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Como as proteinas trabalham?

- As proteinas se ligam a outras moléculas (ligagdo apresenta alta
especificidade).

- Qualquer substancia que se liga a uma proteina (ion, uma molécula
pequena, ou uma macromolécula) é denominada ligante da proteina.

- A proteina liga-se seletivamente a um ligante devido a formagao de um
conjunto de ligacoes fracas ndo covalentes.

Ligagbes ndo-covalentes

Ligante

Sitio de ligacéo: consiste em uma >
cavidade na superficie da proteina,

formada por um arranjo particular de s
. L, . itio de
aminoacidos. ligagio

Fonte:Alberts et al., 2010. Biologia celular da célula.
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Como as proteinas trabalham?

- Pontes de hidrogénio, ligacoes ionicas, forca de van der Waals e
interacoes hidrofdbicas.

- Cada ligacao individual € fraca, de tal modo que uma interagao
efetiva requer que muitas dessas ligagoes se formem
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Como as proteinas trabalham?

» Isto & possivel apenas quando o contorno superficial da molécula do ligante
completa-se precisamente no da proteina, encaixando-se como uma “mao dentro
de uma luva”, ou como “chave-fechadura”.

As superficies das moléculas A e B e das
moléculas A e C apresentam baixa
complementaridade e s3ao capazes de
formar apenas poucas ligacdes fracas.
Movimentos térmicos rapidamente as
separam.

Molécula A encontrando outras
moléculas de forma aleatéria (B, C e D)

As superficies das moléculas A e D sao
complementares e podem formar ligacoes
fracas em numero suficiente para
suportar o choque térmico.

Durante as reacdes quimicas que ocorrem no interior da célula,
parte da energia é convertida em calor (energia térmica). Este
calor provoca movimentos aleatérios das moléculas no interior
da célula.

} Fonte:Alberts et al.,, 2010. Biologia celular da célula.



Como as proteinas trabalham?

» A regiao de uma proteina que se associa com um ligante € denominada

sitio de ligacao que usualmente consiste em uma cavidade na superficie
da proteina:

» Formada por um arranjo particular de aminoacidos.

» Esses aminoacidos pertencem a regioes muito separadas entre si na cadeia

polipeptidica e se aproximam espacialmente gracas ao enovelamento da
proteina.

Cadeias laterais
de aminoacidos

O enovelamento de uma cadeia
OH;,C/\G{Z _ polipeptidica tipicamente cria uma
NAL YA fenda , ou uma cavidade na superficie
T /C\(cgﬁ)a ”O\P/O’S ) / de uma proteina. Esta fenda contém
| evoveavento ‘/ \c\?HNH:'o/ big \\N/\NWHH N\ n um conjunto de cadeias laterais de
i \’ 2 @, )\ 27 .. aminoacidos dispostas de tal maneira
‘eu. o o\\ O_MNF ;H% .: que possam fazer ligacdes nao-
. c/; Hac/\C*{c/_..." covalentes somente com certos
@) Proteina enovelada ® ;'\\C/c/i‘z )/ L Ilga ntes.



As enzimas sao catalisadores potentes e de alta especificidade

- As enzimas determinam todas as transformagoes quimicas que ocorrem
nas células.

- Ligam-se a moléculas denominadas substratos, convertendo-as em
produtos quimicamente modificados.

- As enzimas aceleram as reagoes quimicas, frequentemente por fatores de
milhoes de vezes ou mais, agindo como catalisadores que permitem as
células fazerem e desfazerem ligagoes conforme a sua necessidade.

E a catdlise de conjuntos organizados de reacdes quimicas por
enzimas que cria e mantém uma célula, tornando a vida possivel.

£33 PROTEINAS




As enzimas sao catalisadores potentes e de alta especificidade

Classes funcionais

Hidrolases Termo geral para enzimas que catalisam reagdes de clivagem hidrolitica; nucleases e proteases séo nomes
mais especificos para subclasses dessas enzimas.

Nucleases Clivagem de acidos nucleicos pela hidrélise das ligagdes entre os nucleotideos.

Proteases Clivagem de proteinas pela hidrélise das ligagdes entre os aminoacidos.

Sintases Sintese de moléculas em reagdes anabdlicas pela condensagao de duas pequenas moléculas.

