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P 5-pg 333
Para o tripeptideo Ala-Lys-Ser:
a) Classificar os aminoacidos segundo o grupo R.

Alanina ALA - A LisinaLYS - K Serina SER - S

o terminal Amino terml:lpo ¥ aCOO- Amino terminal

H;N*—Ca—H H N+—COL—H H;N*—Co—H
cxoem CH 3 CI: 1) H,C—OH

vc_z Cadeia lateral
&

C 2
Ec_z
+N n 3Cadeialatera|

Apolar Carregado positivamente ou basico Polar
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P5b- Para o tripeptideo Ala-Lys-Ser:

b) Esquematizar as ligacdes que estes aminoacidos poderiam formar na estrutura terciaria de
uma proteina.

W
*HyN=Ca=—C=N=—Co=C=N=—Ca=—COO"
8 I OI BéH g H B(I: LigacOes de hidrogénio
CH | "
2 | 2 2] -
Vsz OH
°CH,

Interacdes de Van der Walls I

€
(|:H2 LigacOes ibnica Lys

+ N H Charge-Charge interactions

Glu ..

NH
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P5-c-Para o tripeptideo Ala-Lys-Ser

C- Calcular o pl, sabendo que os pKa da:

- alanina sdo: COOH = 2,35 e NH3+ = 9,87,

- lisina sdo: COOH = 2,16; NH3+ = 9,06 e NH3+(R)= 10,54;
- serina sao: COOH = 2,19 e NH3+ =9,21.

H H H Hon o
pKa=9,87 *H N= CIOL _ﬁ—gj— (I:a—C —Ill — éa—COO'
B(IZHE; O B(I:Hzg H2B(I:
VéHz éH
Ch,
E(IZHZ
‘NH,

pKa=10,54
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P-5c- Para o tripeptideo Ala-Lys-Ser-
Grupos que sobraram depois da formacéo da ligacao peptidica:

Alanina: grupo amino inicial = -NH;+ —  pKa= 9,87
H H H H H

Lisina grupo do Radical = R-NH,+ — pKa=10.54 I I |
| . 3 *H3N—= Cot = C —N— Co—C =N = Ca=COO"

Serina grupo terminal =-COOH — pKa=2,19 R o,
‘cH, O E’(I:Hz 0 Hz(i

V(I:HZ OH

pl = pK(NH;+) + pK(R-NH+;) "CH

“CH

2 1 °

*NH

pl = (9,87+10,54)/2= 10,2 3

Grupo pKa pH=1 pH=6 pH=12
+1

-NH,+ 9,87 +1 0
R-NH;+ | 10.54 +1 +1 0
-cooH | 219 0 N -1
Carga Total +2 +1 -1

A mudancga de carga aconteceu entre o pH 6 e 0 pH 12.
Entao utilizer os dois pKa que estao entre 6 e 12.
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5d- Para o tripeptidio Ala-Lys-Ser:

Comparar a capacidade tamponante de uma solucéao 0,1 M deste tripeptidio com a de uma
solucéo 0,2 M de glicina.

Alanina: grupo amino inicial = -NH;+ pKa=9,87 Gly
Lisina grupo do Radical = R-NH.+ pKa=10.54 pKaCOOH = 2,35
Serina grupo terminal = -COO pKa=2,19 pKaNH3+=9.,78

Gly0,2M e 0,1 M Lys
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P6-b
Seja o seqguinte peptidio: Glu-His-Leu-Lys
Determinar o pl do peptidio.

S W A S
+H3N—(|20t fl: N (lia (I:I N (lia C—N (Iia—COO'
B : I B
CH, O CH, O BQHZ O CH,
CH, C—NH", HicCH, N,
N ) I \ECH ) N
COO "C—N7 CH, CH,
CH,

“NH,
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P 6a- Seja 0 seguinte peptidio: Glu-His-Leu-Lys

Em relagdo aos grupos ionizaveis presentes no peptidio, preencher uma tabela (conforme a
tabela demonstrada abaixo) com o valor de pKae acarga(+; - ; 0; 0/- ; ou +/0) que a forma
predominante do grupo apresenta nos valores de pH indicados.

