxhKc7Ljjk
https://www.youtube.com/watch?v=ZICOW3LBdpw



https://pymol.org/edu/?q=educational/
https://www.cgl.ucsf.edu/chimera/download.html
https://www.youtube.com/watch?v=IhiQGLGfbG4
https://www.youtube.com/watch?v=jlSFbpnywbw
https://pymolwiki.org/index.php/Category:Tutorials
https://www.cgl.ucsf.edu/chimera/docs/UsersGuide/frametut.html
https://www.cgl.ucsf.edu/chimera/videodoc/videodoc.html
https://www.cgl.ucsf.edu/chimerax/tutorials.html
https://www.cgl.ucsf.edu/chimerax/docs/videos/
https://www.youtube.com/watch?v=eLxhKc7Ljjk
https://www.youtube.com/watch?v=ZICQW3LBdpw
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“Folding” e dinamica de proteinas

Estudo Dirigido

1) O que €é entalpia?

2) O que é entropia?

3) O que diz a lei de distribuicdo de Boltzmann?

4) O que significa o termo “random coil” aplicado a proteinas?

5) Qual é a hipotese termodinamica de Anfinsen?

6) Qual é o paradoxo de Levinthal?

7) O que € o mecanismo de nucleagdo-condensacao?

8) O gque é o funil de enovelamento?

9) Como chaperonas auxiliam o enovelamento de proteinas in vivo?

10)Predicéo de estruturas de proteinas a partir da sequéncia de amino acidos

11) Quais sao os graus de liberdade de um polipeptideo?

12)Primeiras evidéncias de que proteinas sao flexiveis

13)Tipos de movimento e técnicas experimentais para estuda-los

14)A dindmica é importante para a funcao biolégica de uma proteina?

15)Boa parte do genoma codifica para proteinas intrinsecamente de desordenada (IDPS)

16)Como descrever a estrutura de proteinas que ndo possuem estrutura definida?

17)Como proteinas interagem umas com as outras: modelo de selecdo de conférmeros vs.
“‘induced-fit”

18) O que sao transi¢des de fase liquido-liquido?

19)O que sdo condensados ou organelas sem membrana?

Exercicios

1) Use o Google ColabFold (Mirdita et al. 2022 “ColabFold: Making protein folding
accessible to all”. Nat. Methods 19: 679-682. Doi: 10.1038/s41592-022-01488-1) para
fazer um modelo para a estrutura tridimensional da proteina VirB9 cuja sequéncia de
amino acidos é:

MKLENRYSVALLSALPLALCALSAAAQVVQEYEYAPDRIYQVRTGLGITTQVELSPNEKILDYSTGETGG
WELTRRENVEYLKPKNVDVDTNMMIRTATHSYILELKVVATDWORLEQAKQAGVQYKVVETYPKDTSENN
VADADTSKNGPLLNAKILKDRRYYYDYDYATRTKKSWLIPSRVYDDGKEFTYINMDLTREFPTGNEPAVEAR

EKEHAEDFLVNTTVEGNTLIVHGTYPFLVVRHGDNVVGLRRNKQOK

Responda:

a) Quantos dominios foram preditos?

b) Qual é o folding de cada dominio?

c) O que é possivel dizer sobre a orientacao relativa entre os dominios?

d) A predicdo é consistente com estruturas experimentais (PDB 2NO1 e 6GYB)?



2)

3)

4)

5)
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Estudos de desnaturacdo de proteinas sdo Uteis na elucidacdo da estrutura e das
interacdes que a estabilizam. O grafico abaixo registra o desenovelamento de uma
proteina pela adicdo de concentracdes crescentes de ureia.

300
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100 -
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A estabilidade da proteina calculada a partir deste experimento é AG = 0.58 kcal/mol.
Responda:

a) Por que é importante que o processo de desenovelamento que seja reversivel?

b) Como vocé poderia utilizar medidas de fluorescéncia do triptofano para
acompanhar o processo desnaturacdo de uma proteina pela adicdo de ureia?
Explique como vocé calcularia as populagbes do estado enovelado e
desenovelado em fungcéo da concentracéo de ureia.

