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Aminoacidos e a Ligacao Peptidica:
a base estrutural das proteinas

Aminoacidos proteicos:
- propriedades gerais
- classificacao
- ionizacao e caracter anfoterico

Ligacao peptidica versus ligacdo amida:
- ressonancia e coplanariedade



Proteinas podem ser definidas como polimeros compostos de n unidades

monomeéricas, 0s aminoacidos, ligados entre si por ligacbes peptidicas
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Formula geral de um o aminoacido:
0S grupos amino e carboxila estao
no carbono o.

R — a cadeia lateral R diferencia os
aminoacidos entre si
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A ligacao peptidica ocorre entre 0 grupo
o.-carboxila de um aminoacido e o grupo
o.-amino de outro aminoacido.

Até 100 aminoacidos (10 kDa) — peptideo
Mais de 100 aminoacidos — proteina



Para entender a complexidade estrutural de uma proteina € necessario
primeiro compreender as propriedades de seus aminoacidos constituintes.

COO~
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H3N — (|:a— H Aminoécidos proteicos sdo L- o - aminoacidos
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O Carbono a é assimétrico, ou seja, tem 4 ligantes diferentes

Essa propriedade define o Ca como um centro quiral

e confere propriedades 6pticas as moléculas. "CHO HELL
HO=2C—H HmC-=OH
3CH,0H CH,OH
L-Glyceraldehyde D-Glyceraldehyde
Existem 2 isomeros opticos do Co.: formas L e D COO™ C00"
H ;N C—H He C-=NH,
~ " . CH, CH,
» s80 enantidbmeros (imagens especulares)
L-Alanine D-Alanine
um do outro
* NAao sao interconversiveis sem quebra de L- e D-isbmeros de gliceraldeido (um

lacos covalentes acucar) e do aminoéacido alanina



Isomeria Optica

Substancias opticamente ativas
(possuem C quirais) interagem com a
luz polarizada, girando o plano da luz

para esquerda (levogiros) ou para a | -o.-aminoacido

direita (dextrégiros)
Essa propriedade foi inicialmente

descoberta para acidos organicos e
acucares, com varios C quirais.

Levogiro: indicado por ( -)
giro da luz para esquerda

Dextrogiro: indicado por ( +)

. .. Fonte
giro da luz para direita de luz
tr
Fun
'CHO CHO &
HOmFC—H HwC—+OH
3CH,0H CH,OH
L-Glyceraldehyde D-Glyceraldehyde

\

1. Um plano de

selecionado

polarizador

4. Observador gira a
escala até coincidir com
aluz emergente, para %™
determinar o desvio

Proteinas naturais possuem
somente L-aminoacidos

D-Aminoacidos ocorrem em
peptideos antibiodticos

3. Plano da luz que
emerge da solugéo foi
desviado para a
esquerda ou para a

2. Solugédo de direita pela substancia
substéancia

opticamente ativa
causa rotacdo do
plano da luz

polarizada

em solucgao

Um polarimetro



Isomeria Optica: 0s acucares naturais sado de serie D
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D- Gliceraldeido
1 carbono quiral

As letras D- e L- indicam apenas
a configuragcao espacial de um
iIsOmero, e nao a sua atividade
optica.
Existem compostos D que sdo
levogiros (-) e compostos L que
sao dextrogiros (+).

Ex: D (-) frutose

L (+) arginina

i—C—OH Glicose:
HO—C—H 4 Carbonos quirais
H—C—OH *16 isbmeros possiveis
H— OH . Carpono 5 define a
configuracao D- ou L-
CH,OH
D-glicose
H O H o)
1 1 .
e ~o? * amanose é
HO_(|:2_H y_Jlz . umisdmeroda
B . glicose no C2.
HO—Clt—H Ho_(l;_H
H—CX oH HO—C ! _gaAtlactose e
| 5 | um isbmero da
H_(|3_OH H—(|3—OH glicose no CA4.
6 6
CH,OH CH,OH
D-manose D-galactose



Sao as proteinas que fazem o
organismo!

TABLE 24-2 DNA, Gene, and Chromosome Content in Some Genomes

Total DNA (bp) Number of Approximate

chromosomes”™ number of genes
Bacterium (Escherichia coli) 4,639,221 1 4,405
Yeast (Saccharomyces cerevisiae) 12,068,000 167 6,200
Nematode (Caenorhabditis elegans) 97,000,000 12+ 19,000
Plant (Arabidopsis thaliana) 125,000,000 10 25,600
Fruit fly (Drosophila melanogaster) 180,000,000 18 13,600
Plant (Oryza sativa; rice) 480,000,000 24 57,000
Mouse (Mus musculus) 2,500,000,000 40 30,000-35,000

Human (Homo sapiens) 3,200,000,000 46 30,000-35,000

Note: This information is constantly being refined. For the most current information, consult the websites for the indiviual genome projects.
“The diploid chromosome number is given for all eukaryotes except yeast.

THaploid chromosome number. Wild yeast strains generally have eight (octoploid) or more sets of these chromosome
fNumber for females, with two X chromosomes. Males have an X but no Y, thus 11 chromosomes in all.




Aminoacidos proteicos sao determinados geneticamente: codigo genetico

0s aminoacidos se diferenciam entre si
guanto ao tipo de cadeia lateral, ou grupo
radical R, que apresentam.

amino m—(ja—m carboxila
|' U C

” UUU Phe | UCU Ser | UAU Tyr |UGU Cys
U UUC Phe | UCC Ser | UAC Tyr |[UGC Cys

Cadeia lateral

UUA Leu | UCA Ser | UAA Stop |UGA Stop
UUG Leu | UCG Ser | UAG Stop (UGG Trp

Existem 20 ammoamdf)s gue ocorrem I e e e
naturalmente em proteinas de todos os ¢ |CUC Leu| CCC Pro| CAC His |CGC Arg

tipos de organismos, e que sao CUA Leu|CCA Pro|CAA Gln|CGA Arg
determinados por cédons especificos st BN e U
(triplets de nucleotideos) no material S e Pl Al s A

-y . AUC Ile | ACC Thr | AAC Asn |[AGC Ser
genetlco dos seres vivos. A

AUA Ile | ACA Thr | AAA Lys |AGA Arg
AUG Met | ACG Thr | AAG Lys |AGG Arg

Os aminoacidos protéicos sao classificados GUU Val | GCU Ala| GAU Asp | GGU Gly
de acordo com as propriedades de suas | €U Vel GCC AlajGAC Asp | GGC  Gly

cadeias laterais GUA Val | GCA Ala| GAA Glu | GGA Gly
GUG Val | GCG Ala| GAG Glu | GGG Gly




Proteinas sao sintetizadas a partir de
apenas 20 L-a-aminoacidos diferentes
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|
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Aminoacidos basicos

Aminoacidos acidos
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Estudando o slide anterior, identifique o critério para classificacéo de:

« Histidina, como um aminoacido basico

* Valina, como um aminoacido hidrofdbico

» Acido glutamico, como um amino&cido &acido

Os aminoacidos “especiais” possuem caracteristicas intermediarias entre
0s grupos dos aminoacidos polares e apolares.