Carga em pH igual a
Grupo pKa 1,0 4,2 6,0 9,7 12
ionizavel
COOH 2,10 0 -1 -1 -1 -1
NH3+ term | 9,47 +1 +1 +1 50% (+1) 'O
50% (0)
R-COOH 4,07 0 0,5 (0) -1 -1 -1
015 (_1)
Imidazol 6,07 +1 +1 50% (0) 0 0
50% (+1)
NH3+ 10,54 +1 +1 +1 +1 0
R
Carga total +3 +1,5 +0.5 -0.5 -2

P6b-Determinar o pl do peptidio
pl = (6,07 +9,47)/2 =7,7
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P 9- Em que diferem as pontes de hidrogénio da estrutura secundaria e terciaria de
proteinas globulares?

Ligacdes de hidrogénio entre atomos da cadeia principal x cadeia lateral do aminoacido.

Ligacdes de hidrogénio LigacOes idnica

b

Charge-Charge interactions
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P 10- Discutir a seguinte afirmacéo: a estrutura primaria de uma proteina determina a sua

estrutura terciaria.

Estado nativo
Ativa 100%

Adicao de uréia e
beta-MCT

Estado
desenovelado
Inativa

Christian Anfinsen

1972 Nobel Prize em Quimica

“These results suggest that the native molecule is
the most stable configuration, thermodynamically
speaking, and that the major force in the correct
pairing of sulfhydryl groups in disulfide linkage is
the concerted interaction of side-chain functional
groups distributed along the primary sequence.”

Remocao de uréia e
beta-MCT
Reenovelamento correto
Estado nativo
Ativa 100%
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P10- Discutir a seguinte afirmacao: a estrutura primaria de uma proteina determina a sua
estrutura terciaria.

Proteinas se dobram por um caminho
gue nao é totalmente aleatorio

Hydrophobic collapse Rearrangement
> >
(Fast) '@:‘:‘:‘\,} (Slow)

Unfolded protein Native protein
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P 11- Uma mistura contendo citocromo c (pl = 10,6) e mioglobina (pl = 7,0) foi submetida a
eletroforese, utilizando-se solugcdes-tampé&o com os seguintes valores de pH: 3; 7; 10,6 e 12.
Mostrar a migracdo das proteinas em cada caso.

O Citocromo ¢, pl 10,6 @ O Mioglobina, pl 7,0 @
o pH 12.0 @® | pH12.0
0 pH 10,6 @ pH 10,6
o pH 7,0 Q pH 7,0
o pH 3,0 o pH 3,0
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12- A mobilidade eletroforética em pH = 8,6 da hemoglobina normal e de hemoglobina anormais
(que diferem da hemoglobina normal por substituicdo de um aminoacido) esta representada a
seqguir:

A B Normal C D
) ¢ ¢ ¢ ¢ ¢ (+)

HbS - valina em lugar de glutamato (residuo 6), acido por apolar — caso B
HbJ - aspartato em lugar de glicina (residuo 74), apolar por acido — caso C
HbN - glutamato em lugar de lisina (residuo 16), basico por acido — caso D
HbC - lisina em lugar de glutamato (residuo 6), acido por basico — caso A

HbS- Pode ser Aou B HbS- Tem que ser B
HbJ - Pode ser Cou D HbJ — Tem que ser C
HbN- (2 -) Tem que ser D HbN- (2 -) Tem que ser D
HbC-Tem que ser 2 X (+) A HbC- (2+ )Tem que ser A
10 20 30 40 50 60

MEHLTPEEKS AVTALWGKVN VDEVGGEALG RLLVVYPWTQ RFFESFGDLS TPDAVMGNPK

70 80 90 100 110 120
VKAHGKKVLG AFSDGLAHLD NLKGTFATLS ELHCDKLHVD PENFRLLGNV LVCVLAHHFG

130 140
KEFTPPVQAA YOQKVVAGVAN ALAHKYH



Instituto de Quimica

Aula 6 — GD: Estrutura de Proteinas

12-A mobilidade eletroforética em pH = 8,6 da hemoglobina normal e de hemoglobina anormais
(que diferem da hemoglobina normal por substituicido de um aminoacido) esta representada a
seguir:

A B Normal C D
(-) ¢ ¢ ¢ ¢ * (+)