Suponha que foi introduzida uma mutacéo pontual que aumente a estabilidade da
proteina. Desenhe na figura acima, o grafico de desnaturacdo da proteina
mutante.

Utilizando um programa de visualizacdo (USCF Chimera, Pymol, VMD, Rasmol, etc)
inspecione as estruturas PDB ID 1RCP e 1TNF. Analise a topologia, e procure identificar
o “folding” de cada estrutura.

O processo de enovelamento de proteinas pode ser descrito considerando-se que a
superficie de energia livre da molécula assemelha-se a um funil em que o estado nativo
corresponde ao poco de menor energia. Se fizermos um gréafico da seccéo transversal do
funil, a coordenada horizontal representara um angulo diedral caracterizando a
conformacéo da cadeia polipeptidica, enquanto que a coordenada vertical representara a
energia livre interna da cadeia. Responda:

a) Por que o funil € mais largo na parte de cima, do que na parte de baixo?
b) Esquematize em um mesmo gréafico a secdo transversal do funil para uma proteina
bem enovelada, e para uma proteina intrinsecamente desordenada.

Assuma que uma cadeia polipeptidica possui apenas uma conformacao em alfa-hélice
enquanto no estado desordenado (‘random coil’) cada aminoacido pode assumir trés
possiveis conformacbes. Calcule a variacdo de entropia (AS) da reacdo de
desenovelamento:
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hélice = caoll

de um polipeptideo de 100 residuos. Qual é o valor do AH por residuo que seria
necessario para tornar a temperatura de desnaturagdo (a temperatura na qual Keq = 1)
igual a 50 °C? Compare este valor com a energia envolvida na formacéo de uma
ligacdo de hidrogénio, estimada em 0 a 12 kJ/mol.

Bibliografia

a)
b)
c)
d)
e)

f)

O capitulo 6 do livro Branden C. And Tooze J. (1999) Introduction to Protein Structure,
2% edicdo, Garland Science;

Pace e Scholtz (2006) “Measuring the conformational stability of a protein”. Chapter
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Enzimas e Cinética Enzimatica

Objetivos para Estudo

Este guia de estudos busca estabelecer uma trilha para entendimento dos modelos do
Equilibrio Rapido e Estado Estacionario que embasam a deducédo da equacédo de Michaelis-
Menten que relaciona a velocidade inicial de reacdes catalisadas por enzimas com a
concentracdo do substrato. Este guia deve ser acompanhado pela leitura dos capitulos
sobre este tema nos livros Bioguimica Basica (Marzzoco & Torres, 2007 e/ou Enzyme
Kinetics (I.H. Segel, 1993).

Modelos para reagéo catalisada por enzimas

Considere o modelo simplificado para reacéo catalisada por uma enzima (E):

E+S =——= E+P

Entenda que a velocidade observada (v) para a formacgéo de produto (P) ao longo do tempo,
expressa como A[P]/ At, depende da concentracao de enzima [E] e de substrato [S] totais.
Reconheca esta proposta na expressao v a [E] [S]. O simbolo a indica “é proporcional”.

Considerando esta proposta, entenda que a velocidade de formagéo de P ird diminuir ao
longo do tempo de reacédo devido a prépria transformacdo de S em P, ou seja, a [S] diminui
ao longo do tempo. Reconheca que 0 expresso acima esta representado no grafico abaixo.

100 - *

[P]

o 20 40 &0 80 100 120

tempo
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Entenda que neste grafico a velocidade de formacdo de P pode ser aproximada pela
inclinacdo (tangente) em cada ponto da curva acima. Visualize que a inclinacéo, ou seja, a

velocidade diminui ao longo do tempo, como mencionado acima.

Focando nos tempos do inicio da reacéo (tempos iniciais), entenda que existe uma janela de
tempo em que a [S] variou relativamente pouco (5-10%), ou seja, pouco substrato foi
transformado em P. Enfim, dentro desta janela de tempos iniciais a [S] em qualquer tempo é
aproximadamente igual aquela inicialmente adicionada na reacdo. Reconhec¢a que esta

proposta pode ser expressa como [S]t = [S]0 dentro dos tempos iniciais.

Lembrando-se da expressao v a[E].[S], entenda que o grafico abaixo representa a formacéo
de produto nos tempos iniciais desta reacao.