Além disso:

« acisteina € o Unico aminoacido cuja cadeia lateral € capaz de fazer
ligacdes covalentes e com isso pode contribuir para a estrutura da proteina.

 a prolina ndo é um aminoacido tipico, e sim um iminoacido, uma vez que
seu Ca e seu No fazem parte de um anel heterociclico da molécula.

OBS: A classificacdo dos aminoacidos pode diferir, conforme o autor. O importante em
cada caso é entender os critérios para a classificacéo.



Além dos 20, existem mais 2 aminoacidos protéicos que sdo determinados geneticamente:
- pirrol-lisina (somente em Archaea)
- selenocisteina (presente em animais, algumas bactérias; .
mas ausente em plantas e Archaea) NH;
Selenocysteine
Outros aminoécidos, além dos 20 codificados geneticamente, podem ocorrer em proteinas e
peptideos biologicamente ativos, ou como aminoacidos ou derivados livres.

HSe —CH2—(|ZH —CO00"

Esses aminoéacidos sao produzidos enzimaticamente, por modificacdo pos-traducéo de um
dos 20 aminoacidos classicos. Exemplos:

Em muitas proteinas:
- aminoacidos glicosilados (Ser, Thr, Asn, GIn)
- aminoacidos fosforilados (Ser, Tyr)

Neurotransmissores:
- GABA (Ac.y-aminobutirico)
- -

OH
ooC [

CH—CH, —CH—C00™ H,C——CH - Glutamato
o NH, " H?Cx /CH_CGD- -OOC'CHz'CHz'CH = COO-
"NH, |
- Ac. y-carboxi-glutamico OH NH;'
(protrombina e fatores HC——CH,
da coagulacao) HC.  CH—COD
=N c .. . L.
"NH, Intermediario do ciclo da uréia
H?—C—GH:—L'[:H Coo
H, =N __N NH, " - 3-hi i- i
c” 3-hidroxi-prolina HoN—C —N—CH, —CH,—CH,— CH—C00"
H - 4 hidroxi-prolina g I "
, H *NH3
(colageno) Citrulline

- 3-metil-histidina (actina)



Proteinas sao moléculas tridimensionais.

A forma da molécula € determinante de sua funcao.

Heme a

A € uma
oo NZARPIE L < proteina soldvel em meio
Sk SRaval TS aquoso.
Inner ‘
membrane
& 5.
8
Matrix ({ Jf <
RSN
A

proteina integral da membrana
interna de mitocondrias



Para entender a relac&o estrutura X funcéo de uma proteina, como exemplo veremos
a mioglobina, proteina armazenadora de O, nos musculos dos mamiferos.

A mioglobina da baleia cachalote € uma proteina de forma globular, de 153 aminoéacidos,

contendo um grupo prostético heme. A proteina € bastante solivel em meio aquoso.

O interior da molécula é forrado com cadeias laterais de aminoacidos apolares, formando
um ambiente hidrofdbico.

N eI nus

Mioglobina da baleia cachalote

Modelo simplificado Modelo com cadeias laterais dos aminoacidos
(somente o “esqueleto” -N-C-C- da proteina)



A forma globular da mioglobina, formando um bols&o hidrofobico em torno do
heme, é fundamental para o desempenho da funcdo de armazenamento de O,.

Heme
Q\OO‘ }.UU
CH, CHF -
e + O _ 3+
Sy | 2 e (PO
[
. c/C\ v ,,c\ o polar

ne mrmmelo aquoso, o Fe?* combina-se com O,
7 aheira irreversivel, com oxidacdo do Fe?* a

. _E@3+ formando oxido de ferro.
S \C N/’ -{-‘\(}/

%
cH, H Cs

CH,
—_— 2
Fe2+ + O Fe +.02

O O, liga-se ao atomo de Fe do heme.

- /
hd

MutacOes nas globinas que levam a trocas

de aminoacidos no bolséo do heme por R
outros mais polares podem ser letais, pois oxidacao do Fe.
afetam a interacdo da proteina com o O,.

No meio proporcionado pela mioglobina, a
ligacdo do Fe?* ao O, é e ndo envolve



Por que a mioglobina € soluvel em agua ?

As cadeias laterais de aminoacidos
, carregados ou nao, voltam-se
para 0 meio aquoso e fazem contacto

(pontes de H) com as moléculas de
agua do meio.

Aminoacidos apolares voltados
—para o interior da moléecula.

proteina
MO bErmi nus ¢

Mioglobina da baleia cachalote



As cadeias laterais de aminoacidos

polares podem fazer pontes de H entre si e com moléculas de agua

a+

(1)

© N.
.\ (U

s  (H)

-+

A agua € um dipolo
permanente, devido
a diferenca de
eletronegatividade
de seus atomos.

Hydrogen hond
0.177 nm
(+) *
Covalent bond
0.0965 nm
=) =0 (+)

Ponte de H formada
entre duas moléculas
de agua

do meio, solubilizando proteinas.

fica fhd
R0 .0
N
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Tipos possiveis de pontes de H
entre aminoacidos e a agua



Proteinas organizam moléculas de agua em torno de si, formando uma
camada de solvatacao, que garante a solubilidade em meio aquoso.
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Moléculas de agua
interagindo no gelo.
Na agua liquida, a
rede de interacfes €
menos organizada.

Camada de solvatagao de
um composto anidnico Camada de solvatacao de
um composto cationico
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- / 2
Heme a /
N

Intermembrane
space

Corte q . ' oq
transversal da
membrana o i
interna da membrane B
mitocondria

Matrix

A Citocromo C oxidase é uma proteina de membrana.

Proteinas de membrana possuem uma regido de aminoacidos hidrofébicos :
cujas cadeias laterais projetam-se para “fora” e interagem com a porc¢éo lipidica de
membrana celulares. Outras regides dessas proteinas ricas em aminoacidos

hidrofilicos projetam-se para 0S meios aquosos extra- ou intracelular, e
podem formar “canais” hidrofilicos que atravessam a membrana, interconectando os
meios separados por ela.



Perguntas cruciais :

Como as proteinas assumem uma forma tridimensional a partir
de suas estruturas lineares ?

Que tipo de forcgas fisicas mantém a estrutura tridimensional das
proteinas ?



P @ Ceoec oCeed
/ ‘

<« z .
Estrutura primaria: é a sequénciados | E 0 esqueleto covalente (fio do
amino&cidos na cadeia polipeptidica; colar), formado pela sequéncia dos
\/\2‘ mantida por ligacées peptidicas atomos (-N-C-Co-)n na proteina.
~
—
Estrutura secundaria: Estrutura terciaria: Estrutura quaternéria:
* Enovelamento de partes da « Enovelamento de uma cadeia « Associagdo de mais de uma
cadeia polipeptidica polipeptidica como um todo. cadeia polipeptidica
+ Formada somente pelos « Ocorrem ligacdes entre os « No modelo, um tetramero
atomos da ligacédo peptidica, atomos dos radicais R de composto de 4 cadeias
através de pontes de H. todos os aminoacidos da polipeptidicas

« Ex: alfa-hélices e folhas beta. molécula



As caracteristicas fisico-quimicas

« daligacéo peptidica
 das cadeias laterais dos aminoacidos

determinam como o esqueleto covalente de uma proteina vai
se enovelar

determinam os tipos de forcas, covalentes e néo covalentes,
que irdo estabilizar a estrutura tridimensional de uma proteina.

