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roteinas controlam praticamente todos os processos

que ocorrem em uma célula, exibindo uma quase infi-

nita diversidade de fung¢oes. Para explorar o mecanis-
mo molecular de um processo biolégico, um bioquimico
estuda quase que inevitavelmente uma ou mais proteinas.
Proteinas sdo as macromoléculas bioldgicas mais abundan-
tes, ocorrendo em todas as células e em todas as partes das
células. As proteinas também ocorrem em grande varieda-
de; milhares de diferentes tipos podem ser encontrados em
uma unica célula. Como os arbitros da funcdo molecular, as
proteinas sdo os produtos finais mais importantes das vias
de informacao discutidas na Parte III deste livro. As protei-
nas sao os instrumentos moleculares pelos quais a informa-
¢do genética € expressa.

Subunidades monoméricas relativamente simples for-
necem a chave da estrutura de milhares de proteinas di-
ferentes. As proteinas de cada organismo, da mais simples
das bactérias aos seres humanos, sdo construidas a partir
do mesmo conjunto onipresente de 20 aminodcidos. Como

(a)

FIGURA 3-1 Algumas fungées de proteinas. (a) A luz produzida por
vaga-lumes é o resultado de uma reacéo envolvendo a proteina luciferina e
ATP, catalisada pela enzima luciferase (ver Quadro 13-1). (b) Eritrocitos con-
tém grandes quantidades da proteina transportadora de oxigénio hemoglo-
bina. (€) A proteina queratina, produzida por todos os vertebrados, é o com-
ponente estrutural principal de pelos, escamas, chifres, 1a, unhas e penas. O

(b)

cada um desses aminodcidos tem uma cadeia lateral com
propriedades quimicas caracteristicas, esse grupo de 20
moléculas precursoras pode ser considerado o alfabeto no
qual a linguagem da estrutura proteica € lida.

Para gerar uma determinada proteina, os aminoacidos se
ligam de modo covalente em uma sequéncia linear caracte-
ristica. O mais marcante é que as células produzem protei-
nas com propriedades e atividades completamente diferen-
tes ligando os mesmos 20 aminoacidos em combinacgoes e
sequéncias muito diferentes. A partir desses blocos de cons-
trucdo, diferentes organismos podem gerar produtos tao di-
versos como enzimas, hormonios, anticorpos, transportado-
res, fibras musculares, proteinas das lentes dos olhos, penas,
teias de aranha, chifres de rinocerontes, proteinas do leite,
antibidticos, venenos de cogumelos e uma mirfade de ou-
tras substancias com atividades bioldgicas distintas (Figura
3-1). Entre esses produtos de proteinas, as enzimas siao as
mais variadas e especializadas. Como catalisadoras de quase
todas as reacdes celulares, as enzimas sdo uma das chaves
para compreensdo da quimica da vida e, assim, fornecem um
ponto central para qualquer curso de bioquimica.

Estruturas e funcoes de proteinas sdo os topicos deste
e dos préximos trés capitulos. Aqui, primeiro € feita uma
descricdo das propriedades quimicas fundamentais dos
aminoacidos, peptideos e proteinas. Também ¢ abordado
como um bioquimico trabalha com proteinas.

(c)

rinoceronte preto estd proximo da extingdo em ambiente natural devido a
crenca encontrada em algumas partes do mundo de que o pé do seu chifre
tem propriedades afrodisiacas. Na verdade, as propriedades quimicas do pd
de chifre de rinoceronte ndo sao diferentes daquelas do pé dos cascos de
bovinos e das unhas humanas.
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3.1 Aminoacidos

& Arquitetura proteica — aminodcidos Proteinas sdo polimeros de
aminoacidos, com cada residuo de aminoacido unido ao
seu vizinho por um tipo especifico de ligacao covalente (o
termo “residuo” reflete a perda de elementos de dgua quan-
do um aminoécido € unido a outro). As proteinas podem ser
degradadas (hidrolisadas) em seus aminoacidos constituin-
tes por varios métodos, e os estudos mais iniciais de protei-
nas naturalmente se concentraram nesses aminodcidos li-
vres delas derivados. Vinte aminodcidos diferentes sao
comumente encontrados em proteinas. O primeiro a ser
descoberto foi a asparagina, em 1806. O ultimo dos 20 a ser
descoberto (treonina) ndo havia sido identificado até 1938.
Todos os aminoacidos tém nomes comuns ou triviais, em al-
guns casos derivados da fonte da qual foram primeiramente
isolados. A asparagina foi descoberta pela primeira vez no
aspargo e o glutamato no gliten do trigo; a tirosina foi isola-
da a primeira vez a partir do queijo (seu nome é derivado do
grego tyros, “queijo”); e a glicina (do grego glykos, “doce™)
foi assim denominada devido ao seu sabor adocicado.

Aminoacidos compartilham caracteristicas
estruturais comuns

Todos os 20 tipos de aminoacidos comuns sio «-aminodci-
dos. Eles tém um grupo carboxila e um grupo amino ligados
ao mesmo atomo de carbono (o carbono «) (Figura 3-2).
Diferem uns dos outros em suas cadeias laterais ou grupos
R, que variam em estrutura, tamanho e carga elétrica, e que
influenciam a solubilidade dos aminodcidos em dgua. Além
desses 20 aminoacidos, hd muitos outros menos comuns.
Alguns sao residuos modificados ap6s a sintese de uma
proteina; outros sdo aminoacidos presentes em organismos
vivos, mas nao como constituintes de proteinas. Foram atri-
buidas aos aminoacidos comuns das proteinas abreviagoes
de trés letras e simbolos de uma letra (Tabela 3-1), utiliza-
dos como abreviaturas para indicar a composicio e a se-
quéncia de aminoacidos polimerizados em proteinas.

CONVENGAO-CHAVE: O cé6digo de trés letras é transparente; as
abreviacoes em geral consistem nas trés primeiras letras do
nome do aminodcido. O cédigo de uma letra foi concebido por
Margaret Oakley Dayhoff, considerada por muitos a fundado-
ra do campo da bioinformatica. O cédigo de uma letra reflete
uma tentativa de reduzir o tamanho dos arquivos de dados
(emuma época da computacao de cartoes perfurados) utiliza-
dos para descrever as sequéncias de aminodcidos. Foi desen-
volvido para ser facilmente memorizado, e a compreensao de
sua origem pode ajudar os estudantes a fazer exatamente isso.
Para seis aminoacidos (CHIMSV), a primeira letra do nome
do aminodcido € tnica e, portanto, utilizada como o simbolo.

FIGURA 3-2  Estrutura geral de um ami-
noacido. Estaestrutura é comum a todos os
tipos de a-aminodcidos, exceto um (a prolina,
aminodcido ciclico, é a excecao). O grupo R,
ou cadeia lateral (roxo), ligado ao carbono «
(cinza) € diferente em cada aminoacido.

Para cinco outros (AGLPT), a
primeira letra ndo € tnica, mas é
atribuida ao aminodcido mais co-
mum em proteinas (por exem-
plo, leucina é mais comum do
que lisina). Para outros quatro,
a letra utilizada é foneticamen-
te sugestiva (RFYW: aRginina,
Fenilalanina, tirosina [do inglés
tYrosine], triptofano [do inglés
tWiptophan]). Os demais foram
mais dificeis de nomear. Para
quatro (DNEQ), foram atribui-
das letras encontradas em seus
nomes ou sugeridas por eles (as-
partico [do inglés asparDic], asparagiNa, glutamico [do inglés
glutamEke], glutamina [do inglés @Q-tamine]). Faltava a lisi-
na. Sobravam poucas letras no alfabeto, e a letra K foi escolhi-
da porque era a mais préxima de L.

Margaret Oakley Dayhoff,
1925-1983

Para todos os aminoacidos comuns, exceto a glicina, o
carbono « esta ligado a quatro grupos diferentes: um gru-
po carboxila, um grupo amino, um grupo R e um atomo de
hidrogénio (Figura 3-2; na glicina, o grupo R é outro ato-
mo de hidrogénio). O atomo de carbono « €, portanto, um
centro quiral (p. 17). Em decorréncia do arranjo tetraé-
drico dos orbitais de ligacao em volta do dtomo de carbono
a, 0s quatro grupos diferentes podem ocupar dois arran-
jos espaciais tnicos e, portanto, os aminoacidos tém dois
estereoisdmeros possiveis. Uma vez que elas sdo imagens
especulares nao sobreponiveis uma da outra (Figura 3-3),

(a) L-Alanina D-Alanina
Ccoo- COO~
H N~ C—H H—C—NH,
CH, CH,
(b) L-Alanina p-Alanina
COO™ COO™
H;N—C—H H—C—NH,
(|3H3 CHj
() L-Alanina p-Alanina

FIGURA3-3 Estereoisomerismo em a-aminoacidos. (a) Os dois este-
reoisdmeros da alanina, L- e b-alanina, séo imagens especulares nao sobre-
postas um do outro (enantidmeros). (b, €) Duas convencdes diferentes para
representar as configuragdes espaciais dos estereoisdbmeros. Em formulas de
perspectiva (b), as ligagdes solidas em forma de cunha se projetam para fora
do plano do papel, com as ligacdes tracejadas por tras dele. Em férmulas
de projecdo (), assume-se que as ligagdes horizontais se projetam para fora
do plano do papel e as ligagdes verticais para tras. Entretanto, férmulas de
projecao muitas vezes sao usadas casualmente e nem sempre pretendem
representar uma configuragao estereoquimica especifica.
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1IN Propriedades e convengdes associadas a aminoacidos comuns encontrados em proteinas

Valores de pK,

Abreviacao/ pK, pk, pK; indice de Ocorréncia em
Aminoacido simbolo mx (—COOH) (—NH;’) (grupo R) pl hidropatia’  proteinas (%)’
Grupos R alifaticos, apolares
Glicina Gly G 75 2,34 9,60 5,97 -0,4 72
Alanina Ala A 89 2,34 9,69 6,01 1,8 7,8
Prolina Pro P 115 1,99 10,96 6,48 -1,6 52
Valina Val V 117 232 9,62 5,97 42 6,6
Leucina Leu L 131 2,36 9,60 5,98 3,8 9,1
Isoleucina lleI 131 2,36 9,68 6,02 45 5,3
Metionina Met M 149 2,28 9,21 5,74 1,9 2,3
Grupos R aromaticos
Fenilalanina Phe F 165 1,83 9,13 5,48 2.8 3,9
Tirosina TyrY 181 2,20 9,11 10,07 5,66 -1,3 3.2
Triptofano Trp W 204 2,38 9,39 5,89 -0,9 1,4
Grupos R polares, nao carregados
Serina Ser S 105 2,21 9,15 5,68 -0,8 6,8
Treonina Thr T 119 211 9,62 5,87 0,7 5,9
Cisteina' Cys C 121 1,96 10,28 8,18 5,07 2,5 1,9
Asparagina Asn N 132 2,02 8,80 541 -3,5 43
Glutamina Gln Q 146 2,17 9,13 5,65 -3,5 4,2
Grupos R carregados positivamente
Lisina LysK 146 2,18 8,95 10,53 9,74 -39 5,9
Histidina His H 155 1,82 9,17 6,00 7,59 32 2.3
Arginina Arg R 174 2,17 9,04 12,48 10,76 -45 5,1
Grupos R carregados negativamente
Aspartato Asp D 133 1,88 9,60 3,65 2,77 -3,5 5,3
Glutamato GluE 147 2,19 9,67 4,25 3,22 -3,5 6,3

*Os valores de M, refletem as estruturas como mostradas na Figura 3-5. Os elementos da dgua (M, 18) sdo removidos quando o aminoécido é incorporado a um poli-

peptideo.