HbS - valina em lugar de glutamato (residuo 6), acido por apolar — caso B
HbJ - aspartato em lugar de glicina (residuo 74), apolar por acido — caso C
HbN - glutamato em lugar de lisina (residuo 16), basico por acido —caso D

HbC - lisina em lugar de glutamato (residuo 6), acido por basico — caso A
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13- Verificar a veracidade das seguintes afirmacoes:

a) Em valores extremos de pH, uma proteina apresenta menor nimero de grupos com carga
elétrica do que em pH 7.

protonados desprotonados
{VU COOH COO- Q- {VU
+ N + | D —_ —
H3N (li H H3N—$—H HZN IC H
H H H

1T T T T 17T 17 T T T T 1T 1]
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14
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13b) Uma proteina que apresenta menor solubilidade em pH 9 é rica em aminoéacidos basicos.

Aminoacido basico Aminoacido acido

Arginina ARG - R Glutamato GLU - E

Grupo carboxila

Grupo carboxila COO_ CO O_

Amino terminal

H N+ - COL T H Amino terminal
BCHZ H3N+—COL—H
CH CH,

NH
C—+NH YCHZ

N H Cadeia lateral
COOr
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13c) Quanto maior a porcentagem de aminoacidos hidrofébicos presentes em uma proteina,
tanto maior sera a concentracéo de sal necessaria para precipita-la.

Glicina GLY - G Alanina ALA - A Prolina PRO - P Fenilalanina PHE - F
oo 00 (l:oo- s 0O -
Ji:inuterﬁinil L C . i H Ali\inuteerir:—\ 1 | L H Ca _ H I:inolmﬁri . Ca L H
G >l BN
H,N* 'CH, A
s H et CH o | CH,
H,C —'CH, é
ValinaVAL -V | Leucina LEU - L |Isoleucina ILE - || Metionina MET - M N e
CO O- G&POOCBVSH_ ?’6’6’- Grupo carboxila Cloo_
soemet | N M e ' Triptofano TRP - W
Amino termi inal __ _ + —_— H N+—CCL—H
H3N+_Ca_H H3N Ca H H3N C|:a H 3 DI
| 1 CH,
| BC:Hz H_C _tH3 vl Gmpooarbomlacoo_
H 3VJC _GC H 5 ¥, v?(!j H (I:H 2 Amino terminal |
| H3C—C|:H | 2 S| H3N+—CC(—H
Cadeia lateral vlc H 3 Cadeia later al MC H gkl 5C H 3 Cadeia lateral (C H |
3 . L‘(l:Hz
‘C=CH
\

b1t 5
& €3
Cadeia lateral
fe) 3
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13c) Quanto maior a porcentagem de aminoacidos hidrofébicos presentes em uma proteina,
tanto maior sera a concentracéo de sal necessaria para precipita-la.

""" Water-molecule-
polar nonpolar o ®
side chains e +8 side chains 4
Vars
N o } 9 ¥
| "3 W
| -— 4
b N\ , »
PRl
p o L4
hydrophobic 4  polarside chains 4
core region on the outside
contains of the molecule
nonpolar can form hydrogen
side chains bonds to water
unfolded polypeptide folded conformation in aqueous environment
Agua Agua

organizada desorganizada
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13c) Quanto maior a porcentagem de aminoacidos hidrofébicos presentes em uma proteina,
tanto maior sera a concentracéo de sal necessaria para precipita-la.

Water Molecule

Hydrogen
bond

Oxygen (O)
Hydrogen (H)
Chlorine (CI)
Sodium (Na)

$EGI®
‘:‘ l-e +9e
@ s
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13c) Quanto maior a porcentagem de aminoacidos hidrofébicos presentes em uma proteina,
tanto maior sera a concentracéo de sal necessaria para precipita-la.

Musculo tratado com 600 mM de sal, desaparece a banda A (correspondente a miosina).
Musculo tratado com dgua, desaparece a banda | (correspondente a actina).

Banda A ——»

Z Tk

Banda | /

.

Huxley & Hanson, 1954
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13c) Quanto maior a porcentagem de aminoacidos hidrofébicos presentes em uma proteina,
tanto maior sera a concentracéo de sal necessaria para precipita-la.