Isomerases Catalise do rearranjo das ligagdes de uma tinica molécula.

Polimerases Catélise de reagdes de polimerizacdo como a sintese de DNA e RNA.

Cinases Catalise da adicao de grupos fosfato a moléculas. Proteina cinases sao um importante grupo de cinases,
que ligam grupos fosfato a proteinas.

Fosfatases Catalise da remocao hidrolitica de grupos fosfato de uma molécula.

Oxido-redutases Nome genérico para enzimas que catalisam reacdes em que uma molécula é oxidada enquanto outra é

reduzida. Enzimas desse tipo frequentemente sao chamadas pelo nome mais especifico de oxidases,
redutases ou desidrogenases.

ATPases Hidrélise de ATP. Muitas proteinas com amplas fung¢des apresentam atividade de ATPase como parte de
suas fungdes; por exemplo, proteinas motoras, como miosing, e proteinas de transporte da membrana,
como a bomba de sédio e potdssio.

Fonte:Alberts et al., 2010. Biologia celular da célula.
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A lisozima demonstra como trabalha uma enzima

A lisozima €& uma proteina relativamente
pequena e estavel e pode ser isolada
facilmente em grandes quantidades.

- Age como um antibiotico natural na clara do
ovo, na saliva e nas lagrimas.

- A lisozima é uma enzima que catalisa a
remocao de cadeias de polissacarideos da
parede de bactérias, provocando a ruptura de
sua parede celular e, consequentemente, a
morte da bactéria.

- A reagao catalisada pela lisozima €& uma
hidrolise = uma molécula de agua é adicionada
a uma unica ligacao entre dois grupos de
acucar adjacentes no polissacarideo, causando
a quebra da cadeia.




A lisozima demonstra como trabalha uma enzima

- No entanto, o polissacarideo puro pode ficar por anos
dissolvido em agua sem ser hidrolisado. Isto ocorre devido a
existéncia de uma barreira energética para a reagao de
hidrolise:

- Para uma molécula de agua colidir e romper a ligacao covalente que liga
dois agucares, a cadeia polissacaridica deve estar distorcida.

- Por causa dessa distorcao, € necessario um grande aporte de energia,
chamada de energia de ativagao.

- Em uma solucao aquosa e a temperatura ambiente, a energia presente
quase nunca excede a energia de ativagao necessaria e,
consequentemente, a hidrolise ocorre de maneira extremamente lenta.
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As enzimas reduzem a barreira que bloqueia as reagoes quimicas

da reacdo
X =Y
catalisada

Energia A enzima
de ativagdo diminui a
da reacdo energia de

® Y—+>X ativacao
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Energiatotal ———»
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Via da reagao (B) Via da reagdo
nao-catalisada

catalisada

Fonte:Alberts et al., 2010. Biologia celular da célula.



A lisozima demonstra como trabalha uma enzima

» Como toda enzima, a lisozima possui um sitio de ligagao especial em sua
superficie chamado sitio ativo que encaixa-se precisamente no contorno da
molécula de seu substrato, e no qual a catalise da reagao quimica ocorre.

» O sitio ativo da lisozima, uma vez que seu substrato € um polimero, € uma longa
fenda na superficie da proteina, que pode acomodar até seis agucares ligados ao
mesmo tempo.

» Quando o polissacarideo se liga para formar o complexo enzima-substrato, a
enzima quebra a cadeia polissacaridica ao adicionar uma molécula de agua a uma
de suas ligagoes agucar-agucar. As duas novas cadeias resultantes dissociam-se
rapidamente da enzima, liberando-a para outros ciclos de reagao.

S + E —> ES — EP —>» E+P

Fonte:Alberts et al., 2010. Biologia celular da célula.



As enzimas sao catalisadores potentes e de alta especificidade

- Cada tipo de enzima € altamente especifica, catalisando apenas um unico
tipo de reacao.

- As enzimas trabalham em equipe, sendo que o produto da reacGo de uma
enzima torna-se o substrato para a enzima seguinte.

Molécula Molécula Molécula Molécula Molécula Molécula ABREVIADAMENTE
* ik - @ o @
B == (Catalisad Catalisada Catalisada ® ® ® ® ® ®

Catalisada Catalisada a
pela enzima 2 pela enzima 3 pela enzima 4 pela enzima 5

pela enzima 1
Fonte:Alberts et al., 2010. Biologia celular da célula.

