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Introducao

» Funcoes variadas

- Catalise
Imunidade

o

(0]

Transporte

o

Regulacao

(0]

Estrutural
- Controle de crescimento e diferenciacao celular

» Polimeros de aminoacidos

» Estrutura muito complexa
- Varios niveis de organizacao



» Grupo amino e grupo carboxilico

Grupo acido terminal

Grupo I
amnino H3+N —

cC—H
terminal | carbono o
R \./

Cadeia lateral

\ Estrutura

Tamanho
Carga elétrica




» Aminoacidos unidos por ligacoes peptidicas

T T
H3N—CH—C OH + H—N—CH—COO

o>

1 H R2
" | |
H3N—CH—ﬁ—N— CH—COO
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Ser-Gly-Tyr-Ala-Leu




lonizacao

» Grupos x-amino e x-carboxil livres
- Grupos ionizam como nos aa livres
- Constante de ionizacao diferente

Alﬂ {J H_ U H 3

» Grupos R também podem se f
lonizar Glu (EH—CHQ—CHE—{_T{:}D
0—C

|
NH

Gl}’ C Hg

» Curva de titulacao e 0=C
pl especificos NH

Lys ?H—CHQ—CHE—CHE—CHZ—N[L;
COO



» Peso molecular de peptideos e proteinas
vs. funcao

- Pequenos peptideos tem efeitos biologicos importantes
mesmo em baixas concentracoes

Thyroid system

‘K S Hypothalamus |
N’ 'lt Ariterior pituil ﬂa}mrc-?;n';:.?u ng hormone
o
/MO Negative feed

N%_,,MH HN\f

/\NH
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Thyrosd-stimulating hormone
[TSH)
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&

Fator liberador da tireotrofina (TRH)
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Oxitocina

"I just made this for you, it's oxytocin."
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» Polipeptideos e oligopeptideos

Cadeia A: 21 residuos
Cadeia B: 30 residuos

i

| human insulin

Tal

i CHAIN A

Gln —C_!rs —Cys = - Ser — —C]|-"S = Zer =Leu-Tyr =GIn=-Leu-Glu = Asn=Tyr-Cy:

His —Leu=Cye = (Gly = Ser —His —=Leu—-Val = Glu- Ala~Tsu~Tyr —Leu - Val —=Cly:

]

'Tln CHAIN B (fl}
.'l%sn (|3{L
Val Arg

|
Phe —Lys=Pro="111=Tyr =Phe-Phe-Gl3y
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Molecular Data on Some Proteins

Number of
Molecular Number of polypeptide
weight residues chains

Cytochrome ¢ (human) 13,000 104 1
Ribonuclease A (bovine pancreas) 13,700 124 1
Lysczyme (egg white) 13,930 129 1
Myoglobin (equine heart) 16,890 153 1
Chymotrypsin (bovine pancreas) 21,600 241 3
Chymotrypsinogen (bovine) 22,000 245 1
Hemoglobin (human) 64,500 574 4
Serum albumin (human) 68,500 609 1
Hexokinase (yeast) 102,000 72 e
RNA polymerase (E. cofi) 450,000 4,158 5
Apolipoprotein B (human) 513,000 4,536 1
Glutamine synthetase (E. coli) 619,000 5,628 12
Titin (human) 2,993,000 26,926 1
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Proteina

Uma ou mais cadeias polipeptidicas

» Uma cadeia - proteina monomeérica

» Duas ou mais - proteina multimérica
- Protomeros - cadeias iguais
- Oligoméricas - pelo menos duas cadeias iguais

» Hemoglobina: tetramérica




Composicao caracteristica

Amino Acid Composition of Two Proteins*®

Number of residues
per molecule of protein

Amino Bovine Bovine
acid cytochrome ¢ chymotrypsinegen
Als & 22
Arg 2 d
Asn 5 15
Asp 3 &
Cys P 10
Gin 3 10
Glu 9 2
Gly 14 23
His 3 2
lle & 10
Leu & 19
Lys 18 14
Meat 2 £
Phe 4 &
Fro & 9
Sef 1 28
Thr ] 23
Trp 1 2
Tyr 4 4
val 3 23

Total 104 24

Ln
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Proteinas conjugadas

» Qutros grupos quimicos ligados

» Classificacao de acordo com o grupo prosteético

Conjugated Proteins

Class

Prosthetic group(s)

Example

Lipoproteins
Glycoproteins
Phosphoproteins
Hemoproteins
Flavoproteins
Metalloproteins