"Uma escala combinando hidrofobicidade e hidrofilicidade de grupos R. Os valores refletem a energia livre (AG) de transferéncia da cadeia lateral do aminodcido de
um solvente hidrofébico para a dgua. Esta transferéncia é favoravel (AG < 0; valor negativo no indice) para cadeias laterais de aminoacidos carregadas ou polares, e
desfavoravel (AG > 0; valor positivo no indice) para aminodcidos com cadeias laterais apolares ou mais hidrofébicas. Ver o Capitulo 11. A partir de Kyte, J. & Doolittle,
R.F. (1982) A simple method for displaying the hydropathic character of a protein. J. Mol. Biol. 157, 105-132.

‘Ocorréncia média em mais de 1.150 proteinas. De Doolittle, R.F. (1989) Redundancies in protein sequences. Em Prediction of Protein Structure and the Prin-
ciples of Protein Conformation (Fasman, G.D., ed.), pp. 599-623, Plenum Press, New York.

YEm geral, a cisteina € classificada como polar apesar de apresentar um indice hidropatico positivo. Isso reflete a capacidade do grupo sulfidril em atuar como acido

fraco e formar uma fraca ligacdo de hidrogénio com o oxigénio ou nitrogénio.

as duas formas representam uma classe de estereoisomeros
denominada enantiomeros (ver Figura 1-20). Todas as
moléculas com um centro quiral também sdo opticamente
ativas — isto é, elas giram o plano da luz polarizada (ver
Quadro 1-2).

CONVENCAOQ-CHAVE: Duas convencdes sao utilizadas para iden-
tificar os carbonos em um aminoacido — pratica que pode
ser confusa. Os carbonos adicionais em um grupo R séo co-
mumente designados como B, v, 8, €, e assim por diante, a
partir do carbono «. Para a maioria das outras moléculas
organicas, os atomos de carbono sdo simplesmente nume-

rados a partir de uma extremidade, conferindo a mais alta
prioridade (C-1) ao carbono com o substituinte contendo o
atomo de maior nimero atoémico. Nessa ultima convencao,
o carbono carboxilico de um aminoacido seria o C-1 e o car-
bono « seria o C-2.

T I 5 6

_OOC_?H_CHZ_CHZ_CHZ_?HZ

+NH, +NH,
Lisina
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Em alguns casos, como aminodcidos com grupos R hete-
rociclicos (tal como a histidina), o sistema de letras gre-
gas € ambiguo e a conven¢ido numérica é entao utilizada.
Para aminoacidos de cadeias laterais ramificadas, carbonos
equivalentes recebem numeros apés as letras gregas. Leu-
cina, portanto, tem carbonos 61 e 62 (ver a estrutura na
Figura 3-5). W

Uma nomenclatura especial foi desenvolvida para es-
pecificar a configuracao absoluta dos quatro substi-
tuintes dos dtomos de carbono assimétricos. As configura-
¢oes absolutas de agticares simples e de aminoacidos sdo
especificadas pelo sistema D, L (Figura 3-4), com base
na configuracdo absoluta do ag¢tcar de trés carbonos gli-
ceraldeido, uma convencdo proposta por Emil Fischer em
1891 (Fischer sabia que grupos circundavam o carbono
assimétrico do gliceraldeido, mas teve de supor sua confi-
guracao absoluta; ele supds corretamente, como foi confir-
mado posteriormente por andlises de difracdo de raios x).
Para todos os compostos quirais, os estereoisdbmeros com
configuracao relacionada aquela do L-gliceraldeido sdo
designados L, e os estereoisomeros relacionados ao D-gli-
ceraldeido foram designados D. Os grupos funcionais de
L-alanina sio combinados com aqueles de L-gliceraldeido
pelo alinhamento daqueles que podem ser interconverti-
dos por reacdes quimicas simples, de etapa Uinica. Portan-
to, o grupo carboxila de L-alanina ocupa a mesma posi¢ao
ao redor do carbono quiral que o grupo aldeido de L-glice-
raldeido, porque um aldeido é prontamente convertido em
um grupo carboxila por meio de uma oxidagao de etapa
unica. Historicamente, as designacoes semelhantes L. e D
eram utilizadas para levorrotatéria (rotacao da luz polari-
zada a esquerda) e dextrorrotatéria (rotagao da luz pola-
rizada a direita). Entretanto, nem todos os L-aminoacidos
sdo levorrotatorios, e a convencao mostrada na Figura 3-4
foi necessaria para evitar potenciais ambiguidades sobre
a configuragao absoluta. Pela convencado de Fischer, L e
D se referem apenas a configuragao absoluta dos quatro
substituintes em torno do carbono quiral, e nao as proprie-
dades 6pticas da molécula.

1(;HO CHO
HO~2C—H H~ C—OH
3CH,0H CH,0H
L-Gliceraldeido p-Gliceraldeido
CO0~ CO0~
H,N— C ~H He C—NH,
CH, CH,
L-Alanina p-Alanina

FIGURA3-4 Relagdo estérica dos estereoisdmeros de alanina a con-
figuracao absoluta do L-gliceraldeido e do p-gliceraldeido. Nestas
formulas em perspectiva, os carbonos séo alinhados verticalmente, com o
4tomo quiral no centro. Os carbonos nestas moléculas séo numerados de 1
a 3, de cima para baixo, comecando com o carbono do aldeido ou carboxi-
terminal (vermelho), como mostrado. Quando apresentado desta maneira, o
grupo R do aminodacido (nesse caso o grupo metil da alanina) esta sempre
abaixo do carbono a. Os L-aminodcidos sdo aqueles com o grupo a-amino
na esquerda e 0s D-aminoacidos com esse grupo na direita.

Outro sistema para especificar a configuragio ao redor
de um centro quiral é o sistema RS, utilizado na nomencla-
tura sistematica da quimica organica para descrever, com
mais exatiddo, a configuracdo das moléculas com mais de
um centro quiral (p. 18).

Os residuos de aminoacidos em proteinas sao
estereoisomeros L

Quase todos os compostos biolégicos com centro quiral
ocorrem naturalmente em apenas uma forma estereoisomé-
rica, D ou L. Os residuos de aminodcidos em moléculas pro-
teicas sdo exclusivamente estereoisémeros L. Os residuos
de pD-aminoacidos foram encontrados apenas em alguns
peptideos, geralmente pequenos, incluindo alguns pepti-
deos de paredes celulares bacterianas e certos antibioticos
peptidicos.

E notavel que praticamente todos os residuos de ami-
nodcidos em proteinas sejam estereoisomeros L. Quando
compostos quirais sdo formados em reacdes quimicas co-
muns, o resultado ¢ uma mistura racémica de isomeros D e
L, 0s quais sdo dificeis para um quimico distinguir e separar.
Contudo, para um sistema vivo, os isbmeros D e L sdo tao
diferentes entre si quanto a mao direita é diferente da es-
querda. A formacdo de subestruturas repetidas estaveis em
proteinas (Capitulo 4) geralmente exige que seus aminoa-
cidos constituintes sejam de uma série estereoquimica. As
células sdo capazes de sintetizar especificamente os isdbme-
ros L de aminoacidos porque os sitios ativos de enzimas sdo
assimétricos, tornando estereoespecificas as reacoes por
elas catalisadas.

Aminoécidos podem ser classificados

pelo grupo R

O conhecimento das propriedades quimicas dos aminoa-
cidos comuns é fundamental para a compreensdo da bio-
quimica. O tépico pode ser simplificado agrupando-se os
aminoacidos em cinco classes principais com base nas pro-
priedades dos seus grupos R (Tabela 3-1), particularmente
sua polaridade ou tendéncia para interagir com a dgua em
pH biolégico (préximo do pH 7,0). A polaridade dos grupos
R varia amplamente, de apolar e hidrofébico (ndo hidros-
soliivel) ao altamente polar e hidrofilico (hidrossolivel).
Alguns aminodcidos sdo um pouco dificeis de caracterizar
ou nao se encaixam perfeitamente em qualquer grupo, par-
ticularmente glicina, histidina e cisteina. Suas atribuicoes a
determinados grupos sdo o resultado de avaliagdes ponde-
radas em vez de absolutas.

As estruturas dos 20 aminoacidos comuns sdo mostra-
das na Figura 3-5, e algumas de suas propriedades sio lis-
tadas na Tabela 3-1. Em cada classe ha gradacoes de polari-
dade, tamanho e forma dos grupos R.

Grupos R apolares, alifaticos Os grupos R nesta classe de ami-
noacidos sdo apolares e hidrofébicos. As cadeias laterais
de alanina, valina, leucina e isoleucina tendem a se
agrupar no interior de proteinas, estabilizando a estrutu-
ra proteica por meio de interacdes hidrofébicas. A glicina
tem a estrutura mais simples. Embora seja mais facilmente
agrupada com os aminodcidos apolares, sua cadeia lateral
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Grupos R apolares, alifaticos Grupos R aromaticos
COO~ COO~ COO~ COO~ COO~ COO~ COO~
+ | + /H + | + + +
H3N—(|J—H H3N—?—H N /C\ H3N—?—H H3N—(|3—H H3N—?—H H3N—(|3—H
H,.N CH
H CH, ? * CH CH, CH, CH,
H,C——CH N I
2 2 CH; CHj C=CH
Glicina Alanina Prolina Valina \NH
CO0" CO0" COO" -
+ + | + | OH
H3N—?—H H;N—C—H H;N—C—H
CH, H—C—CHj, (|3H2 Fenilalanina Tirosina Triptofano
I I I
B
’ ’ CH ? Grupos R carregados positivamente
CHy C00" Co0" Co0"
Leucina Isoleucina Metionina + 4 .
H3N—(|J—H H3N—(|J—H H3N—(|3—H
|CH2 CH2 ?H2
Grupos R polares, nao carregados (|3H2 (:jﬂz C —N{-I
X COO~ X COO~ X COO~ (EHZ ?Hz “ /CH
H3N—(|J—H H;N—C—H H3N—(|J—H lCH2 ITTH I(;I —N
CH, H—C—o0H CHg *NH, (|3=KIH2
OH CH;3 SH NH,
Serina Treonina Cisteina Lisina Arginina Histidina
(|300 - (|3007 Grupos R carregados negativamente
Hgﬂr—(lj—H Hgﬂr—(l:—H CO0~ COO"
CH, CH, Hsﬂr—(lj—H Hgﬁ—(lj—H
C CH CH, CH,
H N/ \O ! : ! -
2 /C COO ?H2
Asparagina Glutamina Aspartato Glutamato

FIGURA3-5 Os 20 aminoacidos comuns de proteinas. Asférmulas es-
truturais mostram o estado de ionizacdo que predomina em pH 7,0. As por-
¢6es ndo sombreadas sédo aquelas comuns a todos os aminoacidos; aquelas
sombreadas sdo os grupos R. Embora o grupo R da histidina seja mostrado

muito pequena nao contribui realmente para interagdes
hidrofébicas. A metionina, um dos dois aminodcidos que
contém enxofre, tem um grupo tioéter ligeiramente apolar
em sua cadeia lateral. A prolina tem cadeia lateral alifatica
com estrutura ciclica distinta. O grupo amino secundéario
(imino) de residuos de prolina é mantido em uma configu-
racdo rigida que reduz a flexibilidade estrutural de regides
polipeptidicas contendo prolina.

