AREA DE CONCENTRACAO: Bioquimica das peptidases: dosagem
proteolitica em tripanossomatideos

CARGA HORARIA: APROXIMADAMENTE 360 HORAS — de segunda a sexta-
feira, periodo parcial (das 8 as 12 horas ou das 13 as 17 horas)
COORDENADORES: Vitor Ennes Vidal

EMENTA

Este curso destina-se a alunos interessados em aprofundar seus
conhecimentos em estudos bioquimicos, com foco nas enzimas proteoliticas
conhecidas como peptidases. O programa aborda os fundamentos tedricos e
praticos relacionados a andlise de peptidases em protozoarios parasitas da
familia Trypanisomatidae, os tripanossomatideos. A especializacdo tem énfase
na identificacdo das classes proteoliticas e na dosagem de sua atividade em
variados substratos. O aluno sera apresentado as no¢des basicas de preparo de
meios de cultura para o cultivo de tripanossomatideos, além de técnicas de
extracdo e dosagem de proteinas, como a zimografia e dosagem da atividade
em solucéo por espectrofluorimetria. Ao término do curso, espera-se que o aluno
adquira habilidades para compreender os principios bioquimicos e aplicar
técnicas de dosagens de atividade enzimatica, assim como estar apto a discutir

e interpretar os resultados obtidos.

OBJETIVO

1- Capacitar o aluno a manusear os equipamentos basicos utilizados em
laboratorio de protozoologia;

2- Apresentar a fundamentacéo teorica e conhecimento técnico basico de
cultivo de parasito, como: condicdes bioldgicas e bioquimicas para sua
manutencao, proliferacdo e criopreservacao.

3- Ensinar metodologias de extracdo de proteinas dos tripanossomatideos
cultivados;

4- Apresentar as técnicas de dosagem de proteinas, assim como dosagem

enzimatica pela zimografia e espectrofluorimetria;



5- Orientar sobre o uso de inibidores proteoliticos para identificacdo de
classes proteoliticas;
6- Capacitar a interpretacéo dos dados gerados pela dosagem de proteinas

e pela mensuracao da atividade proteolitica.

CONTEUDO PROGRAMATICO
Formacéao tedrica a ser oferecida ao aluno:

Principios bésicos de cultivo celular, meio de cultura e solu¢des utilizadas em
cultivos de protozoarios;

Nocdes de biosseguranca aplicada a laboratorios de cultivo celular e de processo
de esterilizacéo (por autoclave e por filtracdo em membranas);

Principios basicos de Transmitancia e Absorbancia (Lei de Lambert-Beer) e
aplicacdes na quantificacdo de macromoléculas;

Principios béasicos de peptidases, classificacdo, estruturas, sitio ativos,
nomenclatura e funcdes bioldgicas;

Fundamentos basicos  sobre eletroforese, espectrofotometria e
espectrofluorimetria, vantagens e desvantagens de cada técnica;

Manuseio dos acessorios e da cuba de eletroforese vertical utilizados para os
ensaios de zimografia; assim como orientacdo sobre o uso do espectrofotdmetro
e espectrofluorimetro;

Interpretacdo dos resultados observados pelos halos de degradacdo em gel
zimografia e analisar das curvas cinéticas da dosagem em solucao;
Fundamentacdo e orientacdo sobre o uso de inibidores proteoliticos e seus
efeitos na dosagem da atividade das peptidases;

Consideracdes éticas na pesquisa.

Atividades praticas a serem desenvolvidas pelo aluno durante o estagio:

1.1 Calculos para preparo de soluc¢des (concentracdo, proporcdo, diluicbes
simples e seriadas, fator de diluic&o);

1.2 Preparo de solucfes e meios de cultura;

1.3 Funcionamento do pHmetro e Espectrofotbmetro:

1.4 Quantificacdo direta do parasito em camera de Neubauer;

1.5 Manutengéao de cultivo de tripanossomatideos;

1.6 Extracao de proteinas;

1.7 Dosagem de proteinas por espectrofotometria;

1.8 Eletroforese de proteinas para analise por zimografia,

1.9 Dosagem em solucédo da atividade proteolitica com diversos substratos;
2.0 Efeito do pH e dos inibidores proteoliticos na atividade enzimética;



Avaliacéo:

1-

Um relatério parcial a ser enviado a coordenagado do CENT na metade
do curso (area de concentracao). Esse relatério devera ser avaliado e
assinado pelo(a) aluno(a) e coordenador(a) da area.

Um relatério final a ser enviado a coordenagdao do CENT ao final do
curso (area de concentragao). Esse relatério devera ser avaliado e
assinado pelo(a) aluno(a) e coordenador(a) da area.

Participagdo em um workshop (elaboragéo e apresentacao de péster)
ao final ao final do curso (area de concentragédo). Os pdsteres serao
avaliados por profissionais da area afim.

Participacdo ativa em atividades tedrico-praticas relacionadas as
areas de concentragao (seminarios, estudos dirigidos, dentre outras),
a critério do coordenador da area.
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