10 &
8 3
2 g +
o
4 ¥
2 .
0
0 1 2 3 4 5 &

tempo (min)

Explicite o motivo pelo qual a relacdo [P] x t é linear no grafico acima.

Entenda que no gréfico acima a velocidade de formacdo de P é constante ao longo do
tempo, que [S]t = [S]0 e que a [E]total ativa segue também inalterada. Lembre-se que nestas
condicGes a velocidade da reacdo catalisada pela enzima é chamada de velocidade inicial
(vO).

Reconheca que neste tipo de gréafico (acima) a velocidade inicial (vO) corresponde a

inclinagdo da reta. Calcule a vO.
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Assuma agora que o grafico abaixo representa uma reacao catalisada por uma enzima em
condicoes de “velocidade inicial”. Considere que os dados foram coletados em um
experimento realizado com [E]total = 2 nM (nanoMolar).

Lembrando-se da expressdo v a [E].[S], represente, nos mesmos eixos, 0s resultados
esperados para experimentos feitos nas concentracdes 1 e 0,5 nM.

20 +
138
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Py

] 1 2 3 4 5 &

tempo (min)

Entenda que o resultado do experimento acima pode ser expresso em um gréfico que
correlaciona vO com [E]total. Desenhe este gréfico.

3

4

vg (nM/min)

0 0.5 1 15 2 2.5
[E] total (nM)

Entenda que o grafico acima indica que a velocidade inicial (vO) da reacdo € diretamente
proporcional a concentracdo de enzima total ativa ([E]total) na amostra usada. Com base
nesta observacao, reconheca que a velocidade inicial (vO) da reacdo € uma expressdo da
atividade enzimatica.
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Retornando ao modelo simplificado da reacéo catalisada pela enzima:

E+S =——= E+P
note que estabelecemos uma relacdo entre a velocidade inicial (vo) da reacdo e um dos
participantes do processo, a enzima ( [E]wtal ). Reconheca que considerando as condi¢cdes de
“velocidade inicial” e baseando-se na expressdo v a [E].[S], o mesmo raciocinio desenvolvido
acima para E se aplicaria ao substrato S, assim seria esperado hipoteticamente o grafico da
esquerda para relacao vox [S]. Porém, de fato, € obtido experimentalmente o grafico da direita.

10 10
*

8 8
— . — s ¢+ ¢ °
S 6 S 6 ¢
= 4 = 4
s, ¢ s L,

+*
0o 0
0 2 4 6 8 10 12 0 2 4 6 8 10 12
[s] (mMm) [s]1{mM)
Hipotético Experimental

Entenda que frente ao conflito “teoria x experimento” mencionado acima, o modelo
simplificado para reagéo catalisada pela enzima (abaixo) precisa ser reelaborado, pois ndo é
suficiente para explicar a relagao vO x [S].

Considere entdo o modelo abaixo para reacdo catalisada por uma enzima (E). Leia neste
modelo que as formas livres da enzima (E) e do substrato (S) se associam formando um
complexo enzima-substrato (ES), o qual pode se dissociar ou originar o produto. Note que o
produto se forma apenas a partir do complexo ES.

E+S =————= ES =—= E+P

Recorde que em cinética quimica as velocidades sé@o proporcionais a concentracoes.
Lembre-se que este modelo busca descrever a reacao catalisada pela enzima em condicbes

de “velocidade inicial”’. Deste modo, se ha baixo consumo de S ([S]; = [S]o), haveréa baixa [P]

formado. Logo a etapa P — [ES] tera velocidade insignificante, sendo entdo descartada do
modelo.

F+S —/——= ES —> E+P

Reconheca que no modelo acima para reacéo catalisada por uma enzima, a velocidade inicial
(vo) sera proporcional a concentracdo do complexo enzima-substrato ( [ES] ). Assim, voa [ES].
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Perceba que ao passo que aumenta a [S], este se combina com cada vez mais enzimas,
levando a crescentes [ES]. Mas, a [ES] aumentara até certo ponto, ou seja, havera um limite

maximo (um teto) para a [ES]. Este limite maximo é determinado pela propria [E]total no
meio de reagao.

