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Feptide bonds

Carboxy
terminus

Tripeptideo - 3 residuos de aa

Nonapeptideo - 9 residuos de aa

Oligopeptideo - dezenas de residuos de aa; 1 ou
mais cadeias peptidicas; 1 ou mais terminais N e C
Polipeptideo—> 80 — centena(s) de residuos de aa
Proteina - centena(s) de residuos de aa; 1 ou
mais cadeias polipeptidicas = 1 ou mais terminais N
e C e funcao especifica

Nome: radical do residuo C-terminal (esquerda-direita). Ex: glutamil-glicil-arginina

Estrutura covalente (sequéncia de aminoacidos) + Modificagoes quimicas (incluindo restricbes
conformacionais covalentes) —> determinam a fungao porque estao associadas a estrutura ativa

Cap. 7 Voet & Voet, 3. edition
https://en.wikibooks.org/wiki/Principles_of_Biochemistry/Amino_acids_and_proteins
Outras: publicacdes, capitulos de livros (citados no estudo dirigido e exercicios)
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The carbonyl oxygen has a partial negative
charge and the amide nitrogen a partial positive
charge, setting up a small electric dipole.
Virtually all peptide bonds in proteins occur in
this trans configuration; an exception is noted in
peptide bond involving Pro.
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Figure 6-4 Fundamentals of Biochemistry, 2/e




Dipeptideo: estrutura covalente sem restricoes
conformacionais covalentes

Aspartyl-phenylalanine
Asp-Phe-OMe
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Tripeptideo: estrutura covalente sem restricdes

conformacionais covalentes
CH,
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Pyroglutamate Histidine Prolylamide

pyroGlu-His-Pro-NH,

fator liberador datireotropina (TRF) - producdo de hormdnios tireoidianos

T3 (trilodotironina) T4 (tiroxina)

MTM




Decapeptideo: estrutura covalente com uma

restricao conformacional covalente
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G+ Bacillus brevis: Gramidina S
antibidtico catibnico bacteriano
Ciclizacdo N-C

Aminoacido nao usual; D-aminoacidos
(Gause & Brazhnikova, Nature, 1944)




Nonapeptideos: estrutura covalente com uma restricao
conformacional covalente
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Human oxytocin
(promove contracéo da
musculatura lisa uterina)
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Human vasopressin
(antidiuretic hormone)

MTM



Oligopeptideos: estrutura covalente com algumas
restricbes conformacionais covalentes

Pamcreas - ——_/

Células B pancreéaticas: Insulina
Hormonio responsavel pela sinalizacao da
alta taxa de glicose no sangue

A chain | |
Gly-lle=Val-Gly-GIn-Cys-Cys—Ala=Ser=-Val-Cys=Ser~Leu~Tyr=GIn-Leu=Glu=Asn-Tyr=Cys—Asn
5 ; 10 15 |21
. \
B chain ?
Phe=Val-Asn=GlIn-His- s=Gly~Ser—-His-Leu~Val-Glu-Ala-Lev-Tyr~-Leu~-Val=Cys=Gly-Glu—Arg-Gly~Phe~Phe=Tyr=Thr -Pro-Lys-Ala

5

Figure 5-1 Fundamentals of Biochemistry, 2/e
©2006 John Wiley & Sons
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Propriedades fisico-quimicas dos peptideos MTM

Capacidade de formar ligacoes de H
Capacidade de se envolver em ligacdes S-S
Reatividade quimica

Acidez X Basicidade

Polaridade: moléculas polares, porém existem os mais/menos polares que outros
Aromaticidade

Volume

Capacidade de absorver/emitir luz
Capacidade de desviar luz plano polarizada
Quiralidade

Flexibilidade conformacional

Solubility
Generally soluble in water, mainly at low-neutral pH. Some can aggregate at
high pH.

Melting points
Not well defined. Most do not form well-defined crystals.



Polipeptideos/Proteinas: estrutura covalente com muitas
restricoes conformacionais

Primary

structure Quaternary

Pro structure
Ala
Asp
Lys Secondary Tertiary

Thr structure structure
Asn

Val
Lys
Ala
Ala : \ .

Trp - 9 /' N
Gly .
Lys a Hel'x
Val

Amino acid Polypeptide chain Assembled subunits

residues

Figure 3-23
Lehninger Principles of Biochemistry, Fifth Edition
© 2008 W.H.Freeman and Company

Sequéncia de aminoacidos (estrutura 12. ) - estruturas 22., 32. e 42, -
Enovelamento 2 conformacao ativa = funcéo




Determinacao de massa molar

1) PAGE/SDS com tampéao especifico

(tb para proteinas) MTM

2) Cromatografia de permeacao

Condi¢bes ndo desnaturantes, ndo redutoras:

peptideo/ proteina na estrutura nativa
Condi¢bes desnaturantes, redutoras:

peptideo/ proteina desenovelada

em gel
20 kD Q 5KD

Fluxo de

Uso de padroes

1 2

Mr
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45
36
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24
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14
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20.1KDa <
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solucéo
tamponante
! através da
coluna