Resultado: € uma elaborada malha de rotas metabodlicas que suprem as
células com energia, alem de gerarem as moléculas que as células

precisam.



As atividades cataliticas das enzimas sao reguladas

» Uma ceélula viva contém milhares de
enzimas, operando simultaneamente no
citosol.

» Devido suas funcoes cataliticas, as enzimas
geram uma complexa rede de rotas
metabolicas, cada qual composta de uma
sequéncia de reagoes quimicas, na qual o
produto de uma enzima torna-se o
substrato da préxima.

» Nesse labirinto de rotas existem muitos
pontos de ramificagoes, onde diferentes
enzimas competem pelo mesmo substrato.

» O sistema € tao complexo que é
necessario um mecanismo para regUIar Fonte:Alberts et al., 2010. Biologia celular da célula.
quando e em que velocidade cada reacao

Cerca de 500 reacoes metabdlicas e suas
deve ocorrer.

interconexoes em uma célula tipica. Cada
molécula das vias metabdlicas esta
representada por um circulo preenchido.



A ceélula regula a atividade catalitica de suas enzimas

- O controle ocorre quando uma molécula,

liga-se a uma enzima em um sitio

regulatorio especial fora do sitio ativo, u_’ _’u
alterando a velocidade com que a enzima

converte seu substrato a produto.

- Na inibicao por retroalimentacao, uma
enzima atuando em uma etapa anterior
numa rota metabdlica € inibida por um
produto posterior da mesma rota.

Regulacao
negativa

produto final come¢am a acumular, esse
produto liga-se a primeira enzima da rota,
diminuindo  sua  atividade catalitica, 7
limitando o aporte de mais substratos
naquela sequéncia de reagoes.

X
- Toda vez que grandes quantidades do Y

Fonte:Alberts et al., 2010. Biologia celular da célula.



Enzimas alostéricas possuem dois sitios de ligagoes interativos

» O processo de retroalimentagao ocorre porque a maioria das enzimas tem
dois sitios de ligagao diferentes na sua superficie:

» O sitio ativo que reconhece os substratos e um segundo sitio que
reconhece uma molécula regulatoria.

» Esses dois sitios devem-se comunicar de tal modo a permitir que os eventos
cataliticos no sitio ativo sejam influenciados pela ligagao da molécula
regulatoria ao seu proprio sitio na superficie da proteina.

» A interacao entre os diferentes sitios de uma molécula proteica ocasiona
uma mudanca conformacional da proteina.

Alosteria (do grego allo = outro, e stere = soélido ou forma)

Enzima alostérica: apresenta 2 formas estruturais diferentes — uma ativa e outra
inativa.
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Enzimas alostéricas possuem dois sitios de ligagoes interativos

- Muitas enzimas apresentam duas conformagoes que diferem na atividade catalitica,
cada qual estabilizada pela ligacao de ligantes diferentes.

- Durante a inibicao por retroalimentagao, a ligagao de um inibidor no sitio da
proteina provoca uma alteragao conformacional, que resulta na inativagao de seu
sitio ativo, localizado em outro lugar da molécula.

- A maioria das moléculas protéicas sao alostéricas: elas podem adotar duas ou
mais conformagoes ligeiramente diferentes, e com a passagem de uma delas para
outra, a atividade enzimatica delas pode ser alterada.

ATIVA

o IR g
o | > X bm o ¢‘3

@

INATIVA

100% ativa 10% ativa
Fonte:Alberts et al., 2010. Biologia celular da célula.



Enzimas alostéricas possuem dois sitios de ligagoes interativos

Subunidades
cataliticas
Subunidades

reguladoras

- Uma vez que cada conformagao
apresenta diferencas nos
contornos da superficie da  osee
molécula, os seus sitios de ligacao
para um ou mais ligantes também
podem ser alterados.