Frente ao expresso acima, entenda que o grafico da relacdo vo x [S] € coerente com 0 modelo
usado para reacéao catalisada pela enzima.

F+S —/——= ES —> E+P

Ha um limite méximo para a velocidade inicial (vo), chamado de Velocidade Maxima (Vmax).
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Considerando que [ES] esta ligada a [E]wtal disponivel, note que o modelo usado acima para
descrever a reacdo catalisada pela enzima também € coerente com a relacdo vo X [E]total j&
abordada anteriormente.
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A seguir este modelo sera usado para deduzir uma equacao que conecte vO a [S] em certa
[E]total.
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Cinética para Enzimas Michaelianas
Equilibrio Rapido

Recorde o modelo abaixo adotado para descrever a reagdo catalisada pela enzima em
condi¢des de velocidade inicial (v0). Note a numeracao incluida para identificar as etapas
discretas.

Recorde que “k” minusculo indica uma constante de velocidade e “K” maiusculo indica uma
constante de equilibrio.

ky k
E+S —/]/——= ES —— > E+P
ky

Recorde que uma constante de velocidade* pode ser interpretada como a fracdo da
concentracdo de dado reagente A que se transforma em B por unidade de tempo.
Alternativamente pode ser interpretada como a fracdo dos encontros dos reagentes A e B
geram o produto C*(*respectivamente uma constante de velocidade de primeira e de
segunda ordem).

Note que, aplicando-se as condi¢cBes de velocidade inicial, temos que [S]t = [S]0. Assim
podemos escrever apenas [S], pois hdo ha mudanca na concentracdo ao longo do tempo da
reacao.

Entenda que, no modelo, a enzima total ( [E]total ) ocorre em duas popula¢des, forma livre

([E] ) e complexo enzima-substrato ( [ES] ). Assim, [E]total = [E] + [ES]

Pense no esquema da reacao catalisada pela enzima (acima) em uma condi¢ao particular
em que k3 é muito menor do que k2 e k1.

Responda: Nesta condi¢cdo qual evento sera mais provavel em uma dada unidade de tempo:
ES gerar P ou ES se dissociar em E e S?? Assim, v3 << V2 ou v3 >>v2?7?

Reconheca que por conta de k3 << k2, uma vez que certa [S] esta presente com o passar do
tempo entdo E e S entram em equilibrio com ES. Entenda que “estar em equilibrio” significa
gue v1 = v2, ou seja, a velocidade com que ES se forma se equipara a velocidade com que
ES se dissocia. Entenda que no equilibrio [E] e [ES] ndo se alteram ao longo do tempo,
embora estejam se interconvertendo constantemente. Deste modo, esta condicdo aplicada
ao modelo acima é chamada de Equilibrio Rapido.
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Reconheca no grafico abaixo o exposto acima.
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Perceba que a manutencéo da condigao de “velocidade inicial”’, ou seja, baixo consumo de S
([S]t = [S]0), é essencial para manutengao deste equilibrio.

Entenda que a proporgéo [E] [S] / [ES] seguira inalterada enquanto o sistema seguir no
equilibrio. Esta proporgcéo é a constante de equilibrio (KS) que se aplica & combinagéo de
etapas de formacao e dissociacdo de ES

ky

E+S —/———= ES

kz

Considerando a constante de equilibrio Ks, entenda que diferentes [S] levarédo a formacgéo de
diferentes [ES]. Mas, serd mantida a proporcéo [E] [S] / [ES]. Enfim, [S]/Ks = [ES]/[E]
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Reconheca o exposto acima no grafico abaixo.
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Entenda que se [ES] é constante ao longo do tempo e que uma fracao (k3) desta populacdo
se converte em produto por unidade de tempo, entdo a velocidade inicial (vO) é constante
para dada [S].

Com base no exposto nos pontos acima, note que existe uma relacdo entre [S] e [ES] e
também uma relacdo entre [ES] e v0. Logo, deve existir uma “relagdo composta” que
conecta [S] a v0. Esta “relagcdo composta” é a Equagéo de Michaelis - Menten.

