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EXERCICIOS -7

Questdo 1 - Compare os métodos de difracdo de raios x por cristais e ressonancia
magnética nuclear e crio — microscopia eletrénica quanto aos seguintes aspectos:

principios; complementaridade e limitagdes.

Questao 2 - Responda as seguintes questdes relacionadas aos grupos ionizdveis em proteinas:
a. O pK, do grupo tiél (R-SH) do amino acido cisteina livre é aproximadamente 8,0.
Tomando como base essa informacao, qual a porcentagem de grupo tidlico desprotonado (R-
S’) a pH fisioldgico (pH = 7,0)?

(Obs.1: Cys-SH ¢> CysS + H', quando pH = pK,, [Cys-SH] = [CysST])

(Obs.,: pH = pK, +log([CysS] / [Cys-SH]), de acordo com a equacgdo de Henderson—Hasselbalch)
b. O pK, do grupo tiol do residuo cisteina 32 da enzima tiorredoxina é 5,0. Neste caso,
qual a porcentagem de grupo tidlico desprotonado (R-S’) a pH fisioldgico (pH = 7,0)? Que
fatores podem estar envolvidos nessa diferenca de valores de pK, entre a cisteina livre e o

residuo de cisteina inserido no polipeptideo de tiorrredoxina?

c. Entre as metodologias “cristalografia de raio x” e “ressonancia magnética nuclear”,

gual é a mais apropriada para o estudo de grupos ionizaveis em proteinas? Justifique.



Questao 3 - A proteina “X” foi caracterizada por varias metodologias, cujos resultados estao
descritos abaixo (Figs. 1 a 3).
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Figura 1 (Questdo 3): Espectro de ESI-MS da proteina X pura. Os valores acima de cada um
dos picos referem—se as raz6es massa/carga (m/z) (posi¢ao vertical) e as cargas (z) (dentro das
caixas).

Cromatografia de filtracdo a gel
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Figura 2 (Questdo 3): Cromatografia de filtracdo da proteina X misturada a outras proteinas
padrdao. Com base nessas informagdes, estima-se que o pico da proteina X (seta) corresponde
a uma massa molecular de aproximadamente 320 kDa.
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Figura 3 (Questdao 3) Focalizacdo isoeletrénica. A banda escura que aparece no gel
corresponde a proteina “X”.

Com base nesses dados, responda:

3.1 Quais informacgGes sobre a massa molecular, pl e grau de oligomerizacdo proteina em
guestdo podem ser obtidas?

3.2 Nesse caso, entre as metodologias “cristalografia de raio x” e “ressonancia magnética
nuclear”, qual é mais apropriada para a elucidacdo da estrutura em alta resolucdo da
proteina X?  Justifique.