Os aminoacidos apresentam varias funcdes quimicas que podem se ionizar e
conferir carga elétrica a molécula.

» Todos os aminoacidos possuem
H+ um grupo carboxila

_ % - « Acido aspartico e acido glutamico

Funcao carboxila -COOH <«— -COO ) possuem 2 grupos carboxila

N

Exemplo:

+ « Todos os aminoacidos possuem
NH; <<= - NH, " um grupo amina
H+ J o Lisina possue 2 grupos amina

- _/
e

estado de ionizacdo depende do pH do meio

Funcao amina




Comportamento acido-basico de aminoacidos: ionizacao

Abaixo estédo 4 formas de um aminoacido variando o estado de ionizacdo do
grupo amino e do grupo carboxila.

Qual dessas formas de um aminoacido n&o pode existir ? Porque ?

~
H H
//o //O
H2N—C—C\ H.N—-C—C > Meio alcalino
OH \0- carga (-)
R R
/
H H
+ //0 + //o
NH;—C—C_ H,—C—C_
OH
\ ) R Forma anfotérica (sem carga)
Y presente em pH fisioldgico

Meio acido
carga (+)



O O
- /y + /y
NHa—C—C\ NHs—C—C\
OH o}
R R

Para entender por que a forma assinalada nao pode existir, vamos
relembrar os conceitos de pK e constante de dissociacdo de um acido.



DISSOCIACAO DE UM ACIDO

Considere a equacéo geral de dissociacéo de um acido HA dada abaixo:

\'
Desprotonacgéo (1) H A :1 H* + A- Protonacéao (2)
Vo

Quando a velocidade da reacao 1 iguala-se a da reacao 2, atingiu-se o ponto de

equilibrio. Pode-se dizer que a reacdo “terminou”, pois ndo ha mais modificacéo
das quantidades dos reagentes ou produtos de ambas as reacdes.

A Lel de Acao da Massas permite calcular a constante de equilibrio da reacéo
de dissociacéo do acido, ou constante de dissociacdo, como se segue:

— — (quando v, é igual a v,)




Observe os valores de pKs da tabela abaixo.

-Amino Aci K K K

a-Amino Acido a-gobH a.F|)\||-2|3+ Cadeia?.a’?eral (R)
Alanina 2.35 9.87
Arginina 1.82 8.99 12.48 (guanidino)
Asparagina 2.1 884 |
Acido Aspartico 1.99 9.90 3.90 (B-COOH)
Cisteina 1.92 10.78 8.33 (sulfidrila)pk dos o-NH*
Acido Glutamico | 2.10 0.47 4.07 (y - COOM}10r médio ~ 9.0
Glutamina 2.17 913 >
Glicina 2.35 9.78 pK dos a-COOH
Histidina 1.80 0.33 6.04 (imidazol)vabr médio ~ 2.0
Isoleucina 2.32 9.76 N Py
Leucina 2.33 9.74 hd
Lisina 2.16 0.18 10.79 (e -NH,*© que significa a
Metionina 2.13 9.28 diferenca de 7 unidades
Fenilalanina 2.16 9.18 log desses pKs ?
Prolina 2.95 10.65
el 2| o s aminodcios
Triptofano 243 | o apresentam grupos
Tirosina 2.20 0.11 10.13 (fenol) : :
valina 529 9.7 cadeias laterais

Valores pK dos grupos ionizaveis dos a.-aminoacidos a 25° C



Para o grupo carboxila, a forma acida sem carga se dissocia no ion carboxilato:

R-COOH +— R-COO + H*

Considerando-se o pK médio de 2,0, no equilibrio dessa reacao, teremos:
R-COO ]J[H?

[ IR 102 =—— | 1 fon carboxilato (-) para

R - COOH 100 cada 100 carboxilas
neutras

Keq =

pK=-log Keq —» -log (102%) =2.0

Para o grupo amino, a forma acida cationica se dissocia na forma neutra:

R-NH;Y ——= R-NH,+ H*

S

Considerando-se o pK médio de 9,0, no equilibrio dessa reacao, teremos:
A

R-NH,|[H* 9 1 grupo amino sem
Keq:[ 2 1 UL BT 1 grup

R - NH 1.000.000.000 [ carga para cada 100
’ trilnGes com carga (+)

pK=-log Keq — -log (109 =9.0 )




Portanto, a diferenca de 7 unidades logaritmicas entre os pKs dos grupos a-amino e
a-carboxila reflete a diferenca de afinidade que as fun¢gdes quimicas em questao
apresentam pelo proton H*.

A afinidade por protons do grupo amino (pk ~ 9) € 107 vezes maior do que a do
grupo carboxila (pK ~2).

H H 0 H
//o + ‘ /y + ’ //O
H,N—C—C/ NH;—C—C_ =~ NH;—C—C_ _
0" | “OH | 0
R R R
forma basica forma acida forma neutra

Observe nas formas possiveis do aminoacido, que o grupo NH;* sO se dissocia se o
grupo —COOH ja estiver completamente dissociado em —COQO".



As formas i0nicas de um aminoacido se
interconvertem, variando a carga da molécula
na dependéncia do pH do meio e do pK de

cada grupo:

0

-1

H+

"COOH ¢mamp - COO

H+
+
‘NH,; o™ NH;

+1

:
HN—(f c/\/ )
R
[

H—c|: c
R
9
i
NH.—C— c/\/
| "OH
R

Meio acido

carga

+1




Aminoacidos, peptideos e proteinas sao bons tampoes

Um tampéao é definido como um composto ou conjunto de compostos que
impedem variacOes da concentracéo de [H*], ou seja do pH, do meio.

Para ter essa propriedade, os compostos devem ter grupos ionizaveis
capazes de doar e de receber protons H*

A faixa de pH em que um composto apresenta poder tamponante depende do pK
de seus grupos ionizaveis. A Lei de Henderson-Hasselbach estabelece a
correlacéao entre o pH do meio e o pK do tampao.

pH = pK + log L] A
Quando [H*].[A ]1=[HA] [HA]
T [H*].[AT _, bstitui A - _ _
emos que ———— =1, substituindo na equagéo: pH=pK+logl —— pH = pK
[HA] N~
2ero
Traduzindo:

« quando o pH do meio é igual ao pK do grupo ionizavel, este esta 50% dissociado

A +H" —— HA

—

50% 50%

« 0 poder tamponante € maximo no pK pois ha igual
proporcéo das formas doadora e aceptora de protons:



Poder tamponante e curva de titulacao da glicina

A curva mostra a variacao do pH de uma
solucdo do aminoacido glicina quando se
adiciona uma base, por exemplo, NaOH.

12 -

10} A glicina vai se dissociando, e libera
H* para o meio.
sl e O poder tamponante da glicina pode ser

------- observado em dois pontos da curva, em
que o aumento de pH é mais lento.

---------
ws
_____
ws®
s
....
[tide
.
.
.
.
.
.
.
.
.
.