A relacéo entre [S] e [ES] deve envolver KS. Ja a relacédo entre [ES] e vO deve conter k3.
Deste modo, a Equacéo de Michaelis — Menten deve conter estes dois termos.

A Equacao de Michaelis — Menten deve indicar que aumentos de [S] resultam em aumentos
de [ES] e consequentemente incrementos de v0. Porém, até um limite, determinado por
[Eltotal (ver acima), onde se atinge a maior vO possivel naquela condicdo experimental, ou
seja, atinge Vmax.

Acompanhe em anexo uma das possiveis deducdes da Equacdo de Michaelis-Menten para
reacoes catalisadas por enzimas em condi¢des de Equilibrio Rapido.

Observe o formato da equacao de Michaelis-Menten.

Vinax [S]

o Ks+ [S]
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Note que a equacéo pode ser igualmente escrita como

_ 5]
A

Assim, esta equacgdo pode ser lida: a velocidade inicial (vO) correspondera a uma fracéo
(percentual) da Velocidade Maxima (Vmax), a qual seré determinada pela relagéo entre [S] e
Ks. Esta fracdo tendera a 1 (100%), ou seja, vO tendera a Vmax, somente em [S] >>> Ks.

Recorde que a relagdo [S]/Ks determina [ES]/[E] (ver acima). Visualize que a velocidade
inicial (v0) em relacdo a Velocidade Maxima (Vmax) observada em certo [S] é um reflexo da
abundancia do [ES]. Deste modo, a v0 é determinada pela relacéo entre [S] e Ks.

Entenda que quando [S] >>> Ks entdo [ES] >>> [E], ou seja, virtualmente toda a enzima
presente na reacao ([E]total) encontra-se no complexo ES.

Note que a Velocidade Maxima (Vmax) € atingida quando virtualmente toda a enzima
presente na reacao ([E]total) encontra-se no complexo ES ( [ES] = [E]total ). Deste modo,

Vmax=k3[E]total

Cinética para Enzimas Michaelianas
Estado Estacionéario

Recorde que no modelo do Equilibrio Rapido por conta de k3 << k2, entdo E e S estdo em
equilibrio com ES. Relembre que “estar em equilibrio” significa que vl = v2 e que [E] e [ES]
nao se alteram ao longo do tempo, embora estejam se interconvertendo constantemente.
Relembre que este modelo é valido para condigao de “velocidade inicial” (baixo consumo de
S ([S]t = [S]0), a qual é essencial para manutencdo deste equilibrio. Reconheca esta
situacdo no grafico abaixo.
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Entenda que o balanco nas velocidades de formacdo e desaparecimento de ES é
fundamental para manutencao de sua constante concentragéo ao longo do tempo.

Reconheca que no esquema abaixo, a velocidade de formacdo de ES equivale a vi,
enguanto a velocidade de desaparecimento é v2+v3.

ks k
E+S —/]/——= ES —— > E+P
kz

No modelo de Equilibrio Réapido, considera-se v3 desprezivel frente a v2. Porém, mesmo
gue ndo o seja, ainda assim a [ES] pode se manter estavel ao longo do tempo, desde que v1
= v2+v3. Esta é a condicdo assumida pelo modelo do Estado Estacionério.

Pense sobre a analogia a seguir para comparar os modelos do Equilibrio Rapido e do
Estado Estacionario. Considere dois compartimentos (em cinza) preenchidos com agua
(azul) conectados por um tubo (horizontal) que permite a agua circular entre eles. Mesmo
que haja um “furo” em um dos compartimentos a altura das colunas de agua ird se equiparar
entre os compartimentos. Esta “equiparacdo” ocorrera independentemente do tamanho do
“furo”.
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“equilibrio rapido” “estado estacionario”
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Note a analogia dos compartimentos com as populagdes “E + S” e “ES”, da tubulagéo
horizontal com a interconversao entre estas populagdes, do “furo” com a etapa 3 de
formacéo do P, da dimensao do “furo” com a relagao k3 versus k2 e k1 e da “equiparacao
das colunas” com a estabilidade de [ES] e [E] ao longo do tempo.

Perceba que a condicao de “velocidade inicial” (baixo consumo de S; ([S]t = [S]0) é essencial
para manutencédo deste estado estacionario da [ES].