Grupos R aromaticos Fenilalanina, tirosina e triptofano,
com suas cadeias laterais aromaticas, sdo relativamente
apolares (hidrofébicos). Todos podem participar em in-

sem carga, seu pK; (ver a Tabela 3-1) é tal que uma pequena mas significativa
fracao desses grupos seja positivamente carregada em pH 7,0. A forma pro-
tonada da histidina é mostrada acima do gréafico na Figura 3-12b.

teracdes hidrofébicas. O grupo hidroxila da tirosina pode
formar ligacoes de hidrogénio e € um importante grupo fun-
cional em algumas enzimas. A tirosina e o triptofano so sig-
nificativamente mais polares do que a fenilalanina, devido
ao grupo hidroxila da tirosina e ao nitrogénio do anel indol
do triptofano.

O triptofano, a tirosina e, em menor extensio, a fenilala-
nina, absorvem a luz ultravioleta (Figura 3-6; ver também
Quadro 3-1). Isso explica a forte absorbancia de luz com
comprimento de onda de 280 nm caracteristica da maior
parte das proteinas, propriedade explorada por pesquisa-
dores na caracterizacio de proteinas.
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Grupos R polares, nao carregados  Os grupos R desses aminoa-
cidos sdo mais soliiveis em agua, ou mais hidrofilicos do
que aqueles dos aminoacidos apolares, porque eles contém
grupos funcionais que formam ligacoes de hidrogénio com
a dgua. Essa classe de aminoacidos inclui a serina, treoni-
na, cisteina, asparagina e glutamina. Os grupos hidro-
xila da serina e treonina e os grupos amida da asparagina
e glutamina contribuem para suas polaridades. A cisteina é
um caso isolado aqui porque sua polaridade, devida ao seu
grupo sulfidrila, é bastante modesta. A cisteina € um 4cido

FIGURA3-6 Absorcao da luz ultravioleta por aminoacidos aromati-
cos. Comparacdo dos espectros de absorcao de luz dos aminoécidos aro-
maticos triptofano, tirosina e fenilalanina em pH 6,0. Os aminoacidos estdo
presentes em quantidades equimolares (10~°M) sob condicoes idénticas. A
absorbancia medida do triptofano é mais do que quatro vezes aquela da
tirosina em um comprimento de onda de 280 nm. Observe que a absor¢ao
luminosa maxima tanto para o triptofano quanto para a tirosina ocorre pré-
xima de 280 nm. A absorcao luminosa pela fenilalanina geralmente contribui
pouco para as propriedades espectroscopicas das proteinas.
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Absorbancia
w

Tirosina

Fenilalanina

0 \ \
230 240 250 260 270 280 290 300 310

Comprimento de onda (nm)

QUADRO 3-1 IIADIIE Absorcio de luz por moléculas: a Lei de Lambert-Beer

Uma ampla variedade de biomoléculas absorve a luz em
comprimentos de onda caracteristicos, como o tripto-
fano, que absorve a luz em 280 nm (ver Figura 3-6).
A medida da absor¢ao da luz por um espectrofotome-
tro € utilizada para detectar e identificar moléculas e
para determinar suas concentracoes em solugao. A fra-
¢ao da luz incidente absorvida por uma solu¢do em um
determinado comprimento de onda estd relacionada
a espessura da camada de absor¢ao (comprimento do
caminho) e a concentracdo da substancia que absorve
(Figura 1). Essas duas relagdes sdo combinadas na lei
de Lambert-Beer,

log 22 = et
og]—sc

em que /;, € a intensidade da luz incidente, I € a intensida-
de da luz transmitida, a relacdo /I, (o inverso da razao na
equacao) € a transmitancia, ¢ é o coeficiente de extingdo
molar (em unidades de litros por mol por centimetro), ¢
€ a concentracao da substancia absorvida (em mols por

Intensidade
daluz
incidente

Lampada Monocromador

Intensidade da luz
transmitida

litro), e [ é o comprimento do caminho de luz da amostra
absorvente de luz (em centimetros).

A lei de Lambert-Beer pressupde que a luz incidente
é paralela e monocromatica (de um Unico comprimen-
to de onda) e que as moléculas de solvente e soluto sao
orientadas aleatoriamente. A expressao log ({,/I) é deno-
minada absorbancia e designada A.

E importante observar que cada milimetro sucessi-
vo do comprimento do caminho da solugdo absorvente
em uma célula de 1,0 cm ndo absorve uma quantidade
constante, mas uma fracao constante da luz que inci-
de sobre ela. Entretanto, com uma camada absorvente
de comprimento de caminho fixo, a absorbdncia, A, é
diretamente proporcional a concentracdo do soluto
absorvente.

O coeficiente de extin¢do molar varia com a natureza
do composto absorvente, do solvente e do comprimento
de onda, e também com o pH se a substancia que absorve
a luz esta em equilibrio com um estado de ionizagdo que
possui diferentes propriedades de absorgao.

FIGURA Q-1 Os principais componentes
de um espectrofotémetro. A fonte de luz
emite luz em um amplo espectro, quando o
monocromador seleciona e transmite luz de
um comprimento de onda especifico. A luz
monocromatica passa através da amostra em
uma cubeta de tamanho / e é absorvida pela
amostra como uma proporcao da concentra-
¢ao das espécies absorvendo luz. A luz trans-

Detector

Amostra em cubeta com
¢ moles/litro de espécies
absorvendo luz

mitida é medida por um detector.
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FIGURA3-7 Formacao reversivel de uma ligagao dissulfeto pela oxi-
dacao de duas moléculas de cisteina. Ligacoes de dissulfeto entre resi-
duos Cys estabilizam as estruturas de muitas proteinas.

fraco e pode fazer fracas ligacdes de hidrogénio com o oxi-
génio ou nitrogénio.

A asparagina e a glutamina sdo as amidas de dois outros
aminoacidos também encontrados em proteinas — aspartato
e glutamato, respectivamente — nos quais a asparagina e a
glutamina sdo facilmente hidrolisadas por dcido ou base. A
cisteina é prontamente oxidada para formar um aminoéaci-
do dimérico ligado de modo covalente chamado cistina, no
qual duas moléculas ou residuos de cisteina sao ligadas por
uma ligacao dissulfeto (Figura 3-7). Os residuos ligados a
dissulfetos sdo fortemente hidrofébicos (apolares).

As ligacoes dissulfeto desempenham um papel especial
nas estruturas de muitas proteinas pela formacao de liga-
¢oes covalentes entre partes de uma molécula polipeptidica
ou entre duas cadeias polipeptidicas diferentes.

Grupos R carregados positivamente (basicos) Os grupos R mais
hidrofilicos sdo aqueles carregados positivamente ou nega-
tivamente. Os aminoacidos nos quais os grupos R tém uma
carga positiva significativa em pH 7,0 sdo a lisina, com um
segundo grupo amino priméario na posicdo & em sua cadeia
alifatica; a arginina, com um grupo guanidinio positiva-
mente carregado; e a histidina, com um grupo imidazol
aromatico. Como o tinico aminodcido comum que tem uma
cadeia lateral ionizavel com pK, préximo da neutralidade, a
histidina pode ser positivamente carregada (forma proto-
nada) ou nédo carregada em pH 7,0. Seus residuos facilitam
muitas reagoes catalisadas por enzimas, funcionando como
doadores/aceptores de prétons.

Grupos R carregados negativamente (acidos) Os dois aminoaci-
dos que apresentam grupos R com carga negativa final em
pH 7,0 sdo o aspartato e o glutamato, cada um dos quais
tem um segundo grupo carboxila.

Aminoacidos incomuns também tém fungoes
importantes

Além dos 20 aminoacidos comuns, as proteinas podem con-
ter residuos criados por modificagoes de residuos comuns
jé incorporados em um polipeptideo (Figura 3-8a). Entre
esses aminodcidos incomuns estdo a 4-hidroxiprolina, um
derivado da prolina, e a 5-hidroxilisina, derivada da lisina.

PRINCIPIOS DE BIOQUIMICA DE LEHNINGER 81

O primeiro é encontrado em proteinas da parede celular de
células vegetais e ambos sdo encontrados no coldgeno, pro-
teina fibrosa de tecidos conectivos. A 6-N-metil-lisina ¢
um constituinte da miosina, uma proteina contratil do mus-
culo. Outro aminodcido incomum importante € o y-carbo-
xiglutamato, encontrado na proteina de coagulacao pro-
trombina e em algumas outras proteinas que se ligam ao
Ca* como parte de suas fun¢oes biolégicas. Mais complexa
é a desmosina, derivada de quatro residuos Lys, encontra-
da na proteina fibrosa elastina.

A selenocisteina € um caso especial. Esse raro residuo
de aminoacido € introduzido durante a sintese proteica, em
vez de criado por uma modificagdo poés-sintética. Contém
selénio em vez do enxofre da cisteina. Na verdade derivada
de serina, a selenocisteina é um constituinte de apenas al-
gumas poucas proteinas conhecidas.

Alguns residuos de aminodcidos em uma proteina po-
dem ser modificados transitoriamente para alterar as fun-
¢oes da protefna. A adi¢ao de grupos fosforil, metil, acetil,
adenilil, ADP-ribosil ou outros grupos a residuos de ami-
noacidos especificos pode aumentar ou diminuir a atividade
de uma proteina (Figura 3-8b). A fosforilacdo é uma modi-
ficac@o reguladora particularmente comum. A modificacao
covalente como uma estratégia reguladora em uma proteina
é discutida com mais detalhe no Capitulo 6.

Cerca de 300 aminoacidos adicionais foram encontra-
dos nas células. Eles tém varias fun¢des, mas nao sao todos
constituintes de proteinas. A ornitina e a citrulina (Figu-
ra 3-8c) merecem atencdo especial porque sdo intermedia-
rios-chave (metabdlitos) na biossintese de arginina (Capi-
tulo 22) e no ciclo da ureia (Capitulo 18).