Observe que o pH da solucdao na metade
x desses trechos da curva coincide com o0s
............ valores de pK_dos grupos ionizaveis da
“glicina. O efeito tamp&o| nesses pHs ocorre
por que ha duas formas de glicina presentes
na solucéo, uma dissociada (50%) e outra

nao, como mostra a figura.

0 05 1.0 1.5 2.0 o o ~
H+ dissociados por mélecula \C g pK a -COOH = 2.34
" | PK a -NH;" =9.60
> NH3+ -C o H

| Glicina

adicao de NaOH (volume) H (forma anfotérica — carga zero)



Como o estado de ionizacao e a carga elétrica da glicina variam em
funcao do pH do meio ?

Para a glicina os valores de pK sao: Célculo do ponto isoelétrico
pK o —NH;* =9.60 pl= 2.34 + 9.6 = 5.97
0K o — COOH = 2.34 é
pH 0-2 pH 2,34 pH 3.0-pH 9.0 pH 9.6 pH 10 - 14
o 0
HO. .~ © "L ~c” 50% -6
0
| 50% ' O _H* | H+ C @
L e L C i Sl
“ +H* +H*
NH,* NH + CH2 NH,* i
+ 0 | -+ NH,

@ O el S
¢
L

Em pH < 2,34, todos@Hl, Diminuindo a [H+] do meio, &2 Em pH > 10
grupos ionizaveis da glicina | predomina a forma

comeca a desprotonar. N(N?—IH 2,34, .
estéo protonados. A moNtiga metade das —COOH desprotoparam, de glicina com
apresenta carga +1.

gerando a glicina com carga zero. carga -1.



Como o pH do meio afeta a carga de aminoacidos com cadeias laterais ionizaveis ?

\C 7z Como exemplo, veremos a
| ionizacdo da Lisina: pK a-COOH = 2.18 ol = 8.85 + 10.53 = 9.69
HC,- NH;* pK o -NH;"= 8.95 2
(|CH2)4 pK);(- NH,* =10.53 (ponto isoelétrico)
|
NH3+ / \
oH 2 .18 pH 8.95 pH 10.53

pH <2 PK a-COOH pH 3-8 pK a-NHs* pH9.69 pK R-NH;* pH>11

HO\ -0 .0 -O\ _0 -O\ _0 -O\ _0 0 o -O\ _0
C C C C C c” C
NH;* -NH;* NHy' fNH) NH, NH, NH,
H+ H+ H+ H+ H+ H+
+
(+2) 50% (+1) (+1) 50% (zero) 100% (zero) ~ 50% (-1) (-1)
todos os 50% (+2)  predominio °0% (+1) ponto 50% (zero) ~ todos os
grupos carga +1 isoelétrico grupos
protonados desprotonados
predominio predominio

carga +2 carga -1



O lago covalente que liga os aminoacidos no esqueleto covalente de
uma proteina é a ligacéo peptidica.

A ligacédo peptidica é uma amida.
@ f“ @ O

|l
-C

Amlnoac:|do 1 k_' AmlnoaC|do 2 \NH2
As distancias interatbmicas na

ligacédo peptidica sdo menores que
|| . :
IR-c —~CeN—C _m as de uma ligag&o amida comum.

H H H _ ) i}
um dipeptideo O
IIq
<—>
A ligacao peptidica ocorre entre 0 grupo /C\N/ /C?+ -
a-carboxila de um aminoéacido e o grupo H H

o-amino de outro aminoacido.
Esse fato evidencia ressonancia eletrénica,
com uma nuvem de elétrons oscilando entre o
C e o0 N. Isso atribui a ligagao simples C — N
um carater parcial (50%) de dupla ligacao



Como resultado da ressonancia da ligacao peptidica, ela é mais rigida
gue uma ligacao simples, colocando todos os atomos participantes no
mesmo plano espacial.

Assim, 0 esqueleto covalente de uma
proteina, representado pela sequéncia linear
dos atomos (-N-C-Ca-)n, apresenta restricoes
de mobilidade que sao importantes
determinantes do enovelamento da molécula.

A figura mostra duas ligacoes peptidicas — CO — N -,
com os atomos alinhados no plano determinado pela
ressonancia da ligacéo.

O Unico ponto de rotacéo possivel da cadeia peptidica
é em torno do Ca, entre as ligacOes peptidicas,
definindo dois angulos de rotacéao:

Y- (psi ) — angulo de rotacéo entre o Cae 0 C
® (fi) — angulo de rotacéo entre 0o Ca. e N




Grafico de Ramachandran

Na década de 1950, o fisico Ramachandran fez uma
teoria sobre os angulos possiveis de torcdo da ligacao
peptidica. Sua teoria previa que somente nas areas
sombreadas no grafico abaixo poderia ocorrer um
enovelamento estavel das proteinas.

Observe no gréafico que nas regides
D indicadas pelos circulos vermelhos, em que
Ramachandram previu que nao seria
possivel existir estruturas estaveis, até hoje
nao se descobriu nenhuma proteina.

Veja no proximo slide o que acontece
com a ligacao peptidica nessas regioes.

E Colageno
tripla hélice

a-hélice - a-hélice
(esquerda) (direita)




Angulos de rotacio da cadeia polipeptitica em torno de um carbono alfa

® & 3

Nonbonded
contact
“ ' -

radins

"Q{l.\.}"

Nonbonded ~
contact | g

radins

®=180°, ¥Y=0° ®=0°, ¥=0° ®=0°, ¥=-180° ®=-60°, ¥=180°

Y- (psi ) — angulo de rotacéo entre o Cae 0 C
® (fi) — angulo de rotacao entre o Ca € N

Algumas das restricdes de rotacao da ligacao peptidica implicam em colisdo da
nuvem eletronica do O ou N (ex: 2 e 4), ou ainda no posicionamento dos
atomos de tal modo que néo possibilita a formacao de pontes de H (ex: 1 e 3).



LigacOes peptidicas

Carboxyl
terminus

terminus
<«

Figure 4-2b
Lehninger Principles of Biochemistry, Fifth Edition
© 2008 W.H.Freeman and Company

* Angulos de ligacao do Ca.:
¢ (phi): Ca — N
v (psi): Ca - C do grupo carbonila



Estruturas secundarias regulares

 Estabilizadas por ligacoes de
hidrogénio entre grupos NH e C=0 do
esqueleto da cadela

» Angulos ¢ e y praticamente idénticos
ao longo da cadeia

* a helix, folha B [e B-turn (volta B)]



o hélice

G

Esqueleto mais compacto . Ligacdes de H paralelas ao eixo,
0° <y < =70° (Ca - carbonila) entre 1 aa e 0 4° aa seqguinte

« 3,6 residuos de aa porvolta < Cadeias laterais voltadas para fora



TABLE 4-1

Amino AAG° Amino AAG°

acid (kJ/mol)* acid (kJ/mol)*

Ala 0 Leu 0.79

Arg 0.3 Lys 0.63

Asn 3 Met 0.88

Asp 2.5 Phe 2.0

Cys 3 Pro >4

GIn 1.3 Ser 2.2

Glu 1.4 Thr 24 .
Quanto menor o AAG®, maior a

Gly 4.6 Tyr 2.0 propensao

His 2.6 Trp 2.0

lle 1.4 Val 2.1

Sources: Data (except proline) from Bryson, J.W.,, Betz, S.F., Lu, H.S., Suich, D.J., Zhou, H.X., O'Neil, K.T., &
DeGrado, W.F. (1995) Protein design: a hierarchic approach. Science 270, 935. Proline data from Myers,
J.K., Pace, C.N., & Scholtz, J.M. (1997) Helix propensities are identical in proteins and peptides. Biochem-
istry 36,10,926.

