Estrutura Primaria de Proteinas:
Sequenciamento de
— Aminoacidos —




e (s peptideos sao cadeias de aminoacidos

Duas moléculas de aminoacidos podem ser unidas covalentemente por meio de uma
ligacao peptidica:
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Nos seres vivos, a ligacdo nao é feita pela reacdo direta entre os aminoacidos, mas
através de um grande aparato de sintese proteica, que inclui ribossomos, acidos
ribonucleicos, varias proteinas e enzimas.



e Aligacao peptidica possui um carater parcial de dupla ligacao
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e Determinacao da estrutura primaria de proteinas: Sequenciamento de
aminoacidos

A estrutura primaria de uma proteina é definida pela
sequéncia de aminoacidos, unidos por ligacdes peptidicas.
E o nivel estrutural mais simples e importante, pois o
arranjo espacial da molécula deriva desse
sequenciamento. A estrutura primaria pode variar em trés
aspectos: numero, sequéncia e natureza dos aminoacidos.




e (s polipeptideos e proteinas possuem composicoes de aminoacidos
caracteristicas

Composigiio em aminodcidos de trés proteinas

Niimero de aminodcidos por molécula de protefna
Aminodcido Quimotripsinogénio Lisozima Citocromo ¢
(bovino) {clara de ovo) (humano)

Glicina 23 12 13

Alanina 22 12 6
Valina 23
Leucina 19
Isoleucina 10
Metionina 2
Prolina 9
Fenilalanina 6
Triptofano 8
Serina 28
Treonina 23
Agparagina 15
Glutamina 10
Tirosina 4
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Cisteina
Lisina
Arginina
Histidina
Aspartato
Glutamato

—
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e Purificacao do polipeptideo

Muitas técnicas permitem a separacdo de polipeptideos de acordo com o tamanho,
solubilidade em determinado solvente, carga ou capacidade de ligar-se a um suporte, sao

elas:
e Dialise
e Cromatografia por permeacdo em gel
e Cromatografia por troca idnica
e Cromatografia por afinidade
e Eletroforese

Methionine
Z Histidine
Vatne lsoleucine Phenylalanine  Lysine

Absorbance

Volume of solvent eluted —>

FH 3.25 : 125 ! 528




e Sequenciamento do peptideo a partir da terminacao amino: Degradagao
de Edman
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Phenylthiohydantoin
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O grupo amino N-terminal liberado adiciona-se ao isotiocianato, formando um
derivado da tiouréia. Acidos fracos transformam o aminoacido livre em uma
feniltio-hidantoina, deixando inalterado o resto do polipeptideo.
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e ( fracionamento de cadeias mais longas € feito com enzimas

A degradacdo de Edman sé permite o sequenciamento de polipeptideos
pequenos (com até 50 aminoacidos). No caso de peptideos maiores, quebra-se as
cadeias longas em fragmentos menores, utilizando enzimas hidroliticas.



e Espectrometria de massas

Um espectrometro de massa produz ions a partir da amostra que separados de
acordo com sua massa/carga (m/z), gerando um registro (espectro) de suas abundancias.
As proteinas sdo fragmentadas predominantemente na ligacdao peptidica. Os fragmentos
de peptideos gerados diferem sequencialmente da massa de um residuo de aminoacido
e, deste modo, a sua sequéncia pode ser deduzida.
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