Lipids

Carbohydrates
Fhosphate groups
Heme (iron porphyrin)
Flavin nucleotides
lron

Zinc

Calcium

Molybdenum

Copper

8:-Lipoprotein of blood
Immunoglobulin G
Casein of milk
Hemoglobin

Succinate dehydrogenase
Ferritin

Alcohol dehydrogenase
Calmodulin
Dinitrogenase
Plastocyanin



Arquitetura das proteinas

» Formato - globular ou fibrosa

» Niveis de organizacao estrutural
— Primaria - sequéncia
— Secundaria - arranjos estaveis

— Terciaria - formato tridimensional
- Quaternaria - organizacao das subunidades

Primary Becondary Tertiary Quaternary
slruciure slructure slruclure slruclure
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a Helix Polypeptide chain Assembled subunts



Estrutura tridimensional

» Cada proteina tem estrutura e conformacao
especifica
- Caracteristica unica de estrutura tridimensional
- Sequéncia de aa determina estrutura tridimensional
- Funcao da proteina depende de sua estrutura

- Forcas que mantém a estrutura sao interacées nao

covalentes

16
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Estrutura primaria

» Ligacao peptidica é rigida e plana
- C x de residuos adjacentes sao separados por 3
ligacdes covalentes (C,-C-N-C,)

HN—CH—C—N—CH}-COO

» Ligacao peptidica C-N é mais curta
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Estrutura primaria

» Compartilhamento parcial de elétrons



» atomos do grupo peptideo: unico plano
» oxigénio do grupo carbonil e H do grupo amida: |gso
posicao trans

Carboxyl
terminus

» angulos de rotacao
» ®: Rotacao N-C,,
» P: Rotagao C,-C

19
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Estrutura secundaria

» Arranjos regulares e recorrentes da cadeia
polipeptidica

» Estrutura estabilizada por ligacoes de H

» Oxigénio do grupo carbonil de uma ligacao

peptidica e H do grupo amida de outra ligacao
peptidica

- o hélice
- Folha B pregueda




x—-Héelice

» Cadeia polipeptidica como hélice orientada para direita,

em torno de um eixo imaginario

» Mantida por ligacoes de H

» Cada volta: 3,6 residuos de aa
- Cada volta: 3 a 4 pontes de H

» Grupos R projetados para fora

21

Amino terminus

Carboxy] terminus
{a)

a Carbon
{) Hydrogen
@ Oxygen
Q Nitrogen
@r Eronp

5.4 A QJQ
(3.6 residues) "~

(b}



Amino terminus

Carboxyl terminuz
22 {a)

a'CarhI:m
{J) Hydrogen
gﬂxfgm
Nitrogen
@R group L gﬂ'ﬂ'
Q .
o =
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Restricoes

- AA com mesma carga muito proximos
- Prolina: N é parte de anel rigido impedindo rotacao

@]
+ s /
NH C/HO-
Proline {EDD
> Glicina: maior flexibilidade conformacional HaN—{ll‘—H
H
> Grupos R volumosos e
H,N—C—H
(=CH

Triptofano
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x—-Helice

» Estabilidade depende da sequéncia de aa

- Grupos R de mesma carga podem se repelir

- X—hélice garante que interacdes entre grupos R
acontecam a cada 3-4 aminoacidos

- AA positivos estao normalmente a 3 residuos de distancia

de AA negativos: par ionico
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x—Heélice

» Em cada ligacdo peptidica existe um pequeno campo elétrico

dipolar ?ﬁ

HC EC%IE‘? H:HIH .;’-lminn terminus
» Dipolos estao conectados por ligacbes de Hna '-_,..‘
x-helice, resultando numa carga dipolar ‘_+
aumentada ao longo da cadeia 4

» 4 AA finais ndo participam de pontes de H -

B +
» AA negativos no terminal amino
» AA positivos no terminal carboxil .

r
Carboxyl terminus
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Estabilidade da ot—Hélice

Repulsao eletrostatica entre residuos de aa sucessivos

com grupos R carregados
Volume dos grupos R adjacentes

Interacao entre cadeias laterais de aa separados por 3-4

residuos
Ocorréncia de glicina ou prolina

Interacao entre aa no final do segmento da x-hélice e a

carga dipolar da mesma
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Cadeia B pregueada

» Cadeia em zig-zag
- Arranjo lado a lado: estrutura parecida com pregas
- Ligacoes de H entre segmentos adjacentes da cadeia
- Grupo R projetado em direcdes opostas: alternancia