Aminoacidos podem agir como acidos e bases

Os grupos amino e carboxila de aminoacidos, em conjunto
com 0s grupos ionizaveis R de alguns aminoacidos, fun-
cionam como acidos e bases fracos. Quando um aminoaci-
do sem um grupo R ionizavel é dissolvido em dgua em pH
neutro, ele permanece na solu¢do como um ion bipolar,
ou zwitterion (do alemao “ifon hibrido”), que pode agir
como acido ou base (Figura 3-9). Substancias com essa
natureza dupla (4dcido-base) sao anfotéricas e sio fre-
quentemente chamadas de anfélitos (a partir de “eletré-
litos anfotéricos”). Um simples a-aminoacido monoamino
monocarboxilico, como a alanina, € um acido diprético
quando completamente protonado; ele tem dois grupos, o
grupo —COOH e o grupo —NH;, que pode produzir dois
prétons:

DI
R—C—COOH 2> R—C—C00- 2> R—(—C00-
Corga “NH, “NH, NH,
final: +1 0 -1

Aminoacidos tém curvas de titulacao caracteristicas

A titulacdo dcido-base envolve a adi¢cdo ou remocio gra-
dual de prétons (Capitulo 2). A Figura 3-10 mostra
a curva de titulagcdo de uma forma diprética de glicina.
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FIGURA 3-8 Aminoacidos raros. (a) Alguns aminoécidos
raros encontrados em proteinas. Todos sao derivados de ami- (b)
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reacoes de modificacdo sdo mostrados em vermelho. A des-

mosina é formada a partir de quatro residuos Lys (os esque-
letos de carbono estdo sombreados). Observe o uso tanto de
nudmeros quanto de letras gregas nos nomes dessas estruturas
para identificar os &tomos de carbono alterados. (b) Modifica-
¢oes dos aminoacidos reversiveis envolvidos na regulacdo da
atividade proteica. A fosforilagéo € o tipo mais comum de mo-
dificacdo regulatéria. (c) Ornitina e citrulina, ndo encontrados
em proteinas, sdo intermedidrios na biossintese de arginina e

no ciclo da ureia.
(c)
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Os dois grupos ionizaveis de glicina, o grupo carboxila e
0 grupo amino, sao titulados com uma base forte, como
NaOH. O grafico tem duas fases distintas, correspon-

dendo a desprotonacdo de dois grupos diferentes na gli-
cina. Cada uma das duas fases se assemelha ao formato
da curva de titulacdo de um acido monoprotico, como o
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FIGURA3-9 Formas néo idnicas e zwitteridnicas de aminoacidos. A
forma néo idnica ndo ocorre em quantidades significativas em solucoes
aquosas. O zwitterion predomina em pH neutro. Um zwitterion pode atu-
ar tanto como &cido (doador de proétons) quanto como base (aceptor de
protons).

acido acético (ver Figura 2-17), e pode ser analisada do
mesmo modo. Em pH muito baixo, a espécie idnica pre-
dominante de glicina é a forma completamente protona-
da, +H3N—CH2—COOH. No primeiro estagio da titulacéo,
o grupo —COOH de glicina perde seu préton. No ponto
médio desse estagio, estdo presentes concentracoes equi-
molares de espécies doadoras ("H,N—CH,—COOH) e
aceptoras ("H;N—CH,—COO") de prétons. Como na ti-
tulagdo de qualquer acido fraco, um ponto de inflexado é
alcancado nesse ponto médio onde o pH ¢ igual ao pK,
do grupo protonado que esta sendo titulado (ver Figura
2-18). Para a glicina, o pH no ponto médio € 2,34, portan-
to seu grupo —COOH tem um pK, (marcado pK; na Figu-
ra 3-10) de 2,34 (lembre-se do Capitulo 2 que pH e pK,
sdo simplesmente notacdes convenientes para concentra-
¢ao de prétons e a constante de equilibrio para ionizacéo,
respectivamente. O pK, ¢ uma medida da tendéncia de
um grupo doar um préton, com essa tendéncia diminuin-
do dez vezes a medida que o pK, aumenta em uma unida-
de). A medida que a titulacdo da glicina prossegue, outro
ponto importante € alcancado no pH 5,97. Aqui ha outro
ponto de inflexdo, no qual a remocdo do primeiro préton
esta completa e a remocao do segundo apenas comecou.
Nesse pH, a glicina esta presente em grande parte como
o fon bipolar (zwitterfon) "H,;N—CH,—COO . Em breve
serd analisado o significado desse ponto de inflexdo na
curva de titulagdo (marcado como pl na Figura 3-10).

0O segundo estdgio da titulagdo corresponde a remocao
de um préton do grupo —NHS da glicina. O pH no ponto
médio dessa fase é 9,60, igual ao pK, (marcado pK, na Figu-
ra 3-10) para o grupo —NHJ; A titulacdo estd completa em
um pH de cerca de 12, no ponto em que a forma predomi-
nante de glicina € H.N—CH,—COO .
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FIGURA3-10 Titulagdo de um aminoacido. Aquié mostrada a curva de
titulagdo de 0,1 m de glicina a 25°C. As espécies idnicas que predominam em
pontos-chave na titulacdo sdo mostradas acima do gréafico. Os retangulos
sombreados, centrados em torno de pK, = 2,34 e pK, = 9,60, indicam as
regides de maior poder de tamponamento. Observe que 1 equivalente de
OH™ = 0,1 m de NaOH foi adicionado.

A partir da curva de titulacio da glicina, é possivel obter
varias informacgdes importantes. Em primeiro lugar, ela for-
nece uma medida quantitativa do pK, de cada um dos dois
grupos ionizaveis: 2,34 para o grupo —COOH e 9,60 para o
grupo —NH;. Observe que o grupo carboxila da glicina é
mais de cem vezes mais dcido (mais facilmente ionizado) do
que o grupo carboxila do acido acético, que, como foi visto
no Capitulo 2, tem um pK, de 4,76 — préximo da média para
um grupo carboxila ligado a um hidrocarboneto alifatico
nao substituido. O pK, alterado da glicina é provocado pela
repulsdo entre o préton que esta saindo e o grupo amino
proximo positivamente carregado no atomo de carbono «,
como descrito na Figura 3-11. As cargas opostas no zwit-
terion resultante estao estabilizadas. De modo semelhante,
o pK, do grupo amino na glicina € alterado para baixo em
relacdo ao pK, médio de um grupo amino. Esse efeito se
deve parcialmente aos dtomos de oxigénio eletronegativos
nos grupos carboxila, que tendem a puxar os elétrons na
direcdo deles, aumentando a tendéncia do grupo amino em
abrir mao de um préton. Assim, o grupo a-amino tem um
pK, menor do que o de um de uma amina alifatica, como a
metilamina (Figura 3-11). Em resumo, o pK, de qualquer
grupo funcional é em grande parte afetado por seu ambien-
te quimico, fendémeno algumas vezes explorado nos sitios
ativos de enzimas para promover mecanismos de reagao ex-
traordinariamente adaptados que dependem dos valores de
pK, perturbados de grupos doadores/aceptores de prétons
de residuos especificos.
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reduzindo seu pK.,.
FIGURA 3-11  Efeito do ambiente quimico no pK,. Os valores de pKk,  bagdes do pK, se devem a interagdes intramoleculares. Efeitos semelhantes

para 0s grupos ionizaveis na glicina sdo mais baixos do que aqueles dos
grupos simples de carboxila e 0 amino substituidos por metil. Essas pertur-

A segunda informacao fornecida pela curva de titula-
¢do da glicina é que esse aminoacido tem duas regioes com
poder de tamponamento. Uma delas estd na parte relati-
vamente achatada da curva, se estendendo por aproxima-
damente 1 unidade de pH de cada lado do primeiro pK, de
2,34, indicando que a glicina ¢ um bom tampao proxima
desse pH. A outra zona de tamponamento esta centrada em
volta do pH 9,60 (observe que a glicina ndo é um bom tam-
pao no pH do liquido intracelular ou do sangue, em torno
de 7,4). Dentro das faixas de tamponamento da glicina, a
equacao de Henderson-Hasselbalch (p. 64) pode ser utili-
zada para calcular as proporc¢oes de espécies de glicina pro-
ton-doadoras e préton-aceptoras necessarias para preparar
um tampao em um determinado pH.

Curvas de titulacao predizem a carga elétrica dos
aminoacidos

Outra importante peca de informacgao derivada da curva
de titulacdo de um aminoacido é a relacdo entre a sua
carga final e o pH da solucdo. No pH de 5,97, o ponto de
inflexdo entre os dois estdgios na sua curva de titulacao,
a glicina estd presente predominantemente em sua for-
ma bipolar, totalmente ionizada, mas sem carga elétrica
final (Figura 3-10). O pH caracteristico no qual a carga
elétrica final é zero é chamado de ponto isoelétrico ou
pH isoelétrico, designado por pI. Para a glicina, que nao
possui qualquer grupo ionizdvel em sua cadeia lateral, o
ponto isoelétrico é simplesmente a média aritmética dos
dois valores de pK;:

1 1
PL= 5 (PKy + pKz) = 5 (2,34 +9,60) = 5,97

podem ser causados por grupos quimicos que possam estar posicionados
préximos — por exemplo, no sitio ativo de uma enzima.

Como evidenciado na Figura 3-10, a glicina tem uma carga
final negativa em qualquer pH acima do seu pl e, portanto,
ira se deslocar na direcdo do eletrodo positivo (o anodo)
quando colocada em um campo elétrico. Em qualquer pH
abaixo do seu pl, a glicina tem uma carga final positiva e
ira se deslocar em direcéo ao eletrodo negativo (o catodo).
Quanto mais distante for o pH de uma solucao de glicina
de seu ponto isoelétrico, maior serd a carga elétrica final
da populacdo de moléculas de glicina. Em um pH igual a
1,0, por exemplo, a glicina existe quase totalmente na for-
ma “H,N—CH,—COOH com uma carga positiva final igual
a 1,0. Em um pH de 2,34, onde ha uma igual mistura de
"H,;N—CH,—COOH e +H,N—CH,—COO", a média ou a
carga final positiva € igual a 0,5. O sinal e a magnitude da
carga final de qualquer aminoacido em qualquer pH podem
ser previstos do mesmo modo.

Aminoéacidos diferem em suas propriedades acidobasicas

As propriedades compartilhadas de muitos aminoacidos
permitem algumas generalizacoes simplificadas sobre seu
comportamento acidobdsico. Em primeiro lugar, todos os
aminodcidos com um unico grupo «a-amino, um unico gru-
po a-carboxila e um grupo R néo ionizavel tém curvas de
titulacdo semelhantes a da glicina (Figura 3-10). Esses ami-
nodcidos tém valores de pK, muito semelhantes, mas nao
idénticos: pK, do grupo —COOH na faixa de 1,8 a 2,4, e pK,
do grupo —NH; na faixa de 8,8 a 11,0 (Tabela 3-1).

As diferencas nesses valores de pK, refletem os am-
bientes quimicos impostos por seus grupos R. Em segun-
do lugar, os aminoacidos com um grupo R ionizéavel tém
curvas de titulacdo mais complexas, com t7és estagios
correspondendo as trés etapas possiveis de ionizacao; as-
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FIGURA3-12  Curvas de titulacéo para (a) glutamato e (b) histidina. O grupo R do pK, é designado aqui como pK.

sim, eles possuem trés valores de pK,. O estagio adicional
para a titulagdo do grupo R ionizavel se funde, em algum
grau, com aquele para a titulacdo do grupo a-carboxila,
para a titulacdo do grupo a-amino, ou ambos. As curvas
de titulagdo para dois aminoacidos desse grupo, glutama-
to e histidina, sdo mostradas na Figura 3-12. Os pontos
isoelétricos refletem a natureza dos grupos R ionizaveis
presentes. Por exemplo, o glutamato tem um pl de 3,22,
consideravelmente mais baixo do que o da glicina. Isso se
deve a presenca de dois grupos carboxila, que, na média
de seus valores de pK, (3,22), contribuem para uma carga
final de —1 que equilibra o +1 proveniente do grupo ami-
na. Do mesmo modo, o pl da histidina, com dois grupos
positivamente carregados quando protonados, é de 7,59
(amédia dos valores de pK, dos grupos amina e imidazol),
muito mais alto do que aquele da glicina.