*AAG° is the difference in free-energy change, relative to that for alanine, required for the amino acid
residue to take up the a-helical conformation. Larger numbers reflect greater difficulty taking up the a-
helical structure. Data are a composite derived from multiple experiments and experimental systems.
Table 4-1

Lehninger Principles of Biochemistry, Fifth Edition
© 2008 W.H.Freeman and Company



o hélices
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The 229 DNA Packaging Motor



Parallel R Folhas ﬁ

Top view ©

B > Antiparaliel

T &

Side view

Figure 4-6b
ol et s ot

© 2008 W.H.Freeman and Company

Side view 223285 g 2

Figure 4-6a
Leh Principles of |

« Esqueleto mais distendido (90° <y < 180°)
 Pontes de H entre aa mais distantes
« Cadeias laterais em planos alternados



Folhas 3




Proteina fibrosas - colageno

0
nm Heads of collagen Cross-striations
molecules 640 A (64 nm)
ooy umﬂJ\qzmma erl%@wv
e & ‘? 1 T ) T 1 ; ; 2? - ‘: ;
S it s dh i Fpaananna) e e I e
W “ereseisany o P s morRasey o
TR Sesasemaag KR = 1% mensaiam
e Tzt 3 o S -

collagen
molecule
Figure 4-12
Figure 4-11 Lehninger Principles of Biochemistry, Fifth Edition
Lehninger Principles of Biochemistry, Fifth Edition © 2008 W.H.Freeman and Company

© 2008 W.H.Freeman and Company

« Tecido conectivo

« Tripla hélice

* Rica em Gly, Pro e hidroxi-Pro
 fibrilas



Proteina fibrosas — fibroina da
seda

(b)
- Ala

Gly

-

5A

3
5,7 A
« Folhas b antiparalelas ms.u

« Aa peguenos (Ala e Gly)

e — —

P



Proteina fibrosas — queratina

Keratin a helix

AN N 0N X% N NN

Two-chain

" . drreeeece22eedey
coiled coil »

. e eetae \juez//((zuezze)] 20-30 A
Protofllament{ Peceeeeocees cer el peerreRs

Razzeeceredeeef)RreeeeessieRQreeseceses2cecnd)
Dpeececeszerezeyfpreserererzesaypiecszazerz2en

Protofibril ;
Q22023 (e CRlREE 200222 W22 2222222 EXVY PRIARL
ey Qaeeeceraezeeyfpererereerzzaaip
4 e m N
e e S—S SH HS Hs Hs
s—s SH hs S<¢
reduce [“SH HS curl SH Hs oxidize S<s
S—S SH HS SH SH
- H H
5—S SH HS - s .
=5 o ¥ =
= SH HS
5=S SH HS W wo
Box 4-2

Lehninger Principles of Biochemistry, Fifth Edition
© 2008 W.H.Freeman and Company

 Coiled-coil de alfa-hélices
 Pontes dissulfeto



Voltas 3 (B turns)

B Turns | Type

Figure 4-7a
Lehninger Principles of Biochemistry, Fifth Edition
© 2008 W.H.Freeman and Company

Apenas 4 aa
Volta de 180° na cadeia
Entre folhas 3



Estrutura Tercilaria

* Arranjo espacial total da cadeia
polipeptidica

« Cadeilas laterais dos aa participam de
Interacoes;
— hidrofébicas
— pontes salinas (ligacoes ionicas)
— pontes de hidrogénio
— pontes dissulfeto

 Globulares ou fibrosas




Motivos em proteinas

globulares
* tipos de estrutura que podem estar

presentes em varias proteinas

. s | . | 2 | . :
M Ot I VO S H e I C e = VO ta- H e I C e Lehninger Principles of Biochemistry, Fifth Edition
© 2008 W.H.Freeman and Company




Estrutura quaternaria

e Associacao de cadeias polipeptidicas
(subunidades)

« Estabilizada pelas mesmas forcas que a
estrutura terciaria

antigen binding sites reside in the variable regions
of the L & H chains

“7 variable region | Fab

light chain
(212 residues)

o
Lehninger Principles of iochermistry, Fifth Edition carbohydrate unit
© 2008 W.H.Freeman and Company

Fc
hemoglobina

Heavy chain
(450 residues)

Imunoglobulina



Dominios

Regides de um proteina com estrutura e funcao “independentes”

DNA
operator

4-helix bundle

Repressor Lac

Aspartate receptor dimer

—— coiled-coil” domain
i — methylation HK

— signal-transmitter

i© Kohidal, L



As proteinas assumem uma
conformacao de energia minima

« Embora a proteina possa assumir sozinha sua conformacao correta, o
enovelamento em sistemas biologicos e auxiliado por chaperoninas
moleculares.

« As chaperoninas sao vitais em situacdo de alta concentracdo de
proteina, evitando que proteinas recem-sintetizadas se associem

incorretamente
hspT
j‘-r:&:nhmery E

) correctly folded
ey L protein
- |-|5|'|_'|||:]""- ADP
i machirery %
ribosome

incorrectly folded
protein




GroES cap

incorrectly hydrophobic ,
folded
1 protein _“\

48

Laskey, RA, Honda, BM, Mills, AD, and Finch, JT (1978). Nucleosomes are ()
assembled by an acidic protein which binds histones and transfers them to
DNA. Nature 275, 416-420.

/ t:mmnﬂu
‘\ folded
protein




Chaperonas Moleculares
conceitos gerais

O que é preciso para ser uma chaperonina:
(1) interagir e estabilizar formas nédo-nativas de proteinas

(2) nédo participar da estrutura da proteina

Funcao das chaperoninas:
“classica”

- ajudar as proteinas na sua conformacéao

recente
- modular a conformacao
- transporte
- desagregar agregados de proteina
- unfold da proteina



OM-PATHWAY OFF-PATHWAY IRRETRIEVAEBLE
FOLDING FOLDING ACCIDENTS

Controle de 53
gualidade ¢

iubiquitina

Agregado
proteina recem-sintetizada proteico

Conformacao correta  Conformacgao correta Conformagao incorreta
sem ajuda com chaperoninas degradacao

Tempo




Mecanismo da ubiguitina

LA

47@5

proteasome

accessory exit
proteins

CYTOSOL

ER protein translocator
(Sec61 complex)

misfolded protein

chaperone

Figure 12-55. Molecular Biology of the Cell, 4th Edition.



Entao...

Sabendo como é e como ocorre o0 processo de conformacao das proteinas
E lembrando que a sua forma e fundamental para sua funcao...

Como que a proteina vai para o lugar onde ela tem que agir?
Como que ela sabe onde que &?

Ela se modifica nesse processo?