- AA com grupo R relativamente pequenos

$00 ?GD
H.Jr'q—{r“* _H HRP:I—[E—H
H CH,

(rlyeine Alanine



(a) Antiparallel

0' Carbon
) Hydrogen
@ Oxygen
@ Nitrogen
@R group

g
B
g=
W

28
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(b) Parallel

o Carbon
) Hydrogen
@ Oxygen
@ Nitrogen
@R group
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Voltas B

» Proteinas globulares: 1/3 dos residuos de AA estao

em voltas que mudam de direcao
» Conexao entre cadeias x-heélice ou B-pregueadas

» Volta de 180° formada por 4 aa: ligacao de H entre

O do primeiro residuo com o H do ultimo

» Glicina e prolina sao comuns

{?DD —_—
H:;N—{r“ —H -
H

Proline
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Estruturas terciarias e quaternarias

Terciaria: pregueamento nao periodico da cadeia,
formando estrutura tridimensional estavel

v

- AA distantes que residem em diferentes estruturas
secundaria podem interagir

- InteracOes fracas ou pontes dissulfeto

Quaternaria: arranjo espacial de duas ou mais
cadeias (ou subunidades polipeptidicas), formando
complexos tridimensionais

v
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Interacdes mantém conformacao

Interacoes hidrofdbicas: forcas nao-covalentes resultantes
da tendéencia de cadeias laterais hidrofobicas se

agruparem

LigacOes idnicas: interacao de grupos + e -

LigacOes de H: no interior e na superficie da molécula
LigacOes covalentes: ponte dissulfeto

Van der Waals: forca de atracao inespecifica entre atomos



Grupos principais

» Proteinas fibrosas
- cadeias organizadas como filamentos
> unico tipo de estrutura secundaria
- funcao: manutencao, forma e protecao em vertebrados

» Proteinas globulares
- cadeias dobradas em forma esférica ou globular
- varios tipos de estrutura secundaria
- funcao: enzimas e proteinas regulatorias

33



Proteinas fibrosas

» Propriedades que garantem elasticidade e/ou resisténcia
» Unidade fundamental: repeticao da estrutura secundaria

» Insoluveis: alta concentracao de AA hidrofobicos

Estrutura Caracteristica Exemplo de ocorréncia

- L Dura, estrutura protetora :
x-hélice, ligacdo cruzada : , \ x—queratina de cabelos,
insoluvel de variada dureza

por ligacdes dissulfeto e flexibilidade penas e unhas

Conformacao B Macia, filamentos flexiveis  Fibroina da seda

Alta forca de tensao, sem Colageno de tendoes,

Hélice tripla de colageno 2,
se romper matriz 6ssea

34
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Colageno

» Proteina mais abundante em vertebrados:
- Componente do tecido conjuntivo

» Pouco soluvel em agua

» Composicao repetida: Gli-X-Pro ou Gli-X-Hydro
- Glicina: 35%
- Alanina 11%

- Prolina e Hidroxiprolina: 21%



(d)

(ec)

(b)

(a)

36
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Heads of collagen Crosg-striations
molecules 640 A (64 nm)

Section of collagen
molecule

L"I.'-\."'Lilln_ﬂ J'-mr_"‘;l‘.‘;’ﬂil- -IL._-.L. rl-\'.'hl'

Etfacey -=r-"--|4 g g e e o s SRR

8 e o e e i o L 0

e e e o 0 B o
| | I"--d_,_!'l I'uﬂ"' [ | I

'-d-'l!-l-l-ﬂ F.l:l:- L

LigacOes covalentes

m===) (entro e entre cadeias

de tropocolageno

m===) [ropocolageno

Cadeias em hélice
orientada pra esquerda



Colageno

» Alta correlacdao de colageno total (r=0,723; P<0,01 ) e
insoluvel (r=0,661; P<0,01) com forca de cisalhamento

Forca de Colageno total Colageno insoluvel
Musculo cisalhamento (mg hidroxiprolina/ | (mg hidroxiprolina/
(Warner-Bratzler) g tecido) g tecido)

/. thoracis 2,29°+ 0,91 0,51b+ 0,04 0,38+ 0,03
gluteus medius 3,680+ 0,51 0,599+ 0,05 0,459+ 0,04
semimembranosus 4.10¢+ 0,79 0,609+ 0,06 0,49¢+ 0,02
semitendinosus 4,799+ 0,58 0,77h+ 0,09 0,641+ 0,03

Adaptado de Torrescano et al. (2003)

38
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Proteinas globulares

» Cadeias enoveladas com forma esférica ou elipsodide

- aspecto compacto

- alta solubilidade
- diversidade estrutural: funcao biologica diversa

- enzimas, proteinas de transporte, regulatorias, Ig

i Conformation
2000=5A

o Helix .
onn = 11 A

Native globular form

130 = 30 A
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v

v

v

v

v
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Mioglobina

Transporte e armazenamento de oxigénio no musculo
Cadeia unica: 153 aa

Grupo prostético heme

8 regioes de x-hélice conectadas por dobras de aa

Superficie da molécula é polar

_ COO~
Interior apolar .
] H;N—C—H
- Mas tem residuos de histidina (carregado +) |
e
C—N\H
| cnm
V.