Entenda que no Estado Estacionario sera mantida a proporcéo [E] / [ES] para dada [S].

Reconheca que o modelo do Equilibrio Rapido € um caso particular do modelo do Estado
Estacionario. Para isso, imagine que k3 pode adotar qualquer valor, para os quais sempre
havera uma situacdo em que vl = v2+v3. Mas, apenas alguns destes valores de k3 séo
insignificantes frente a k2.

Entenda que sendo [ES] estavel ao longo do tempo e uma fracdo (dada por k3) desta
populacdo se convertendo em produto por unidade de tempo, entdo a velocidade inicial é
constante para certa [S].

Com base no exposto nos pontos acima, note que existe uma relacdo entre [S] e [ES] e
também uma relacéo entre [ES] e v0. Logo, também no modelo do Estado Estacionario deve
existir uma “relagcdo composta” que conecta [S] a v0. Esta “relagcdo composta” € a Equagao
de Michaelis - Menten. Acompanhe uma das possiveis dedu¢cdes da Equacdo de Michaelis-
Menten para condi¢bes de Estado Estacionario.
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Atente para definicdo de Km pelas seguintes expressdes deduzidas no modelo do Estado
Estacionario

_k2+k3
m_T
~ E11S]
™ [ES]

Compare Km com a definicdo de Ks para o modelo de Equilibrio Rapido. Note que Km
converte-se em Ks quando k3 << k2, ou seja, no modelo de Equilibrio Rapido.

eyt ks ks

Tri k]_

Com base nas definicdes abaixo, note que quanto menor Km ou Ks, maior a abundancia de
ES em relacdo a E para uma dada [S]. Enfim, quanto menor Km ou Ks, maior a afinidade
entre a enzima e o substrato.

[E][S] [E][S]

™ [ES] * [ES]

Observe o formato da equacao de Michaelis-Menten para o modelo do Estado Estacionario.

 VpelS]
YT K + 5]

Note que a equacéo pode ser igualmente lida como

5]

-V,

Assim, a equacdao pode ser interpretada como: A velocidade inicial (v0) atingira uma fracao
(percentual) da Velocidade Maxima (Vmax), a qual sera determinada pela relagéo entre [S] e
Km. Esta fracdo tendera a 1 (100%), portanto vO tendera a Vmax, somente em [S] >>> Km.
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Recorde que a relacdo [S]/Km determina [ES]/[E] (ver acima). Visualize que a velocidade
inicial (v0) em relacéo a Velocidade Maxima (Vmax) observada em certo [S] é um reflexo da
abundancia do [ES]. Enfim, vO é determinada pela relagdo entre [S] e Km.

Entenda que quando [S] >>> Km entdo [ES] >>> [E], ou seja, virtualmente toda a enzima
presente na reacéao ([E]total) encontra-se no complexo ES.

Note que a Velocidade Maxima (Vmax) € atingida quando virtualmente toda a enzima
presente na reacéao ([E]total) encontra-se no complexo ES. Deste modo,

Vmax=k3[E]total
A equacao de Lineweaver-Burk para Enzimas Michaelianas

Os parametros de cinética enzimatica do estado estacionario, Km e Vmax, sao determinados
por meio de ajuste da equacao de Michaelis-Menten em dados de vO e [S]. A transformacéo
de Lineweaver-Burk é particularmente util para estudo de mecanismos de inibigdo e ativagédo
de enzimas.

Recorde a equacdo de Michaelis-Menten para o modelo do Estado Estacionario para
reacoes catalisadas por enzimas.

Vinax 9]

YT K + [S]

Recorde que esta equacao descreve uma curva (hipérbole). Esquematize o gréafico vO x [S]
para uma reacao catalisada por uma enzima michaeliana.

Note que o ponto de partida para transformacdo da equacdo de Michaelis-Menten na
equacdao de Lineweaver-Burk consiste na inversdo de ambos os lados da igualdade.

1 Ky +|[S]
Vg B Vinax[S]

Acompanhe uma deducéo da equacéo de Lineweaver-Burk em anexo.