Transporte de proteinas

As proteinas que se movem para O
citoplasma n&o tem sistema de
transporte, utiizam 0s movimentos
citoplasmaticos

As proteinas que se movem do citoplasma
para o nucleo passam por meio dos poros
nucleares

Replicacéao
DNA () 1)/

As proteinas que se movem do citoplasma
para o RE e organelas sao transportados

por translocadores protéicos
) _ organela
As proteinas que se movem do citoplasma \

para a membrana €& conduzida por
vesiculas de transporte

proteina (@@ @@

/ citoplasma

membrana




Transporte de proteinas

As seqgiéncias sinais direcionam as proteinas
O sinal tipico de uma proteina € uma porcao de sequéncia, tipicamente com

15 a 60 aminoéacidos

*Esta sequéncia é tipicamente removida da proteina final

Sequéncias sinais

Regiao seqguéncia

RE Met-Met-Ser-Phe-Val-Ser-Leu-Leu-Leu-Leu-Val-Gly-lle-
Phe-Trp-Ala

limen -Lys-Asp-Glu-Leu-

mitocondria Met-Leu-Ser-Leu-Arg-Gln-Ser-lle-Arg-Phe-Phe-Lys-

nucleo Pro-Pro-Lys-Lys-Lys-Lys-Val-

peroxissomo

Ser-Lys-Leu




Revisando

NUCLEUS

MITOCHONDRIA

CYTOSOL

PEROXISOMES

PLASTIDS

ENDOPLASMIC RETICULUM

T 4

GOLGI

i &

LATE
ENDOSOME

<
LYSOSOMES

EARLY
ENDOSOME

< 1T

<

N

. =

<

SECRETORY
VESICLES

N

CELL SURF

CE

KEY: B = gated transport
@ = transmembrane transport

g = vesicular transport

Figure 12-6. Molecular Biology of the Cell, 4th Edition.



Metodos de Separacao e
ldentificacao de Proteinas



Estrutura primaria Sidicg bproirios:
sequéncia linear dos

aminoacidos unidos
por ligacoes

peptidicas

N S R e
Estrutura terciaria SOOIy e
arranjo
tridimensional da
cadeia polipeptidica,

interacoes entre
aminoacidos mais

distantes Tertiary structure

hrea-dimensona struciure

Quatemary structure

Compiax of protéen mokcules

Estrutura secundaria

conformacao local de
alguns regioes da
cadeia polipeptidica (o-
hélice, B-pregueada e
dobras B)

arranjo tridimensional
de diferentes cadeias
polipeptidicas



Estrutura primaria das proteinas
& Seqiiencia de aminoacidos unidos por ligacoes peptidicas
@ Terminal amino e carboxila

$Numero variavel de residuos de aminoacidos

OH
CH; CH,
/
\(I:H
CH,OH H H H CH, CH; IHE CH.

+ | N | N | N | N | _
H;N—C—C—N—C—C—N—C—C—N—C—C—N—C—CO0O0
I Il |l | B8 | I

H 0 H O H O H O H
Amino- Carboxyl-

terminal end terminal end



Principais componentes moleculares da bacteria E. coli

Componentes N° de moléculas diferentes % peso total
H,O 1 70
Proteinas 3.000 15
Ac. Nucléico 1-DNA e 1000-RNA 7
Carbohidratos 50 3
Lipideos 40 2
Outros lons - 12 3
Mol. Monomeéricas - 500

O isolamento ou purificacdo de uma proteina € uma etapa que precede
0s estudos de suas caracteristicas fisico-quimicas, de sua estrutura 3D
e a compreensao de suas propriedades bioldgicas.



Métodos de Isolamento de Biomoléculas

Os métodos de separacao de biomoléculas sao agrupados em duas categorias:

Métodos baseados em caracteristicas fisico-quimicas das biomoléculas:

1. Tamanho — Massa — Densidade (ex: centrifugacéo, dialise, gel-filtracao)
2. Carga eletrica (ex: cromatografia de troca ibnica, eletroforese)

3. Solubilidade ou hidrofobicidade (ex: cromatografia em papel, fase reversa)

Métodos baseados em afinidade bioldgica, que exploram a interacéo entre duas
moléculas:
4. Cromatografia de afinidade (pressup0e que uma das moléculas do par

que interage é um “reagente” de facil obtencao, disponivel comercialmente)



MATERIAL BIOLOGICO DE PARTIDA: (100g)

( Lisossomos

MitocOndria

SOBRENADANTE ORGANELASS Golgi
Nucleo

Precipitacao com Sal/Solvente
o3
Precipitacao com Sal/Solvente
F 2.1 @ F 2.3
){natografia Troca Idnica
Faai Fosa @) - - - F s

Cromatografia Troca Ionica
(pH ou resina diferente)

Gel Filtracao

1 Proteina apenas
(0.001g) - 0.1a0.59% total



Para iniciar a purificacao, inicialmente € necessario extrair a proteina de interesse
para um meio liquido, exceto se ela ja estiver naturalmente presente em um meio
liquido (sangue, suor, agua do mar, meio de cultura, seiva de planta, etc).

Material na
fonte

células

O

@é%)

tecidos

j><

[ por ultra-som com
detergente
* e ?,: ,I-I-—l\a 02 %)
s (= R \ >
&‘.{" ":: ,3«&.-' ST .‘
R _‘;,«'

Homogeneizacéao
(para romper tecidos e células)

por pressao liquefacao

(prensa francesa)  (Potter)

Homogenado
ou
Extrato bruto

. Material
de
) partida




Sendo a proteina de interesse uma proteina de membrana, € necessario
solubiliza-la. Para esse fim sao utilizados detergentes, que dissolvem a

membrana plasmatica e formando complexos soluveis com as proteinas.

7y detergente
5

Proteinas integrais

da membrana Complexos nio
micelares




CENTRIFUGACAO

A centrifuga

Céamara blindada ?eré‘i?ﬁgﬁtando

l : [ |

<>

.' ) ,l centrifugacéao diferencial
refrigeragéo vacuo
homogenado
w w' ]
1 ":}:f §L
Pl

células intactas mltocondrlas frac&o
pedacos de membrana lisossomos citoplasmatica
nucleos ribossomos

sangue centrifugado: separacdo de plasma e células


http://images.google.com.br/imgres?imgurl=http://www.urahp.yokohama-cu.ac.jp/kensa/kensanohanasi/etc/after%2520centrifuge.jpg&imgrefurl=http://www.urahp.yokohama-cu.ac.jp/kensa/kensanohanasi/etc/coag.html&h=551&w=432&sz=28&tbnid=zfwYssnzthYJ:&tbnh=130&tbnw=101&hl=pt-BR&start=471&prev=/images?q=centrifuge&start=460&svnum=10&hl=pt-BR&lr=&sa=N

A precipitacdo de proteinas pode ser induzida por:
- adicao de sais (Precipitacao salina)
- adicao de solventes
- variacao de pH (Precipitacao isoelétrica) Em baixa concentracdo salina, a
solubilidade das proteinas aumenta,
pois os ions do sal ajudam a reforcar
a camada de solvatacéo.

Em alta concentracdo salina, a
solubilidade das proteinas diminui,
pois os ions do sal competem pelas
moléculas de agua disponiveis para
formar a sua propria camada de
solvatacéo.