—N



Mioglobina

» Grupo heme: grupo prostético
» Atomo de Fe no centro

0 o)
\L;::O O%CI \/\_,_C/\
/ \ CH,
C{{ CH N
{%Ha CH (IJHE / \
J’C‘n SN /C\x N
GHa—C\ tﬁ (|3 ) —CH,
— Nt —
& onl em
ol g Fe
Y
fCH—C\ ,,,;,C.\ i fC—CHs
CH C CH C
| I O,
CH, CH
AN

(b)
(a)



Representacao em fita -

enfatiza estrutura secundaria . ..
enfatiza superficie

(e}
enfatiza superficie mostrando

possiveis sitios de ligacao

Molécula compacta:
Espaco para somente 4
moléculas de agua

{e)
Fita com cadeias laterais Modelo de espaco preenchido
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Proteinas globulares

» Diferentes estruturas terciarias que refletem em
diferencas na funcao




Proteinas globulares

Quantidades aproximadas de x-hélice e
Conformacao B em proteinas

Proteina (residuos totais) x-hélice Conformacao B
Quimotripsina (247) 14 45
Ribonuclease (124) 26 35
Carboxipeptidase (307) 38 17
Citocromo c (104) 39 0
Lisozima (129) 40 12

Mioglobina (153) 78 0
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Proteinas globulares

» Estruturas recorrentes em proteinas nao relacionadas

- x—hélice e B-pregueada ligados por segmentados
conectores

» Estruturas super-secundarias ou secundarias
irregulares (motivos ou dobras):
- arranjos estaveis de diversos elementos de estrutura
secundaria e as conexdes entre 0s mesmo
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Estruturas secundarias irregulares

» Motivo Baf: duas folhas B-pregueadas paralelas estao
conectadas a uma x-hélice (a) Unidade BogB
P

J'z
\\<

(a) B-a-B3 Loop

» Motivo oxx: duas x-hélice antiparalelas consecutivas
separadas por alca ou segmento nao-helicoidal

: a-o Corner
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Estruturas secundarias irregulares

» Motivo BB: duas cadeias B pregueadas ligadas
por conectores

Left-handed connection
(e) Right-handed connection between § strands

between B strands (very rare)



» Motivo B meandro: duas folhas B-pregueadas
antiparalelas conectadas por aminoacidos polares e
glicina que efetuam mudanca brusca na direcao da

cadeia

V4 ///\,.
/ _/ N
(b) Typical connections

in an all-g motif
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Estruturas secundarias irregulares [

» Chave grega: cadeias B preguedas conectadas
nao na sequéncia

e R
/ -,/
/ / \// T
Crossover connection
(not observed)

49
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» Barris B: varias folhas P pregueadas
enroladas sobre si mesmas

» Barris ot: repeticées do motivo Bxf
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Classificacao da estrutura de
acordo com os motivos

» SCOP: structural classification of proteins
» Proteinas divididas em 4 classes

- Toda &
- Toda B

- &/ B: segmentos estao alternados
- & + B: segmentos estao segregados

by
FDB identifier
I Fold
Superboly
Family
Protein
l Hpecies

Identificacao no Protein data bank

Estrutura

Sequéncias similares: motivos e funcionalidade semelhantes
Sequéncia primaria similar



lnls

Serum albumin

Serumn albumin

Berummn albumin

Serum albumin
Human {Home sapiens)

FDE Ideatificr
Feld
E'J.F:rt:l:.'l.'ﬂ}'

P otein

1bcf l 1gni I lanh

Ferritin-like a e toroid DN A-binding 3-helical Bundle
Ferritin-like Glyeoavltransferasea of the Homeodamain-liks

Ferritin auperhelical fild Homeodamain
Bactericferritin (evtochrome &) Glucesmylase I engrailed Homeodomain
Escherichin coli Gluccamylase Drrosaophile melanngaster