Por fim, como apontado anteriormente, sob a condicao
geral de exposicao livre e aberta ao ambiente aquoso, ape-
nas a histidina tem um grupo R (pK, = 6,0) que fornece
um poder de tamponamento significativo préoximo do pH
neutro normalmente encontrado nos liquidos intracelula-
res e extracelulares da maior parte dos animais e bactérias
(Tabela 3-1).

RESUMO03.1 Aminoacidos

P Os 20 aminoacidos comumente encontrados como re-
siduos em proteinas contém um grupo a-carboxila, um
grupo a-amino e um grupo R caracteristico substituido
no atomo do carbono «. O atomo de carbono « de to-
dos os aminoacidos, exceto a glicina, é assimétrico e,
portanto, os aminodcidos podem existir em pelo menos
duas formas estereoisoméricas. Apenas os estereoiso-
meros L, com uma configuragdo relacionada a configura-
¢ao absoluta da molécula de referéncia L gliceraldeido,
sdo encontrados em proteinas.

» Outros aminoacidos menos comuns também ocorrem,
tanto como constituintes de proteinas (pela modifica-
¢ao de residuos de aminodcidos comuns apds a sintese
proteica) quanto como metabdlitos livres.

» Os aminoacidos podem ser classificados em cinco ti-
pos com base na polaridade e carga (em pH 7) de seus
grupos R.

» Os aminoacidos variam em suas propriedades acido-
basicas e tém curvas de titulagdo caracteristicas. Ami-
noacidos monoamino monocarboxilicos (com grupos
R nio ionizaveis) sdo acidos diproticos (+H3NCH(R)
COOH) em pH baixo e existem em varias formas i6ni-
cas diferentes a medida que o pH aumenta. Aminoa-
cidos com grupos R ionizaveis tém espécies idnicas
adicionais, dependendo do pH do meio e do pK, do
grupo R.

3.2 Peptideos e proteinas

Agora o foco passa a ser os polimeros de aminoacidos, os
peptideos e as proteinas. Os polipeptideos que ocorrem
biologicamente variam em tamanho de pequenos a muito
grandes, consistindo em dois ou trés a milhares de residuos
de aminoacidos ligados. Aqui, serdo focalizadas as proprie-
dades quimicas fundamentais desses polimeros.

Peptideos sao cadeias de aminoacidos

Duas moléculas de aminoacidos podem ser ligadas de
modo covalente por meio de uma ligacdo amida substi-
tuida, denominada ligacao peptidica, a fim de produzir
um dipeptideo. Tal ligagdo é formada pela remocao de
elementos de dgua (desidratacdo) do grupo a-carboxila
de um aminoacido e do grupo a-amino do outro (Figura
3-13). A formacao da ligacdo peptidica é um exemplo de
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il TR
H,N—CH—C—OH + H—N—CH—CO00"

I

0

H,0 4% H,0

B
H3I<I—CH—(”3—N—CH—COO’

FIGURA3-13 Formagao de uma ligagao peptidica por condensacéo.
O grupo a-amino de um aminoacido (com grupo R’) atua como nucleéfi-
lo para deslocar o grupo hidroxila de outro aminodacido (com grupo R,
formando uma ligagao peptidica (sombreada). Os grupos amino sdo bons
nucleofilos, mas o grupo hidroxila € um grupo de saida fraco e ndo pronta-
mente deslocado. No pH fisiolégico, a reacdo mostrada aqui ndo ocorre em
grau apreciavel.

uma reacao de condensac¢do, uma classe comum de rea-
¢oes nas células vivas. Em condi¢des bioquimicas padrao,
o equilibrio para a reacdo mostrada na Figura 3-13 favore-
ce os aminoacidos em relacio ao dipeptideo. Para tornar a
reacdo mais favoravel termodinamicamente, o grupo car-
boxila deve ser modificado ou ativado quimicamente, de
modo que o grupo hidroxila possa ser mais rapidamente
eliminado. Uma abordagem quimica para esse problema
sera destacada posteriormente neste capitulo. A aborda-
gem biolégica para a formacao de ligacdes peptidicas é o
tépico principal do Capitulo 27.

Trés aminodcidos podem ser unidos por duas ligacoes
peptidicas para formar um tripeptideo; do mesmo modo,
quatro aminoacidos podem ser unidos para formar um te-
trapeptideo, cinco para formar um pentapeptideo, e assim
por diante. Quando alguns aminodcidos se ligam desse
modo, a estrutura é chamada de oligopeptideo. Quando
muitos aminodcidos se ligam, o produto é chamado de po-
lipeptideo. As proteinas podem ter milhares de residuos
de aminoacidos. Embora os termos “proteina” e “polipep-
tideo” sejam algumas vezes intercambiaveis, as moléculas
chamadas de polipeptideos tém massas moleculares abaixo
de 10.000, e as chamadas de proteinas tém massas molecu-
lares mais elevadas.

A Figura 3-14 mostra a estrutura de um pentapepti-
deo. Como ja observado, uma unidade de aminoacido em
um peptideo é frequentemente chamada de residuo (a par-
te restante apds a perda de elementos de dgua — um ato-
mo de hidrogénio de seu grupo amino e a metade hidroxi-
la de seu grupo carboxila). Em um peptideo, o residuo de
aminoacido na extremidade com um grupo a-amino livre
é chamado de residuo aminoterminal (ou N-terminal); o
residuo na outra extremidade, que tem um grupo carboxila
livre, é o residuo carboxiterminal (C-terminal).

CONVENCAO-CHAVE: Quando uma sequéncia de aminodci-
dos de um peptideo, polipeptideo ou proteina é exibida,
a extremidade aminoterminal é localizada a esquerda e a
extremidade carboxiterminal a direita. A sequéncia é lida
da esquerda para a direita, comecando com a extremidade
aminoterminal. M

OH
CH, CH,
pd
\(‘JH
on 7 0 o 0 o 0
SN R () () e
O H O H O H O H

Extremidade
carboxiterminal

Extremidade
aminoterminal

FIGURA 3-14 O pentapetideo seril-glicil-tirosil-alanil-leucina, Ser-
Gly-Tyr-Ala-Leu, ou SGYAL. Os peptideos sao nomeados a partir do resi-
duo aminoterminal, que por convencao é colocado a esquerda. As ligagdes
peptidicas sao sombreadas; os grupos R estao em cor-de-rosa.

Embora a hidroélise de uma ligacdo peptidica seja uma
reacdo exergonica, ela s6 ocorre lentamente porque tem
uma elevada energia de ativagdo (p. 27). Como resultado,
as ligacoes peptidicas em proteinas sdo muito estaveis, com
meia-vida média (¢,,) de cerca de 7 anos na maioria das
condicoes intracelulares.

Peptideos podem ser diferenciados por seus

comportamentos de ioniza¢ao

Peptideos contém apenas um grupo a-amino e um gru-
po a-carboxila livres, em extremidades opostas da cadeia
(Figura 3-15). Esses grupos se ionizam como nos ami-
noacidos livres, embora as constantes de ionizacdo sejam
diferentes porque um grupo de carga oposta nao € mais
ligado ao carbono «. Os grupos a-amino e a-carboxila de
todos os aminoacidos nao terminais sdo ligados covalen-
temente nas ligacoes peptidicas, que nao se ionizam e,
portanto, ndo contribuem para o comportamento acido-
basico total dos peptideos. Entretanto, os grupos R de

Ala CH—CH3
Glu CH—CH,—CH,—C00"

Gly CH,
0=C
NH
Lys CH—CH,—CH,—CH,—CH,—NH,
500*

FIGURA 3-15  Alanil-glutamil-glicil-lisina. Este tetrapeptideo tem um
grupo a-amino livre, um grupo a-carboxila livre e dois grupos R ionizaveis.
Os grupos ionizados em pH 7,0 estdo em cor-de-rosa.



alguns aminoacidos podem se ionizar (Tabela 3-1), e em
um peptideo, esses contribuem para as propriedades
acidobasicas gerais da molécula (Figura 3-15). Assim,
o comportamento acidobasico de um peptideo pode ser
previsto a partir de seus grupos a-amino e a-carboxila
livres combinado com a natureza e o nimero de seus gru-
pos R ionizaveis.

Como os aminodcidos livres, os peptideos tém curvas de
titulagdo caracteristicas e um pH isoelétrico caracteristico
(pD) que nao se desloca em um campo isoelétrico. Essas
propriedades sdo exploradas em algumas das técnicas uti-
lizadas para separar peptideos e proteinas, como sera visto
mais adiante neste capitulo. Deve ser enfatizado que o valor
do pK, para um grupo R ionizével pode se alterar um pouco
quando um aminoacido se torna um residuo em um pepti-
deo. A perda da carga nos grupos a-carboxila e a-amino, as
interagoes com outros grupos R do peptideo e outros fato-
res ambientais podem afetar o pK,. Os valores de pK, para
os grupos R listados na Tabela 3-1 podem ser um guia 1til
para a variagdo do pH em que um determinado grupo ird se
ionizar, mas eles ndo podem ser estritamente aplicados aos
peptideos.

Peptideos e polipeptideos biologicamente
ativos ocorrem em uma ampla variacao de
tamanhos e composi¢des

Nenhuma generalizacdo pode ser feita sobre as massas mo-
leculares de peptideos e proteinas biologicamente ativos
em relacdo as suas funcoes. Peptideos que ocorrem natu-
ralmente variam em comprimento de dois a muitos milhares
de residuos de aminoacidos. Mesmo os menores peptideos
podem ter efeitos biologicamente importantes. Considere o
dipeptideo sintetizado comercialmente éster metilico de L-
-aspartil-L-fenilalanina, o adocante artificial mais conhecido
como aspartame ou NutraSweet.

LU AN Dados moleculares de algumas proteinas
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COO
CH, O CH, ?l)
H;N—CH—C—N—CH—C—OCH,
H
Ester metilico de L-aspartil-.-fenilalanina
(aspartame)

Muitos peptideos pequenos exercem seus efeitos em
concentracoes muito baixas. Por exemplo, varios hormo-
nios de vertebrados (Capitulo 23) sao peptideos pequenos.
Esses incluem a ocitocina (nove residuos de aminodacidos),
secretada pela glandula neuro-hipdéfise, que estimula as
contracoes uterinas, e o fator de liberacdo de tireotropina
(trés residuos), formado no hipotdlamo e que estimula
a liberacdo de outro hormonio, tireotropina, da glandula
adeno-hipéfise. Alguns venenos extremamente toxicos de
cogumelos, como a amanitina, também sdo peptideos pe-
quenos, assim como muitos antibiéticos.