Salting-in X Salting-out

(NH,),SO,

=
wn
~
2
<
©
1=
a2
&
o
o
£
]
=
©
©
(0]
=l
S
o
a
=
o
(2]

1.0 2.0

Concentragé&o do Sal , Molar




Proteinas também podem ser precipitadas quando colocadas em meio com pH
proximo ao seu ponto isoelétrico.

Proteina P.I. Proteinas colocadas em meio com pH igual ao seu P!
Pepsina <10 tendem a precipitar, pois tendo carga neutra, apresentam
Ovalbumina galinha 4,6 a camada de solvatacdo menos organizada e menos
Albumina séricahumana 4,9 capacidade de competir pelas moléculas de agua
Tropomiosina 5.1 dispom’vNeis para formar a sua propria camada de
Insulina bovina 5,4 solvatagdo.

Fibrinogénio humano 5,8

Gama-globulina 6,6

Colageno 6,6

Mioglobina equina 7,0

Hemoglobina humana 7,1

Ribonuclease A bovina 7,8

Citocromo C equino 10,6

Histona bovina 10,8

Lisozima, galinha 11,0

Salmina, salmao 12,1

Ponto Isoelétrico de algumas Proteinas



Para obter as proteinas precipitadas em solucao novamente, é
necessario reverter as condi¢des que levaram a precipitacao.

Membrana
de celofane

solvente e

ser dA’rtada

Para remover o excesso de sal ou do solvente no precipitado, utiliza-se a dialise.



CROMATOGRAFIA



Funcionamento Basico de uma Coluna Cromatografica

Uma coluna é um tubo cilindrico aberto nas duas extremidades e preenchido com a resina ou

matriz ou gel cromatografico.

Tempo zero

Amostra com
diferentes
componentes

Resina
embebida
em
tampéao

Mais tampéo é
colocado na

forcando os
componentes
da amostra a
interagirem
com aresina

Os componentes da mistura sao
separados por interacéo diferenciada
com aresina, com base em
propriedades moleculares como:

* massa molecular
* carga elétrica

* solubilidade
 afinidade

Componentes da
amostra se
separam e saem
da colunacom
diferentes
volumes de
tampéo

T
l l

Coletor de
fracdes

Concentracéao

Liquido
que sai da
colunaé |
recolhido, [#&=
em tubos
de um
coletor de
fracdes

-

L= ) =
>

volumeg —»



Que caracteristicas devem ter as resina cromatograficas para possibilitar
separacoes de moléculas baseadas em diferentes propriedades ?

Cromatografia de permeacao em gel ou gel-filtracao:

: separacao de moléculas pela massa molecular
geis sao porosos, funcionando como peneiras ou filtros

Cromatografia de troca idnica:

&> {separa(;éo de moléculas pela carga elétrica
geis apresentam grupos carregados positiva- ou negativamente

Cromatografia de particdo (fase reversa ou hidrofébica):

: separacao de moléculas pela solubilidade relativa em meio aquoso
geéis possuem caracter hidrofobico

Cromatografia de afinidade:

separacao de moléculas pela capacidade de interagir com um ligante
geis possuem ligante especifico ligado covalente a resina



Cromatografia de gel filtracao ou peneira molecular

proteina grande gy ge——— } )
ﬁ: Moléculas com massas diferentes
N‘

proteina pequena

O
Tampao e
“om ” ° e
purra 90 o °
°

moléculas L) *.* luxo do tampé&o
y .. ..

através da
resina

grao da resina poroso

graos (beads) da
resina com poros
Proteinas maiores que o diametro dos poros nao sao separadas e saem da coluna com
pouco tampéo, correspondente apenas ao volume da coluna externo aos graos, também
chamado de volume morto (Vo).
Proteinas menores que o diametro dos poros nao sao separadas e saem da coluna com
um volume de tampéao correspondente ao volume interno (Vi, volume total menos o volume

do proprio gel).



Cromatografia de troca iOnica

A resina para cromatografia de troca idnica apresenta carga elétrica, positiva ou
negativa, em uma ampla faixa de pH.

Existem dois tipos basicos: resinas trocadoras de anions (possuem carga positiva),
como o dietilaminoetil (DEAE)-celulose e resinas trocadoras de cations (possuem
carga negativa), como o carboxi-metil (CM)-celulose



Como funciona a Cromatografia de Troca lonica

Adsorcéao
A cromatografia de troca idnica compreende duas etapas:

1) adsorcao das proteinas com carga contraria a O o O
resina, e saida da coluna das proteinas com a 3 — o
mesma carga; =2 ©

> o ©

2) eluicdo das proteinas adsorvidas.

Utiliza-se um aumento da concentragao do sal no Moléculas com a mesma carga,
tamp3o ou sem carga, ndo interagem com aresina,
P sendo as primeiras a sair da coluna

Eluicao

Na*Cl- +

Adicdo de sal ao tampao resulta em
competicdo entre os ions em solucéo
e as moléculas adsorvidas naresina.



Duas Modalidades de Cromatografia de Troca l6nica

Gradientes de sal podem fracionar as proteinas adsorvidas na resina de acordo
com a intensidade de suas cargas, que € dada pela diferenca entre seus Pls e o pH do
tampao de eluicdo.

As proteinas nao retidas (com a mesma carga da resina) ndo sao separadas,
sendo simplesmente “arrastadas” pelo tampéo (ou seja, ndo sao repelidas pela resina).

Eluicdo NacCl Eluicdo Na
0.10 M ® 0.10 M
0.15 M = 0.15M

(+)
@ 00M ] DEA + = o020m |

(+)

(+)
N&o retidas @ N&o retidas
OO )

Carboximetil-celulose Dietilaminoetil-celulose
(trocadora de cations) (trocadora de &nions)



Cromatografia de afinidade:

Ex: cromatografia de imunoafinidade

Adsorcao
Mistura de proteinas
Eluicao
Aw? g ¢
Particulas de R qQ o« "~ #Lavagem pH 2,0 ou sal
®cak IsA
gel recobertas g AT
de anticorpos S ¥ $
anti-A
& | [
i P e
\/ \/ Anti-A \2 Complexo
: Ag-AC é
Coluna 0 0 Interage 0 9 i
desfeito
empacotada 0 0 apenas 0
com esse gel = : com a
J proteinaA | 4
R
N/ >
Desprezar ]
proteinas n&o Antigeno A
retidas puro

Eluicdo: condi¢des que interferem na ligacao da proteina ao
ligante, como mudancas no pH e/ou forcga ioGnica, ou
por competicdo com o ligante livre



Tipo de ligantes em cromatografia de afinidade

Ligante
grupo-especifico

Especificidade

Proteina A

Regido Fc de IgG

Proteina G

Regido Fc de IgG

Concanavalina A

Grupos glicosil- ou manosil-

Cibacron Blue

Varias enzimas, albumina

lisina

Plasminogénio, RNA ribossomal

arginina

proteinases tipo tripsina

benzamidina

proteinases tipo tripsina

calmodulina

Proteinas reguladas por calmodulina

heparina

Fatores de coagulacéo, lipases,
horménios, receptores estorodides, etc

Metais de transicao

Proteinas e peptideos com residuos
de His expostos

Binding Sites for protein G, A and L

%
J Protéine L

Protéine G

and A » = ‘.:'n_ . ——

Sitios de ligacao das proteinas
A, G e L a imunoglobulina, que
permitem a purificacao de
anticorpos por cromatografia
de afinidade