- Um  ligante em  particular
favorecera a conformagao que se
liga a ele mais fortemente e, assim,
em concentragoes suficientemente
altas, este podera induzir a
mudan¢ca da proteina de uma

LIGADA

5nm

conformacao para outra. Aspartato transcarbamilase

A enzima é composta de varias subunidades. Um dos

produtos finais da sua rota metabdlica é o trifosfato

de citosina (CTP), que liga-se a enzima para inativa-
Fonte:Alberts et al, 2010. Biologia celular da célula. ~ la sempre que houver boa oferta de CTP.



Uma mudanga conformacional pode ser induzida pela
fosforilagao da proteina

- Um segundo método que é comumente utilizado por células eucarioticas
para regular a funcao de uma proteina € adicionar-lhe um grupo fosfato
covalentemente ligado a cadeia lateral de um de seus aminoacidos.

- Como cada grupo fosfato possui duas cargas negativas, a introdugao de um
grupo fosfato em uma proteina, catalisada enzimaticamente, produz uma
significativa mudanga conformacional, resultando, por exemplo, na atragao
de varias cadeias laterais de aminoacidos, carregados positivamente.

- A remogao de grupos fosfatos por uma segunda enzima retorna a proteina
a sua conformagao original, restaurando a sua atividade inicial.

- A fosforilacao de proteinas de natureza reversivel controla a atividade
de muitos tipos diferentes de proteinas nas células eucarioticas.

- Estima-se que mais de |/3 das cerca de 10.000 proteinas de uma tipica
célula de mamifero estejam fosforiladas em um determinado momento.

- Essa reagao é catalisada por uma proteina quinase, enquanto que a
reacao reversa de remogao de um grupo fosfato, ou desfosforilacao €
catalisada por uma proteina fosfatase.



Uma mudanga conformacional pode ser induzida pela
fosforilagao da proteina

14 A O_
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por uma proteina cinase. A remog¢ao do grupo c:'
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adicionado a cadeia lateral da serina. A fosforilacao

da proteina por uma proteina-cinase pode aumentar b Cinase R

ou diminuir a atividade da proteina, dependendo do F . = . GADA

Fosfatase

sitio de fosforilagao e estrutura da proteina.



Proteinas ligadoras de GTP ou Proteinas G

» A atividade dessas proteinas & controlada pela ligagao de um nucleotideo de
guanosina - trifosfato (GTP).

» Em geral, essas proteinas estao em suas conformacoes ativas quando tém GTP
ligado nelas.

» A propria proteina hidrolisa o GTP a GDP (guanosina difosfato), liberando um
grupo fosfato e muda sua conformacao para um estado inativo.

» Este processo é reversivel. A conformacao ativa é retomada apods a dissociagao do
GDP, seguida pela ligagao a proteina de uma nova molécula de GTP.

GTP L

7
e
R

INATIVA ATIVA

Fonte:Alberts et al., 2010. Biologia celular da célula.



Como as mudangas conformacionais das proteinas motrizes
sao usadas para gerar movimentos ordenados nas celulas?

- Para que uma proteina consiga se mover ao
longo de um fio como uma molécula de DNA,
ela tera que passar por varias mudangas
conformacionais.

- Se as mudancas nao forem orientadas em uma
sequéncia ordenada, elas serao perfeitamente
reversiveis e a proteina permanecera ao acaso,
indo para frente e para tras ao longo do fio.

- Uma vez que o movimento direcionado de uma
proteina  realiza  trabalho, as leis da
termodinamica impoem que tal movimento
utilize energia livre de alguma outra fonte, pois
caso contrario, a proteina poderia ser utilizada
como uma maquina de movimento continuo.




Como uma série de mudangas conformacionais pode
ser realizada de forma unidirecional?

- Para obrigar que todo o ciclo proceda em uma diregao e
preciso que as mudangas sejam feitas de forma irreversivel.

- Para a maioria das proteinas que sao capazes de se deslocar
em uma direcao por longas distancias, isto €& possivel
acoplando-se a mudanga conformacional com a hidrolise de
uma molécula de ATP ligada a proteina.
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Como uma série de mudangas conformacionais pode
ser realizada de forma unidirecional?

» A ligacao de ATP a uma proteina-motriz
promove a passagem da conformacao | para a
conformacao 2.

LIGAGCAO
‘t DE A'?P

» O ATP ligado é entao hidrolisado para produzir
ADP e fosfato inorganico (P)), provocando a
mudanca da conformagao 2 para a
conformacao 3.