N

absyg, 1 .

volume

“razao de eluicao de
padrées”

Kav = (Ve - Vo)/ (Vt - Vo)

N
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3) Espectrometria de massas (MS): ferramenta analitica

Sample
solution

A

.y

Electrospray ionization (ESI)

Capillary

4000V

Atmospheric
pressure

vacuum

Figure 5-18a Fundamentals of Biochemistry, 2/e
© 2006 John Wiley & Sons

Mass analyzer I l
m/z
*; ESI mass spectrum
+
' Detector
Para cada peptideo / proteina:
High vacuum varios ions e seus valores da

relacdo massa/carga (m/z)

Ex.. MW Esperado = 5000

Detectados no espectro de massas: *

[M + 1]* = 5001-> m/1=5000+1/1 = 5001*
m/2 =3000 + 2 /2= 2501*

geralmente: em solucdo de HCOOH, TFA, p.ex. m/3_=5000 + 3/3 = 1667,7*

m/4 = 5000 + 4/4 =1251*

Nesta modalidade: acoplamento ao sistema de m/5 = 5000 + 5/5 =1001*

HPLC (LC/ESI-MS): separacédo e anélise

simultaneamente = identificacao

m/6 = 5000 + 6/6 = 834,3"
MTM



Matrix-assisted laser desorption/ionization (MALDI)

laser

analyte/matrix spot ~ P€am

anaiyie [ M + 1]+ — mll
ions : 100 47 342
.:f. ot / I
- : 50+ i
" | 100 - L %
=l"' .+ ! To mass
= I _>‘s:-ezlromeie* — '?U-EII] 2000
- : I 40+ AT S
og S M
® I e :
matrix I ? J,
ions | Elic University of g
| ‘ BRI BRISTOL | £ 50 - 30+
/ cation / E
sample plate extraction focussing o
gna lens é 25 A
Matriz cristalina b LIIUILJ\.UI[I.U.ULL LLLLLJ.L
(ex. acido 2,5 dihidroxibenzdico) 800 1,000 1,200 1,400

miz

Geralmente: para cada proteina / peptideo:
um ion com a sua relacdo massa/carga (m/1)
Altos MW: m/2 ou m/3 podem ser detectados

MTM



MS-1

lon
source

Figure 5-19 Fund.

Sequenciamento por
espectrometria
de massas

MTM

MS-2

Para cada ion P que
colidiu com o gés:

Collision
Agueles cell
detectados
antes de

novos fragmentos

fragmentacéo (P)

Detector

(F) que tambéem

© 2006 John Wilev & Sons
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Exemplo de série y obtida
Voet & Voet , Biochemistry,3rd. Ed., 2004, p.174.
100

¥

Relative intensity (%)




z MTM

R4

-|-CH—CQOOCH

Cs Voet & Voet , Biochemistry,
3rd. Edition, 2004, p.174.

Ex: Tripeptideo
ocorréncia de série:
b,y (ouB,Y)

e pode gerar outras:
a, x (ou Z, X)

Note que nas duas séries 0s
fragmentos gerados se
complementam (ao serem
somados d&o o peso
molecular do P que foi
fragmentado)



Conteudo de aminoacidos

1) Hidrolise total de peptideos e proteinas = aminoacidos

R |I| R’
I I
--- CH-C-M-CH- --- + H20 +|2H*
[
]
l 24 h, 110 °C
H R

| |
tNH3-CH-COOH + *NH3-CH-COOH

|

Molice the positive ions formed friom the amino acids.

MTM



Conteudo de aminoacidos

2) Analise do hidrolisado total: cromatografias (ver slides Aminoéacidos 2023)

Analise por RP-HPLC com derivatizacao pré-coluna
(modificou para depois separar/detectar)

18

Taglu:fl: 15
45
5 14 19
17
12 KJ

T T T T T
n = 10 12 20 25 a0 a5 40 a3 min

Identificacéo feita por analise comparativa com padrdes que
também foram derivatizados

MTM



Determinacao de aminoacido N-terminal (também serve para proteinas)

1 ou mais cadeias polipeptidicas???? EX: NO;
MTM
NO, NO
1 L
+ R1 —C—H > R1 —C—H
| ’ |
£ | I
2,4-Dinitrofluoro- Polypeptide DNP Polypeptide
henzene (DNFE) Meio &cido (HCI 6M a 110°C)
©2006 John Wiley & Scms " (remove apenas 0 aminoacido
NO modificado N-terminal =
2 R. O amarelo
/ 1

mistura dos outros aminoacidos

O,N — “NH-CH-C—OH + n50 modificados

(DNP-aminoacido —> Identificado por TLC ou cromatografia em coluna usando padrées
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