ELETROFORESE

CONDICOES QUE DETERMINAM A SEPARACAO

1. pH / tampéo

- 2. Suporte

- papel : corrente alta (calor)
uso para peptideos e aminoacidos

- poliacrilamida: proteinas

ac. nucleicos
l—v nao desnaturante ou nativa

L— desnaturante e redutor
peso molecular
composicao de subunidades

- — focalizacdo isoelétrica: PI

SUPORTE X pH MEIO

L— bidimensional

- agarose: acidos nucléicos
Imunoeletroforese
Proteinas nativas




Eletroforese em Gel de Poliacrilamida (PAGE)

cuba vertical para mini-gel (10 X 8 cm)



Proteina Ponto Isoelétrico

Pepsina

Ovalbumina (galinha)

Albumina Sérica (humana)
Tropomiosina

Insulina (bovina)

Fibrinogénio (humano)

y—Globulina — 155.000
Colageno — 330.000
Mioglobina (cavalo) —18.000
Hemoglobina (humana) —*>64.000
Ribonuclease A (bovina)
Citocromoc(cavalo)

Histona (bovina)

Lisozima (galinha)

Salmina(salmon)

<1.0
4.6
4.9
5.1
5.4
5.8
6.6
6.6
7.0
7.1
7.8
10.6
10.8
11.0
12.1

Separacao na
eletroforese nativa &
Influenciada pela carga,
massa e forma da
molécula

TE



>

(

AR ITETEL

vy,

negatively —

charged SDS
molecules C
e e

SDS (dodecil sulfato de sédio)
+
2-mercaptoetanol

Efeitos do SDS

» desnaturacéo uniformiza a forma
das proteinas;

* mascara a carga natural das
proteinas no pH da corrida, fazendo
com que todas moléculas migrem

para o an6do;

» facilita o efeito de redutores



Partially
separated
proteins

®

&
i*aaﬁ
NI

& >

SDS-coated proteins

Flace mixture of proteins on gel,

apply elactric field

Cross-linked

S )

>, &
2.2
ii.. &

&

polyacrylamide
gel

Direction of migration

separated bands

_|,_
lﬁlaln to visualize

CRNRCY

= 8 B B

@ @ @ a

Savranadames Mambrarss

1 2 3 al

-

lserel

o B

e o

S22

— . —

SDS-PAGE

Salmonella tiphymurium



Massa molecular (kD)

2 3% 8

£

a0

Determinacéo da massa molecular de proteinas
Curva de calibracao de SDS-PAGE a 15%

Mobilidade relativa =

distancia percorrida pela banda X

L L L L l

g2 04 0& OB 10
Mobilidade relativa (Rf)

()

distancia percorrida pelo marcador da corrida

97.4

87.0

45.0

29.0

21.0
12.5
6.5



SEQUENCIAMENTO DE PROTEINAS



aminoacido

@Egk/{omm

Para determinar a estrutura primaria de uma proteina,
€ necessario primeiro conhecer a composicao (numero
e tipos) de seus aminoacidos.

1 3

A proteina pura € tratada com
HCI 6N fervente para quebrar
(hidrolise) as ligacdes peptidicas.

1 1

A mistura resultante € submetida
a métodos cromatograficos (fase UU
reversa, troca ionica) para separar - - - |
os diferentes aminoacidos. Tempo de retenco (min)

2MH Arainice

Gly
The

Arg
Aln

fluorescéncia

Possivel determinar o contetddo de aminoacidos




NH; <K—-E-L~)~E+E-COo0H

Método de Edman -

ciclo 1 (1)1  acoplamento ({J—=c== prTc) sequenciamento de proteinas com

[t~ A~ R~E~D~@D BB cooH

(fenil-isotiocianato)

(2) 1 hidrolise com acido trifluoroacético

PTH lysine
I+

-':. _."I N I
—-
,#I\ vy
o

S
al LHy—LHy—{Hy—0CH,—MNH;

(3)

Cada ciclo de reacdo compreende 3 etapas:
NH; ~E—L—V—EE)— COOH
1. Reacao da proteina com PITC, que se

acopla ao grupo amino NH2- livre do

aminoacido 1 (no exemplo, uma lisina, K);
’ 2. Hidrolise acida da proteina conjugada com
A E-D~D~E—E)— cooH PITC libera a feniltiohidantoina (PTH) do

aminoacido 1 e o restante da proteina,

tornando o aminoé&cido 2 o novo residuo

N-terminal (no exemplo uma serina, S);

=

PTH serime . o
3. Analise cromatrografica do PTH-
' - NHz {D-@H@-E)-cooH aminoécido e novo ciclo de reacdo com o
) | . s
L s . . novo N-terminal da proteina.
o e’ vai para novo ciclo

\ 4
Sequenciadores automatizados fazem
Cycle 1 Cycle 2 todas as etapas, com capacidade para
. S realizar 30 ciclos por dia, a partir de

Absorbanca

100-200 picomoles de proteina.

Absorbance

Libera aminoacido N- terminal

analise cromatografica

P I RI= AR =0 b



Cloreto de Dansila pode ser usado para
determinar o residuo amino terminal de
uma proteina ou peptideo

|

Dabayl chbaride

Dahsyl slanine

- Gly — Asp — Phe— Arg — Gy

¢ Gy — Asp — Phe — Arg— Gly

Ph= L
AR Asp Gly



Quando uma proteina possui mais de 20-30 residuos de aminoacidos, nao
é possivel sequencia-la diretamente pelo método de Edman.

Proteina
Total 150 a.a 30 aa

»

sequéncia obtida a partir da proteina intacta

Para obter a sequéncia completa de uma proteina, € necessario sequenciar varios peptideos
da mesma proteina, obtidos por diferentes tipos de quebra da cadeia, até haver sobreposicao

de suas sequéncias.

pr_otel’_na >
inteira
peptideos > > > >
metodo A
peptideos

Diferentes metodos sao utilizados para obter-se diferentes peptideos da proteina: A) enzimas
proteoliticas, como tripsina (quebra em residuos de Lys ou Arg) e quimotripsina (quebra em
residuos de Phe); B) tratamento com brometo de cianogénio (quebra em Met); e outros.



Exopeptidades

Carboxipeptidase A - hidrélise de aromaticos e alifaticos de acido amino terminal
carboxila neutro. Por exemplo, tirosina, fenilalanina, alanina.

Carboxipeptidase B - hidrolise C-terminal: Lys ou Arg, exceto se o penultimo aminoacido
é Pro.

Endopeptidases:

Tripsina — hidrolise depois de Arg or Lys, exceto seguido por Pro.

Quimiotripsia — cliva depois de Phe, Trp, ou Tyr, exceto seguido por Pro.

Elastase — cliva depois de Ala, Gly, Ser ou Val, exceto seguido por Pro.

Termolisina — cliva antes de lle, Met, Phe, Trp, Tyr, ou Val, exceto precedido de Pro.
Pepsina — cliva antes de Leu, Phe, Trp ou Tyr, exceto precedido de Pro.

Endopeptidase V8 — cliva depois de Glu