Aspergilins mwnmeort, variant x100

52
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Aldl

A
I 1hoe 1lxe I 1pex
er=Amylase inhibitor Single-stranded lefi-handed g helix Four-bladed g propeller
e=Amylaze inhibitor Trimeric LpxA-like enzymes Hemopexin-like domain
a-Amylase inhibitor UDP N-acetylglucosamine acyliransferase Hemopexin-like domain
HOEA467A UDP N-acetylglucosamine aeyltransforase | Collagenase-a (MMP-13),
Streptomyces fendoe 4158 Escherichia coli carboxyl-terminal domain
B Human iHomo sapiens)
: Key
Lipe Lo PDE Identifier
#-Prism 11 Immunoglobulin-like @ sandwich Fuld
e-[Mannoze-specific plant lectins Immunoglobulin Superfamily
e-I-Mannose-gpecific plant lectins Antibody variable domain.like Fumily
Lectin (agglutinin CD& Pratein
Snowdrop (Galanthee nivalis) Human (Homoe saprens) Bpecies
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1d=h
MAD Pl-binding Rossmann-feld domnsins
MADHPl-binding Rossmann-fold domains
Aleahaliglueese dehydrogenases,
carbexyl-terminal domain
Aleohol debydrogenase
I Human (Homo sapisns)

1duh

Crotonase-like
Crotenase-lile
Cratonase-like
Enoyl-Cod hydratase
Rat {Roifus norvegicus)

Hey
PDE [dentifier
Fuld
Buperfanuly
Pratein
Species

1pfk
Phosphofrnetokinase
Phosphofrnetokinaae
Phesphafructokinrse
FPhosphofractokinase
Egeleerichia colt
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2pil

Pilin

Pilin

Pilin

Pilin

Neigaeria gorarrhosos

Iuia

Ubiquitin-conjugating anzyme
Ubdquilin-conjugating engyme
Ubaban tan-conjugnting enzyme
Ui quitin-conjugating enzyrms

Human (Hemo saplens|

leym

Thymidylate synthaszs
Thymidylate synthass
Thymidylate synthase
Thymidylate synthase

Eeclericlida coli

I Green Muorescent pratein
Cireen flworascent protein
Green Qusrescent protein
Cireen flunrescent protein
Jellyfish tAequorea wetorio)

Key

FDE identifier
Fald
Superlamily
Famly
Pratein
Species
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Estrutura quaternaria

» Dimeros simples a complexos maiores
- Multimeros: 2 a >100 subunidades

- Maior parte tem subunidades idénticas ou grupos
nao idénticos sempre repetidos

- Estrutura/subunidade repetida: protomero

- Subunidades podem se arranjar num numero limitado
de padroes de simetria



Hemoglobina

» Transporte de oxigenio/CO,: pulmbes - tec.
Periféricos

» Hemoglobina:
- 4 cadeias polipeptidicas
- 4 grupos heme: grupo prostético
- Pares de cadeias simétricos

(b
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Desestabilizacao da estrutura

» Desnaturacao
- Alteracdo da conformacao tridimensional da proteina
sem romper ligacoes peptidicas
- Perda parcial ou completa da funcao bioldgica
» Renaturacao
- Restauracdo da conformacao e funcao biologica

J«_))l . S

J

L . | 1
! . . - . S — —
Deenaburacio % )
. .-
B e O B
=~ ]l Ve ¥ Propeina desnaturada

g

Probeina na forma original
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100 100

Ribonuclease A

Ribonuclease A _
= B0 80
=
[=Tx]
o -
= =
=) = - = =
= 60 = 60
5 E
o 401 1 £ aof
% Apomyoglobin &
[
£ 20 - 20 |-

|

(a) O 20 40 Gl 20 100 (h) 0O

Temperature (“C)

2 3 4 5
|GdnHCI], M

» Transicdo da estrutura enovelada para desnaturada &
abrupta: cooperatividade no processo de desnaturacao
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Agentes de desnaturacao

Temperatura: aumento de energia cinética das moléculas,
rompendo pontes de H e dissulfeto

pH: Acidos ou bases fortes - alteracdes no estado idnico
de cadeias laterais, pontes de H e interacdes idnicas.
Precipitacdao de proteina.

Solventes organicos e detergentes: interagem com
grupos R nao-polares e interferem em ligacoes
hidrofobicas
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Agentes de desnaturacao

» Agentes redutores (uréia): conversao de pontes
dissulfeto em grupos sulfidrilicos

» Concentracao de sais: ligacao de ions salinos a grupos

ionizaveis enfraquece interacoes entre grupos de cargas
opostos
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v

v

v

v

Consideracoes Finais

Proteinas sao formadas por sequéncia de AA que define

estrutura/conformacao

Niveis de organizacao estrutural, mantidos por ligacoes

covalentes ou interacdes fracas - estabilizacao
Conformacdo determinacao funcao biologica

Conformacado pode ser desestabilizada
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