Qudo longo é o comprimento das cadeias polipeptidicas
em proteinas? Como a Tabela 3-2 mostra, os comprimen-
tos variam consideravelmente. O citocromo ¢ humano tem
104 residuos de aminoacidos ligados em uma tnica cadeia;
0 quimotripsinogénio bovino tem 245 residuos. No extremo
estd a titina, constituinte dos musculos de vertebrados, que
tem aproximadamente 27.000 residuos de aminoacidos e
massa molecular de cerca de 3.000.000. A grande maioria
das proteinas que ocorrem naturalmente € muito menor do
que ela, contendo menos de 2.000 residuos de aminoacidos.

Algumas proteinas consistem em apenas uma unica ca-
deia polipeptidica, porém outras, chamadas de proteinas
multissubunidade, tém dois ou mais polipeptideos as-
sociados de modo nédo covalente (Tabela 3-2). As cadeias
polipeptidicas individuais em uma proteina multissubunida-
de podem ser idénticas ou diferentes. Se pelo menos duas

Massa Numero de Numero de cadeias
molecular residuos polipeptidicas
Citocromo ¢ (humano) 12.400 104 1
Ribonuclease A (pancreas bovino) 13.700 124 1
Lisozima (clara de ovo de galinha) 14.300 129 1
Mioglobina (coracao de equinos) 16.700 153 1
Quimotripsina (pancreas bovino) 25.200 241 3
Quimotripsinogénio (bovinos) 25.700 245 1
Hemoglobina (humana) 64.500 574 4
Albumina sérica (humana) 66.000 609 1
Hexocinase (levedura) 107.900 972 2
RNA-polimerase (E. colz) 450.000 4.158 5
Apolipoproteina B (humana) 513.000 4.536 1
Glutamina-sintetase (. col?) 619.000 5.628 12
Titina (humana) 2.993.000 26.926 1
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sao idénticas, a proteina é chamada de oligomérica, e as
unidades idénticas (consistindo em uma ou mais cadeias
polipeptidicas) sdo chamadas de protomeros. A hemoglo-
bina, por exemplo, tem quatro subunidades polipeptidicas:
duas cadeias « idénticas e duas cadeias 8 idénticas, todas
as quatro mantidas unidas por interacdes nao covalentes.
Cada subunidade « é pareada de modo idéntico com uma
subunidade B dentro da estrutura dessa proteina multissu-
bunidade, de modo que a hemoglobina pode ser considera-
da tanto um tetramero de quatro subunidades de polipepti-
deos quanto um dimero de protomeros «f3.

Algumas proteinas contém duas ou mais cadeias poli-
peptidicas ligadas covalentemente. Por exemplo, as duas
cadeias polipeptidicas da insulina sdo unidas por liga¢des
dissulfeto. Em tais casos, os polipeptideos individuais nao
sdo considerados subunidades, mas sdo comumente chama-
dos simplesmente de cadeias.

A composi¢do de aminoacidos das proteinas também
é muito variavel. Os 20 aminoacidos comuns quase nunca
ocorrem em quantidades iguais em uma proteina. Alguns
aminoacidos podem ocorrer apenas uma vez ou estar au-

sentes em determinado tipo de proteina; outros podem
ocorrer em grande numero. A Tabela 3-3 mostra a compo-
sicdo de aminodacidos do citocromo ¢ e do quimotripsinogeé-
nio bovinos, o ultimo sendo o precursor inativo da enzima
digestiva quimotripsina. Essas duas proteinas, com fun¢des
muito diferentes, também diferem significativamente em
numeros relativos de cada tipo de residuo de aminodcido.
E possivel calcular o nimero aproximado de residuos
de aminodcidos em uma simples proteina que niao contenha
quaisquer outros constituintes quimicos dividindo a sua mas-
sa molecular por 110. Embora a massa molecular média dos
20 aminoacidos comuns seja de cerca de 138, os aminoacidos
menores predominam na maioria das proteinas. Levando em
conta as proporc¢oes nas quais os varios aminodacidos ocorrem
em uma proteina média (Tabela 3-1; as médias sdo determi-
nadas pela pesquisa da composicdo dos aminodcidos de mais
de 1.000 proteinas diferentes), a massa molecular média dos
aminoacidos de uma proteina é mais proxima de 128. Como
uma molécula de agua (M, 18) é removida para criar cada
ligacao peptidica, a massa molecular média de um residuo de
aminoacido em uma proteina é de cerca de 128 — 18 = 110.

1LUIAR R Composicao de aminodcidos de duas proteinas

Citocromo cbovino

Quimotripsinogénio bovino

Numero de residuos Porcentagem Numero de residuos Porcentagem

Aminoacido por molécula do total* por molécula do total*
Ala 6 6 22 9
Arg 2 2 4 1,6
Asn 5 5 14 5,7
Asp 3 3 9 3,7
Cys 2 2 10 4
GIn 3 3 10 4
Glu 9 9 5 2
Gly 14 13 23 9,4
His 3 3 2 0,8
Ile 6 10 4
Leu 6 6 19 7,8
Lys 18 17 14 5,7
Met 2 2 2 0,8
Phe 4 4 2,4
Pro 4 4 3,7
Ser 1 1 28 114
Thr 8 8 23 9,4
Trp 1 1 3,3
Tyr 4 4 4 1,6
Val 3 3 23 9,4
Total 104 102 245 99,7

Nota: Em algumas andlises usuais, como a hidrélise acida, Asp e Asn nao sdo distinguidos um do outro, sendo designados em
conjunto como Asx (ou B). De forma semelhante, quando Glu e GIn ndo podem ser distinguidos, eles sdo designados juntos
como GIx (ou Z). Adicionalmente, Trp € destruido por hidrélise acida. Métodos adicionais devem ser utilizados para se obter

uma avaliacdo precisa do contetido completo de aminodcidos.

*Porcentagens nao somam 100% em razao de arredondamentos.
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Classe Grupo prostético Exemplo
Lipoproteinas Lipideos B,-Lipoproteina sanguinea
Glicoproteinas Carboidratos Imunoglobulina G
Fosfoproteinas Grupos fosfato Caseina do leite
Hemoproteinas Heme (porfirina férrica) Hemoglobina
Flavoproteinas Nucleotideos de flavina Succinato-desidrogenase
Metaloproteinas Ferro Ferritina

Zinco Alcool-desidrogenase

Calcio Calmodulina

Molibdénio Dinitrogenase

Cobre Plastocianina

Algumas proteinas contém outros grupos quimicos
além dos aminoacidos

Muitas proteinas, como, por exemplo, as enzimas ribonu-
clease A e a quimotripsina, contém apenas residuos de
aminoacidos e nenhum outro constituinte quimico; elas sao
consideradas proteinas simples. Entretanto, algumas pro-
teinas contém componentes quimicos permanentemente
associados além dos aminoacidos; elas sio chamadas de
proteinas conjugadas. A parte ndo aminoacido de uma
proteina conjugada é normalmente chamada de grupo
prostético. As proteinas conjugadas sdo classificadas com
base na natureza quimica de seus grupos prostéticos (Ta-
bela 3-4); por exemplo, lipoproteinas contém lipideos,
glicoproteinas contém grupos de agticares e metalopro-
teinas contém um metal especifico. Algumas proteinas
contém mais de um grupo prostético. Normalmente o grupo
prostético desempenha um papel importante na func¢éo bio-
légica da proteina.

RESUMO0 3.2 Peptideos e proteinas

P Aminodcidos podem ser unidos de modo covalente por
meio de liga¢cbes peptidicas para formar peptideos e
proteinas. As células geralmente contém milhares de
proteinas diferentes, cada uma com uma atividade bio-
légica diferente.

P Proteinas podem ser cadeias peptidicas muito longas
de 100 a muitos milhares de residuos de aminoacidos.
Entretanto, alguns peptideos que ocorrem naturalmen-
te possuem apenas alguns poucos residuos de aminoa-
cidos. Algumas proteinas sdo compostas por varias ca-
deias polipeptidicas associadas de modo ndo covalente,
chamadas de subunidades.

P Proteinas simples produzem, por hidrélise, apenas ami-
nodcidos; proteinas conjugadas contém além deles, al-
guns outros componentes, tais como um metal ou um
grupo prostético.

3.3 Trabalhando com proteinas

A compreensdo da estrutura e fun¢io de proteinas pelos
bioquimicos derivou de estudos de muitas proteinas indivi-

duais. Para estudar em detalhe uma proteina, o pesquisador
deve ser capaz de separa-la de outras proteinas na forma
pura e deve dominar as técnicas para determinar suas pro-
priedades. Os métodos necessarios vém da quimica de pro-
teinas, disciplina tdo antiga quanto a prépria bioquimica e
que mantém uma posicdo central na pesquisa bioquimica.

Proteinas podem ser separadas e purificadas

Uma preparagdo pura € essencial para a determinacgdo das
propriedades e atividades de uma proteina. Visto que as
células contém milhares de diferentes tipos de proteinas,
como uma proteina pode ser purificada? Métodos classicos
para separacdo de proteinas se aproveitam das proprieda-
des que variam de uma proteina para outra, incluindo o ta-
manho, a carga e as propriedades de ligacdo. Eles foram
complementados nas ultimas décadas por outros métodos,
envolvendo a clonagem do DNA e o sequenciamento do
genoma, que podem simplificar o processo de purificagdo
de proteinas. Os métodos mais recentes, apresentados no
Capitulo 9, frequentemente modificam artificialmente a
proteina que estd sendo purificada, adicionando poucos ou
muitos residuos de aminoacidos a uma ou ambas as extre-
midades. A conveniéncia, portanto, paga o preco de alterar
potencialmente a atividade da proteina purificada. A purifi-
cacao de proteinas em seus estados nativos (a forma como
funcionam nas células) depende geralmente dos métodos
descritos aqui.

A fonte de uma proteina é geralmente um tecido ou uma
célula microbiana. A primeira etapa de qualquer procedi-
mento de purificagdo de proteina é romper essas células,
liberando suas proteinas em uma solucdo chamada de ex-
trato bruto. Se necessario, pode ser utilizada centrifuga-
¢ao diferencial para preparar fracoes subcelulares ou para
isolar organelas especificas (ver Figura 1-8).

Uma vez prontos o extrato ou a preparacgdo de organe-
las, varios métodos estdo disponiveis para purificar uma
ou mais das proteinas neles contidas. Em geral, o extrato
é submetido a tratamentos para separar as proteinas em di-
ferentes fracdes com base em uma propriedade, tal como
tamanho ou carga, em um processo chamado de fraciona-
mento. Etapas iniciais de fracionamento em uma purifica-
¢ao utilizam diferencas na solubilidade de proteinas, que
sdo uma funcao complexa do pH, temperatura, concentra-
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¢ao de sais e outros fatores. A solubilidade de proteinas é
reduzida em presenca de alguns sais, um efeito chamado de
salting out. A adicao de certos sais na quantidade correta
pode precipitar seletivamente algumas proteinas, enquan-
to outras permanecem em solucao. Particularmente eficaz,
o sulfato de amoénio ((NH,),SO,) é muitas vezes utilizado
para precipitar proteinas. As proteinas assim precipitadas
sdo removidas daquelas que permanecem em solugdo por
centrifugacido em baixa rotagao.