Perceba que a equacéo de Lineweaver-Burk descreve uma reta (y = ax + b), onde y = 1/v0, x
= 1/[S], a inclinacdo (a) = Km/Vmax e o intercepto no eixo y (b) = 1/Vmax

1 K, 1 1

_|_
Vg Vinax [S ] Vinax
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Perceba que o ponto em que y = 0, ou seja, a reta corta o eixo x, € —b/a. Deste modo, na
equacdao de Lineweaver-Burk este ponto corresponde a -1/Km. Faca esta demonstracao.

Note que a transformacao (inversao vista acima) proposta por Lineweaver-Burk converte a
curva vista no gréfico vO x [S] em uma reta no gréafico 1/v0 x 1/[S]. Esta operacdo é chamada

linearizacao.

Deducao da Equacado de Michaelis-Menten
Modelo do Equilibrio Rapido

k, .
E+S =——= ES ; E+P
ks
ks [E][S]
Tk s
Vg = ka[ES]
Vnax = 'ICE [E]totai
[E]totai = [E] + [ES]
v,  [ES]  [ES]
Fma.x [E]tota.! B [E] + [ES]
[E][S]
Vg B Ko
oo~ (514 5]
5]
g B Ko
Vmax 14 17
Vg [5]
Vma.x B HE‘ + [S]
Fma,x[S]
Uy =



Deducao da Equacado de Michaelis-Menten
Modelo do Estado Estacionario

'k'_ k;
E+S =—/—= ES ——> E+P
ks

7, = vy + g
ki[E][S] = k3[ES] + k3 [ES]
ki [E][S] = (kg + k3)[ES]

Eis] _ (ot k)
ES] kT

g [ES] [ES]

Vma.x [E]tomi [E] + [ES]

[E][S]
g _ Km
Pras (51 + LE]E]
5]
Vo Ky
N
Vg [5]




Deducao da equacao de Lineweaver-Burk para enzimas michaelianas

YT K+ 5]
1 K+ [S]

UD Fmax [S ]
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Lipidios

Estudo Dirigido

1. Defina o0 que séo lipideos. Cite trés principais fun¢des de lipideos dando exemplos.
2. Desenhe a estrutura e explique a diferenca da temperatura de fusdo entre o acido trans-
oleico, mais conhecido como &acido elaidico (44,5°C) e o &cido cis-oleico (13,4°C).
Comente sobre os angulos de ligacao e o efeito sobre as forcas intermoleculares.
3. Desenhe a estrutura dos &acidos graxos essenciais 6mega-3 linolénico e dmega-6
linoleico. O que vem a ser a denominacdo dmega? Por que estes acidos graxos sao
considerados essenciais?
4. Desenhe a estrutura quimica geral das principais classes lipidicas encontradas em
membranas biolégicas. Expligue por que fosfolipideos predominam em membranas
bioldgicas, e ndo acidos graxos livres ou triacilglicerois.
5. Os esterbis possuem multiplas estruturas e funcdes. Estdo presentes em membranas,
goticulas lipidicas intracelulares, e na circulagdo sanguinea.
5a. Desenhe a estrutura de um esterol com funcdo estrutural, sinalizador e de
armazenamento. Compare as estruturas em termos de polaridade e localizacao
celular.

5b. Por que uma determinada “fracéo” de colesterol € chamada "colesterol ruim" e outra
de “colesterol bom”?
6. Desenhe a estrutura geral das particulas lipoproteicas responsaveis pelo transporte de
lipideos na circulagdo sanguinea. Como sua estrutura difere de uma membrana celular ou
de uma goticula lipidica (lipid droplets)? Explique por que os triacilgliceréis e ésteres de
colesterol precisam ser empacotados nessas particulas para serem transportados na
circulagdo sanguinea?
7. A distribuicdo de lipideos entre os diferentes lados (face interna e externa) das
membranas bioldgicas foi estabelecida através da utilizacdo de enzimas hidrolisadoras de
fosfolipidos conhecidas como fosfolipases e esfingomielinases.
7a. Leia a metodologia do artigo de Lorent et al 2020 e explique como foi feita a
determinacdo da composicdo de lipideos nas duas faces da membrana. Faca um
desenho esquematico mostrando o substrato e os produtos formados pelas enzimas
utilizadas nos experimentos.