» A liberagao do ADP e do P, para o meio, leva a
proteina de volta a conformacao |I.

» Como a transicao 2—3 €& promovida pela -‘LiBERAcAo
energia derivada da hidrolise do ATP, essa série AA;PP‘ My
de mudancas conformacionais sera o
efetivamente irreversivel. Assim, o ciclo inteiro

ira ocorrer em uma direcao.

Diregdo do
movimento

Fonte:Alberts et al.,, 2010. Biologia celular da célula.



As proteinas em geral formam grandes complexos que
funcionam como maquinas proteicas

» As células desenvolveram maquinas proteicas pela mesma razao que o
homem inventou maquinas mecanicas ou eletronicas: para executar
qualquer tipo de tarefa de forma rapida e coordenada por meio de
processos interligados mais eficientes do que o uso sequencial de
ferramentas individuais.

Maquina proteica: complexos proteicos frequentemente
contém como subunidades uma ou mais moléculas de
proteinas que podem mover-se de uma maneira ordenada, . . (

o A i aa)
. . . . A s G TR
impulsionadas por mudancas conformacionais @i,j}a Aol
energeticamente favorecidas que ocorrem em uma molécula /. °
de nucleotideo ligada a proteina.

— Hidrdlise de trifosfatos de nucleotideos (ATP)‘ Fonte:Alberts et al., 2010. Biologia celular da célula.
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As proteinas podem utilizar moleculas nao proteicas
para auxiliar o seu desempenho

- As proteinas frequentemente utilizam moléculas nao proteéicas para auxiliar
o desempenho de suas fungoes que seriam dificeis ou impossiveis de serem
executadas s6 com os aminoacidos. Ex:

- Rodopsina = proteina receptora de sinais, sensivel a luz e produzida pelos
bastonetes na retina.

- Detecta luz por meio de uma molécula pequena, o retinal que fica
embebida na proteina.

- O retinal muda de forma quando absorve um féton de luz e essa mudanca
é amplificada pela proteina que desencadeia uma cascata de reagoes
enzimaticas, eventualmente culminando com um sinal elétrico enviado para
o cérebro.

HyC CHy CH;

A G N
Estrutura do retinal

CHy HES N

CHO Fonte:Alberts et al., 2010. Biologia celular da célula.



As proteinas podem utilizar moleculas nao proteicas
para auxiliar o seu desempenho

» Outro exemplo de proteina que contém
uma porg¢ao nao proteica € a hemoglobina.

» A molécula de hemoglobina carrega quatro
grupos heme, que sao moléculas em forma
de um anel, cada qual carreando um atomo
de ferro no centro. |

» O heme da a hemoglobina (e ao sangue) a CH  CH
sua cor vermelha. Hs

» Ao ligar-se reversivelmente ao oxigénio
gasoso pelo atomo de ferro, o heme HC — ¢ CHs
possibilita a hemoglobina capturar oxigénio

nos pulmoes e libera-los nos tecidos. I
®) CH,



Estudo dirigido

Defina “sitio de ligacao” e “ligante” de uma proteina.
Como os aminoacidos da proteina estao organizados no sitio de ligagao?

Como ocorre a associagao da proteina com o seu ligante? Explique a importancia do encaixe perfeito
entre ligante-proteina e as forgas de ligagao envolvidas no processo.

Defina proteina alostérica.

Em relacao aos mecanismos de controle da acao enzimatica, defina retroalimentacao.

Em relacao aos mecanismos de controle da agao enzimatica, defina fosforilagao de proteinas.
Qual o papel da proteina cinase e proteina fosfatase no mecanismo de fosforilagao de proteinas?

Em relagao aos mecanismos de controle da agao enzimatica, defina proteinas ligadoras de GTP ou
proteina G.

Explique como as proteinas motrizes auxiliam o movimento celular a partir de mudangas
conformacionais irreversiveis.

Explique como a maquinaria protéica trabalha na célula permitindo a realizagao de eventos centrais
como a replicagao de DNA.

Como a rodopsina utiliza uma molécula nao protéica (retinal) para aumentar seu desempenho?

Como a hemoglobina utiliza uma molécula nao protéica (grupo heme) para aumentar seu desempenho ?