Uma solucdo contendo a proteina de interesse geral-
mente precisa ser modificada adicionalmente antes que as
etapas de purificagdo subsequentes sejam possiveis. Por
exemplo, a didlise é um procedimento que separa protei-
nas de solutos pequenos se aproveitando do tamanho maior
das proteinas. O extrato parcialmente purificado é colocado
em uma bolsa ou tubo composto por uma membrana semi-
permeavel. Quando este é suspenso em um volume muito
maior de uma solucio tamponada de forca i6nica adequada,
a membrana permite a troca de sal e de solucdo tampao,
mas nao de proteinas. Assim, a didlise retém as proteinas
grandes no interior da bolsa membranosa ou tubo, permi-
tindo que a concentracado de outros solutos na preparagao
de proteinas se altere até ficarem em equilibrio com a so-
lucdo fora da membrana. A didlise pode ser utilizada, por
exemplo, para remover o sulfato de amonio da preparacdo
proteica.

0Os métodos mais eficientes para fracionar proteinas uti-
lizam a cromatografia em coluna, que se utiliza das dife-
rencas na carga das proteinas, tamanho, afinidade de ligacao
e outras propriedades (Figura 3-16). Um material sélido
poroso com propriedades quimicas adequadas (fase estacio-
naria) é mantido em uma coluna, e uma solucao tamponada
(fase movel) migra através dela. A proteina, dissolvida na
mesma solucdo tampao que foi utilizada para estabelecer a
fase moével, é colocada no topo da coluna. A proteina entao
atravessa a matriz sélida como uma banda que se expande
cada vez mais no interior da fase mével maior. Proteinas in-
dividuais migram com mais rapidez ou lentidao através da
coluna, dependendo de suas propriedades.

A cromatografia de troca ionica explora as diferen-
¢as no sinal e magnitude da carga elétrica final de protei-
nas em um determinado pH (Figura 3-17a). A matriz da
coluna é um polimero sintético (resina) que contém gru-
pos carregados ligados; aqueles ligados a grupos anioénicos
sdo chamados de permutadores de cations, e aqueles
ligados a grupos cationicos sdo chamados de permutado-
res de anions. A afinidade de cada proteina pelos grupos
carregados na coluna é afetada pelo pH (que determina o
estado de ionizacdo da molécula) e a concentracao de fons
de sais livres competindo na solucao circundante. A sepa-
ra¢do pode ser otimizada por mudangas graduais no pH e/
ou na concentracdo de sal da fase mével de modo a criar
um gradiente de pH ou de sal. Na ecromatografia de tro-
ca cationica, a matriz sélida tem grupos carregados nega-
tivamente. Na fase mével, as protefnas com uma carga final
positiva migram através da matriz mais lentamente que
aquelas proteinas com uma carga final negativa, porque a
migracdo das primeiras é mais retardada por sua interagdo
com a fase estaciondria.

Em colunas de troca ionica, a expansao da banda de
proteina na fase moével (a solucdo proteica) é causada

Reservatori

Amostra proteica
(fase mével)

Matriz solida porosa
(fase estacionaria)

Suporte poroso

Registrador Detector

Efluente —

Coletor
de fragoes

FIGURA3-16 Cromatografia em coluna. Os elementos padrdo de uma
coluna cromatogréfica incluem um material poroso (matriz) sélido apoiado
no interior de uma coluna, geralmente feita de plastico ou vidro. Uma solu-
cao, a fase movel, flui através da matriz, a fase estacionaria. A solucao que sai
da coluna (o efluente) é constantemente substituida pela solucao fornecida
por um reservatorio no topo. A solugdo de proteina a ser separada é coloca-
da no topo da coluna e deixada percolar pela matriz sélida. Mais solucéo é
adicionada no topo. A solugéo proteica forma uma banda no interior da fase
movel que tem inicialmente a profundidade da solucdo de proteina aplica-
da a coluna. A medida que as protefinas migram através da coluna (mostra-
da aqui em cinco momentos diferentes), elas sao retardadas em diferentes
graus por suas diferentes interacdes com o material da matriz. A banda total
de proteina, portanto, se amplia a medida que se move através da coluna.
Tipos individuais de proteinas (como A, B e C, mostradas em azul, vermelho
e verde) se separam gradualmente umas das outras, formando bandas no
interior da banda proteica mais larga. A separagao melhora (i.e, aumenta a
resolucdo) a medida que o comprimento da coluna aumenta. Entretanto,
cada banda proteica individual também se alarga com o tempo devido a
disperséo por difusao, processo que diminui a resolucdo. Nesse exemplo, a
proteina A estd bem separada da B e C, mas a disperséo por difusdo impede
a separacao completa de B e C sob essas condicoes.

tanto pela separacdo de proteinas com diferentes proprie-
dades quanto pela disperséo por difusdo. A medida que o
comprimento da coluna aumenta, a resolucao de dois tipos
de proteinas com diferentes cargas finais geralmente me-
lhora. Entretanto, a velocidade na qual a solug¢io protei-
ca pode fluir através da coluna geralmente diminui com
o comprimento da coluna. E, a medida que a duragao do
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(a) Cromatografia de troca iénica

As proteinas movem-se
através da coluna em
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por suas cargas finais no
pH utilizado. Com
permutadores de cations,
as proteinas com mais
carga final negativa
movem-se mais rapido e

As moléculas de
proteinas separam-se
por tamanho; moléculas
maiores passam mais
livremente, aparecendo
nas fragdes iniciais.

Solucéo de ligante é
adicionada a coluna
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FIGURA3-17 Trés métodos cromatograficos usados na puri-
ficacdo de proteinas. (a) A cromatografia de troca idnica explora
diferencas no sinal e na magnitude das cargas elétricas finais de
proteinas em um determinado pH. (b) A cromatografia de exclusdo
por tamanho, também chamada de filtragdo em gel, separa protei-
nas de acordo com o tamanho. (c) A cromatografia de afinidade
separa proteinas por suas especificidades de ligagéo. Detalhes adi-
cionais desses métodos sao fornecidos no texto.
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Proteinas ndo desejadas séo A proteina de interesse é eluida
lavadas da coluna. pela solugao de ligante.

(c) Cromatografia de afinidade
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tempo dispendido na coluna aumenta, a resolucdo pode
diminuir como resultado da dispersdo por difusdo no in-
terior de cada banda proteica. A medida que o conteido
da solucéo proteica sai de uma coluna, porcoes sucessivas
(fracdes) desse efluente sao coletadas em tubos de ensaio.
Cada fragao pode ser testada para a presenca da proteina
de interesse, assim como outras propriedades, tais como a
forga idbnica ou a concentracgao total de proteinas. Todas as
fragdes positivas para a proteina de interesse podem ser
reunidas como o produto dessa etapa cromatografica da
purificacdo de proteinas.

PROBLEMA RESOLVIDO3-1  Trocaionica de peptideos

Um bioquimico deseja separar dois peptideos por cromato-
grafia por troca ionica. No pH da fase movel a ser utilizado
na coluna, um peptideo(A) possui uma carga final de -3,
em decorréncia da presenca de mais residuos de Glu e Asp
do que de Arg, Lys e His. O peptideo B tem carga final de
+1. Qual peptideo ira eluir primeiro a partir de uma resina
de troca catidnica? Qual ird eluir primeiro a partir da resina
de troca anionica?

Solucdo: Uma resina de troca cationica possui cargas nega-
tivas e se liga a moléculas carregadas positivamente, retar-
dando seu progresso pela coluna. O peptideo B, com sua
carga final positiva, interagird mais fortemente do que o
peptideo A com a resina de troca cationica e, portanto, o
peptideo A ird eluir primeiro. Na resina de troca anionica, o
peptideo B ird eluir primeiro. O peptideo A, sendo carrega-
do negativamente, sera retardado por sua interacdo com a
resina positivamente carregada.

A Figura 3-17 mostra duas outras variagdes da croma-
tografia em coluna além da troca idnica. A cromatografia
de exclusao por tamanho, também chamada de filtragcdo
em gel (Figura 3-17b), separa as proteinas de acordo com o
tamanho. Neste método, as proteinas grandes emergem da
coluna mais cedo do que as proteinas menores — resultado
um tanto contrario ao esperado intuitivamente. A fase soli-
da consiste em granulos de polimeros reticulados com po-
ros ou cavidades projetados com um determinado tamanho.
As proteinas grandes ndo podem entrar nas cavidades e,
assim, tomam um caminho mais curto (e mais rapido) atra-
vés da coluna, ao redor dos granulos. Proteinas pequenas
penetram nas cavidades e sio retardadas em seu caminho
de labirintos através da coluna. A cromatografia de exclu-
sdo por tamanho também pode ser utilizada para estimar o
tamanho de uma proteina que estd sendo purificada, utili-
zando métodos semelhantes aos descritos na Figura 3-19.

A cromatografia de afinidade se baseia na afinidade
de ligacdo (Figura 3-17¢). Os granulos na coluna tém um
grupo quimico covalentemente ligado chamado de ligante
—um grupo ou molécula que se liga a uma macromolécula,
tal como uma proteina. Quando uma mistura de proteinas é
adicionada a coluna, qualquer proteina com afinidade para
esse ligante se liga aos granulos, e sua migragdo através da
matriz € retardada. Por exemplo, se a funcio biol6gica de
uma proteina envolve a ligacdo ao ATP, entdo, ligando-se
uma molécula que se assemelha ao ATP a esses granulos

na coluna cria-se uma matriz de afinidade que pode ajudar
a purificar a proteina. A medida que a solucdo proteica se
desloca através da coluna, as proteinas ligadoras de ATP
(incluindo a proteina de interesse) se ligam a matriz. Apés
a lavagem das proteinas que nédo se ligam na coluna, a pro-
teina ligada é eluida por uma solucdo contendo uma alta
concentracao de sal ou um ligante livre — nesse caso o ATP
ou um analogo do ATP. O sal enfraquece a ligacao da pro-
tefna ao ligante imobilizado, interferindo com as interacdes
ionicas. O ligante livre compete com o ligante ligado aos
granulos, liberando a proteina da matriz; o produto proteico
que elui da coluna é com frequéncia ligado ao ligante utili-
zado para elui-lo.

Métodos cromatograficos sdo aperfeicoados com a
utilizacao de HPLC, ou cromatografia liquida de alto
desempenho. A HPLC faz uso de bombas de alta pressao
que aceleram o movimento das moléculas de proteina co-
luna abaixo, bem como materiais cromatograficos de maior
qualidade que podem suportar a forca de esmagamento do
fluxo pressurizado. Reduzindo o tempo de transito na colu-
na, a HPLC pode limitar a dispersao por difusido das bandas
proteicas e, assim, melhorar muito a resolucao.