7b. Compare os trabalhos de Lorent et al 2020 e Verkleij et al 1973. Discuta as diferencas
e semelhancas quanto a estratégias experimentais e resultados obtidos.

Bibliografia

1. Fahy et al (2009). Update of the LIPID MAPS comprehensive classification system for
lipidsl. Journal of Lipid Research, 50, S9-S14.

2. Lorent et al (2020). Plasma membranes are asymmetric in lipid unsaturation, packing and
protein shape. Nature Chemical Biology, 16(6), 644-652.
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3. Verkleij et al (1973). The asymmetric distribution of phospholipids in the human red cell
membrane. A combined study using phospholipases and freeze-etch electron microscopy.
Biochim Biophys Acta, 323(2), 178-193.

Links uteis:

Lipid Maps - https://www.lipidmaps.org

Lipidomics Standard - https://lipidomicstandards.org

Membranas

Estudo Dirigido

1. O que é a temperatura de transicdo de membranas?

2. Qual o efeito do comprimento da cadeia hidrocarb6dnica dos fosfolipidios na temperatura
de transicdo de uma membrana?

3. A presenca de acidos graxos insaturados provoca quais alteracdes na estrutura da
membrana?

4. Qual o efeito de colesterol na fluidez de membranas?

5. O que séo Lipid Rafts?

6. Qual a estrutura, na membrana, de proteinas ligadas a ancoras lipidicas?

7. Qual a diferenca entre as estruturas de uma micela e de um lipossomo?

8. Como se prepara uma micela? E um lipossomo?

9. O que séo vesiculas gigantes (GUVs)? Como sao preparadas?

Bibliografia

Ler os trabalhos citados abaixo e comparar os modelos de membrana de Singer e Nicolson
(Fluid Mosaic) com o modelo proposto por Frederick R. Maxfield (Mosaic Domain Model)

1. S.J. Singer, G.L. Nicolson, The Fluid Mosaic Model of the structure of cell membrane,
Science 175 (1972) 720-731.

2. Garth L. Nicolson- Biochim. Biophys. Acta, 1838, 2014, 1451-1466

3. Frederick R. Maxfield, Current Opinion in Cell Biology, 2002, 14, 483-487
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https://lipidomicstandards.org/
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Carboidratos

Estudo Dirigido

AcUcares e polissacarideos

(62

© 00 N O

. Rever o conceito de aldeidos e cetonas

. Rever conceito de centro de assimetria; carbono quiral; entender porgue um carbono

assimétrico pode determinar um isémero 6ptico e um isémero espacial

. Séries de aldoses e cetoses; numeracao dos carbonos da molécula;
. Rever o conceito de capacidade redutora da funcéo aldeido

. Mutarrotacéo; introducdo de novo centro de assimetria; formacdo de hemiacetais;

ciclizacdo intramolecular; configuracdes a e 3 dos agucares; conceito de anomeria

. Notacéo de (1) Haworth; (2) Barco e Cadeira

. Equilibrio quimico entre as diversas formas da glicose em solucéo

. Fixar conceitos de Configuracdo e Conformacéo de moléculas de acucar
. Dissacarideos

10.
11.
12.

Quais sao os polimeros principais de glicose? Tipos de ligagéao.
Formacéao de polimeros de acucar: amilose, amilopectina

Polimeros em ligagao 3 entre agucares: celulose, quitina

Glicolipideos, Glicoproteinas, Glicosaminoglicanas e Proteoglicanas

13.

14.
15.
16.
17.
18.

19.
20.

Ligacéo (-N-) e ligacéo (-O-) nas glicoproteinas; estruturas de oligossacarideos ligados a
Asparagina

Antigenos dos grupos sanguineos ABO

Glucosaminadases, N-glicanases e O-glicanases

Mucinas

Glicolipideos: esfingosina, ceramida, esfingomielina, cerebrosideo, gangliosideo

Estrutura quimica de GIPL-1 de Trypanosoma cruzi e estrutura de Ancoras de Proteinas
(GPI ou GIPLS)

Glicosaminoglicanas: unidades de repeticao; sulfatacdo; estrutura da Heparina

Ligacdo das glicosaminoglicanas com a proteina