Musculo tratado com 200 mM de sal, as moléculas de miosina se uniram pelas caudas.

Em baixo sal a actina se encontra na forma monomero e em alto sal na forma filamentosa.

baixo sal ) alto sal

00—
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13d) Uma proteina cujo pl € 4,1 tem mais aminoacidos acidos do que aminoacidos apolares.

proteina, pl 4,1 — apolar e acidos

0 | ®

® | pH120

O oH 4,1

O pH 2,0

Os aminoacidos apolares ndo interferem no pl de uma proteina, por nao ter carga.
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13e) Aminoacidos que apresentam trés pKa participam das interagdes hidrofébicas presentes

na estrutura terciaria das proteinas.

Histidina HIS - H

Lisina LYS - K Arginina ARG -R

— €00 €00 TTCOO
HN*—Ga—H HN'—Ca—H N+ cq—H
oH s |
VCI H 2 V(I: H 2 B(l: H 2
CH, ri'l'_"z ﬁ —NQC
v C—"NH, T —NAH
+ N H Cadeia lateral I Cadeia lateral
3 N H 2 Cadeia later

Cisteina CYS -C TirosinaTYR-Y

Grupa carboxila

CoOr

Amino terminal Grupo“m’milaclO O_

H N+ - - H Amino terminal

MG H;N*— Ca—H
CH B
[ CH,

v
51 82
el €2

(l
O H Cadela lateral

Glutamato GLU - E Aspartato ASP - D

Grupo carboxila Grupo carboxila

COOr COO

M —Ca—H R —Ca
ﬁ(l:Hz CH,
“?Hz (o]e}
COO"
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13f) As pontes de hidrogénio da estrutura em folha B-pregueada de uma proteina séo
estabelecidas entre os grupos R dos aminoacidos.

Anti-paralela Paralela

0------HN —o...
R R -
O » Q 0
R NH NH N Z
HN o) R R Top view 3 e 8
Q-=-==-~ HN O-.__ o =
. 1L

Antiparallel
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139g) Excluindo os grupos R dos aminoacidos, as regides em a-hélice de proteinas diferentes
sao idénticas.
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13h) A desnaturacédo de uma proteina acarreta a perda de sua funcéo.

100

@

100
80
60 [
40 |
20 [

1 ! 1 v 1 ¥
cauda da miosina ll A ]

80

60 4

40

residual enzyme activity

unfold

i

fold

20

o ||—®— standard activity \.

—=&— activity at respective pH

e T

20 L
40 L

T T T T T T T

(6) [10° deg cm? dmol™]
o

2 4 6 8 0 12 -60 I 1 1 |
pH 200 210 220

o Wavelength [nm]

100 E
5 40

04

& - : ; r . .

20 30 4 50 60 70 & %

temperature °C

Kishore et al., 2012 — Plos One, 7. Zolkiewski et al., 1997 — Biochemistry 36:7876-883
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13i. Proteinas diferentes podem ser separadas por eletroforese, ainda que esta seja feita em
pH diferente dos valores de pl das proteinas da mistura.
R: Sim.

13). A hemoglobina que tem um glutamato d cadeia beta substituido por lisina apresenta pl
maior que o da hemoglobina normal
R: pl maior

13k. Uma proteina que tem trés grupos alfa-carboxilicos tem estrutura quaternaria.
R: tem que ter ao menos trés cadeias.
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13l) O ponto isoelétrico de um dipeptidio formado apenas por leucina é igual ao da propria

IeUCI na. Grupo carboxila
COOr

Amino terminal
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P2 da Discussao:

O colageno possui grande quantidade de hidroxiprolina (Hyp) e hidroxilisina (Hyl). Células
alimentadas com Hyp e Hyl marcadas com carbono radioativo (C14) ndo apresentaram
marcacao radioativa em proteinas. Entretanto, se alimentadas com Pro e Lys radioativas (C!4),
o colageno apresentava a Hyp e Hyl marcadas com C14,

Como se explicam estes resultados?

Observou-se também que essa incorporacao sO ocorria na presenca de vitamina C. Quais
seriam as consequéncias da deficiéncia de vitamina C para o homem?