A abordagem para purificagdo de uma proteina que nao
tenha sido previamente isolada é guiada tanto pelos prece-
dentes estabelecidos quanto pelo senso comum. Na maioria
dos casos, varios métodos diferentes devem ser utilizados
sequencialmente para purificar uma proteina completa-
mente, cada método separando as proteinas com base em
propriedades diferentes. Por exemplo, se uma etapa separa
as proteinas ligadoras de ATP daquelas que néo se ligam
a ele, entdo, a préxima etapa deve separar as varias pro-
teinas ligadoras de ATP com base no tamanho ou na carga
para isolar a proteina especifica que é desejada. A escolha
dos métodos é um tanto empirica, e muitas estratégias po-
dem ser tentadas antes que a mais eficaz seja encontrada.
Tentativas e erros podem ser frequentemente minimizados
baseando-se o novo procedimento em técnicas de purifica-
¢ao desenvolvidas para proteinas semelhantes. Protocolos
de purificacao publicados estdo disponiveis para muitos mi-
lhares de proteinas. O senso comum determina que proce-
dimentos mais baratos, tal como o salting out, devam ser
utilizados primeiro, quando o volume total e o nimero de
contaminantes sdo maiores. Métodos cromatograficos sao
frequentemente impraticaveis nas fases iniciais porque a
quantidade de meio cromatografico necessario aumenta
com o tamanho da amostra. A medida que cada etapa de
purificagdo se completa, o tamanho da amostra geralmente
se torna menor (Tabela 3-5), tornando possivel utilizar pro-
cedimentos cromatograficos mais sofisticados (e caros) em
fases posteriores.

Proteinas podem ser separadas e caracterizadas
por eletroforese

Outra técnica importante para separacdo de proteinas se
baseia na migracdo de proteinas carregadas em um campo
elétrico, um processo chamado de eletroforese. Em ge-
ral, esses procedimentos ndo sao utilizados para purificar
proteinas, pois alternativas mais simples estdo disponiveis
e métodos eletroforéticos com frequéncia afetam adversa-
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Volume da fracao Proteina total Atividade Atividade especifica
Procedimento ou etapa (mL) (mg) (unidades) (unidades/mg)
1. Extrato celular bruto 1.400 10.000 100.000 10
2. Precipitacdo com sulfato de amdnio 280 3.000 96.000 32
3. Cromatografia de troca idnica 90 400 80.000 200
4. Cromatografia de exclusdo por tamanho 80 100 60.000 600
5. Cromatografia de afinidade 6 3 45.000 15.000

Nota: Todos os dados representam o estado da amostra apds a realizacdo do procedimento designado. A atividade e a atividade especifica sdo definidas na

pagina 95.

mente a estrutura e, desse modo, a funcio das proteinas.
Entretanto, como um método analitico, a eletroforese é ex-
tremamente importante. Sua vantagem € que as proteinas
podem ser visualizadas, bem como separadas, permitindo
ao pesquisador estimar rapidamente o nimero de protei-
nas diferentes em uma mistura ou o grau de pureza de uma
preparacio proteica especifica. A eletroforese também
pode ser utilizada para determinar propriedades cruciais
de uma proteina, tal como seu ponto isoelétrico, e estimar
sua massa molecular.

Em geral, a eletroforese de proteinas é realizada em géis
compostos de polimeros reticulados de poliacrilamida (Fi-
gura 3-18). O gel de poliacrilamida age como uma peneira
molecular, retardando a migracdo de proteinas aproximada-
mente em proporcao a sua razao carga-massa. A migracao
também pode ser afetada pela forma da proteina. Na ele-
troforese, a forca que move a macromolécula é o potencial
elétrico K. A mobilidade eletroforética, w, de uma molécula
é arazdo de sua velocidade V|, em relacdo ao seu potencial
elétrico. A mobilidade eletroforética ¢ também igual a carga
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FIGURA 3-18 Eletroforese. (a) Diferentes amostras sdo colocadas em
pogos ou depressdes no topo do gel de SDS-poliacrilamida. As proteinas se
movem para o gel quando um campo elétrico é aplicado. O gel minimiza
as correntes de convecgao causadas pelos pequenos gradientes de tem-
peratura, bem como movimentos proteicos além daqueles induzidos pelo
campo elétrico. (b) Proteinas podem ser visualizadas apds eletroforese tra-
tando o gel com um corante como o azul Coomassie, que se liga as protei-
nas, mas ndo ao gel em si. Cada banda no gel representa uma proteina di-
ferente (ou subunidade de proteina); protefinas menores se movem através
do gel mais rapidamente que as maiores e, portanto, séo encontradas mais

(b)

préximas da base do gel. Esse gel ilustra a purificagdo da proteina RecA de
Escherichia coli (descrita no Capitulo 25). O gene para a proteina RecA foi
clonado (Capitulo 9) para que sua expressao (sintese da proteina) pudesse
ser controlada. A primeira canaleta mostra um conjunto de protefnas pa-
drdo (de M, conhecido), servindo como marcadores de massa molecular.
As duas canaletas seguintes mostram proteinas de células de E. coli antes e
depois que a sintese da proteina RecA foi induzida. A quarta canaleta mos-
tra as protefnas presentes apds sucessivas etapas de purificacdo. A proteina
purificada é uma cadeia polipeptidica tnica (M, 38.000), como mostrado
na canaleta mais a direita.
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FIGURA3-19 Estimando a massa molecular de uma proteina. A mo-
bilidade eletroforética de uma proteina em gel de SDS-poliacrilamida esta
relacionada a sua massa molecular, M.. (a) Proteinas-padréo de massa mo-
lecular conhecido sdo sujeitas a eletroforese (calha 1). Estas proteinas mar-
cadoras podem ser usadas para estimar a massa molecular de uma proteina
desconhecida (calha 2). (b) Um gréfico do log M, das proteinas marcado-
ras versus migracao relativa durante a eletroforese € linear, permitindo que

final Z da molécula dividida por seu coeficiente de fric¢ao
f, que reflete em parte a forma de uma proteina. Portanto:

_Y_z

E f
A migragcao de uma proteina em um gel durante a eletro-
forese €, portanto, uma fun¢ao do seu tamanho e formato.

Um método eletroforético comumente empregado para

estimar a pureza e a massa molecular utiliza o detergente
dodecil sulfato de sédio (SDS) (“dodecil” significa uma
cadeia de 12 carbonos).

w

i
Na® 70—%—0—(CH2)HCH3
(6]
Dodecil sulfato de sédio

(SDS)

Uma proteina se ligara cerca de 1,4 vez sua massa de SDS,
aproximadamente uma molécula de SDS para cada residuo
de aminodcido. Um SDS ligado contribui com uma grande
carga final negativa, tornando a carga intrinseca da proteina
insignificante e conferindo a cada proteina uma razao carga-
-massa semelhante. Além disso, a ligacdo de SDS desdobra
parcialmente as proteinas, de modo que a maior parte das
proteinas ligadas ao SDS assume uma forma semelhante a
bastonetes. A eletroforese na presenca de SDS, portanto, se-
para proteinas quase que exclusivamente com base em sua
massa (massa molecular), com os peptideos menores migran-
do mais rapidamente. Apos a eletroforese, as proteinas sao
visualizadas pela adi¢cdo de um corante, como o azul de Coo-

de M, desconhecida

Proteina

(b) Migragéo relativa

a massa molecular da proteina desconhecida seja lido a partir do gréfico.
(De maneira semelhante, um conjunto de proteinas padrao com tempos de
retencao reproduziveis em uma coluna de exclusao por tamanho pode ser
usado para criar uma curva padrao de tempo de retencao versus log M. O
tempo de retencao de uma substancia desconhecida na coluna pode ser
comparado com sua curva padrao para obter um M, aproximado.)

massie, que se liga as proteinas, mas nao ao gel em si (Figura
3-18b). Assim, um pesquisador pode monitorar o progresso
de um procedimento de purificacdo de proteinas a medida
que o numero de bandas de proteinas visiveis no gel diminui
apoés cada nova fase de fracionamento. Quando comparada as
posicdes para as quais as proteinas de massa molecular co-
nhecido migram no gel, a posicao de uma proteina nao identi-
ficada pode fornecer uma boa estimativa de sua massa mole-
cular (Figura 3-19). Se a proteina tem duas ou mais
subunidades diferentes, as subunidades sdo geralmente sepa-
radas por tratamento com SDS, e uma banda separada apare-
ce para cada uma delas. % Eletroforese em gel com SDS

A focalizacao isoelétrica ¢ um procedimento utiliza-
do para determinar o ponto isoelétrico (pI) de uma proteina
(Figura 3-20). Um gradiente de pH é estabelecido permi-
tindo-se que uma mistura de 4cidos e bases organicas de
baixo peso molecular (anfélitos; p. 81) se distribuia em um
campo elétrico gerado ao longo do gel. Quando uma mistura
de proteinas € aplicada, cada proteina migra até alcancar o
pH correspondente ao seu pl. Proteinas com pontos isoelé-
tricos diferentes sdo, assim, distribuidas de modo diferente
ao longo do gel.

A combinacdo da focalizacdo isoelétrica com a eletro-
forese em SDS sequencialmente em um processo chamado
de eletroforese bidimensional permite a resolucdo de
misturas complexas de proteinas (Figura 3-21). Esse é
um método analitico mais sensivel do que qualquer método
eletroforético sozinho. A eletroforese bidimensional separa
proteinas de massa molecular idéntica que diferem em seu
pl, ou proteinas com valores de pl semelhantes, mas com
massas moleculares diferentes.



Uma amostra de proteina pode ser aplicada a uma
extremidade de uma fita de gel com um gradiente de
pH imobilizado. Ou uma amostra de proteina em uma
solugdo de anfélitos pode ser usada para reidratar uma
fita de gel desidratada.

Um campo elétrico é aplicado.

© ©
| .. . . |
pH9

pl descrescente ———  pH 3

Apds serem coradas, as proteinas sdéo mostradas distribuidas
ao longo do gradiente de pH segundo seus valores de pH.

FIGURA 3-20 Focalizagao isoelétrica. Essa técnica separa proteinas de
acordo com seus pontos isoelétricos. Uma mistura de proteinas é colocada
em uma fita de gel contendo um gradiente de pH imobilizado. Com a apli-
cagcao de um campo elétrico, as proteinas entram no gel e migram até que
cada uma atinja um pH equivalente ao seu pl. Lembre-se que quando o pH
= pl, a carga final de uma proteina é zero.

Proteinas nao separadas podem ser quantificadas

Para purificar uma proteina, é essencial possuir um meio
para detectar e quantificar aquela proteina na presenca de
muitas outras proteinas em cada estagio do procedimento.
Frequentemente, a purificagdo deve prosseguir na auséncia
de qualquer informac¢do sobre o tamanho ou propriedades
fisicas da proteina ou sobre a fracdo da massa proteica total
que ela representa no extrato. Para proteinas que sdo enzi-
mas, a quantidade de uma determinada solucao ou extrato
de tecido pode ser medida ou ensaiada, em termos do efeito
catalitico que a enzima produz — isto €, o aumento na taxa
em que seu substrato é convertido para produtos de rea-
¢do quando a enzima estd presente. Para esse propoésito, o
pesquisador deve conhecer (1) a equacio geral da reagdo
catalisada, (2) um procedimento analitico para determinar
o desaparecimento do substrato ou o aparecimento de um
produto de reacgdo, (3) se a enzima necessita de cofatores,
como ions metalicos ou coenzimas, (4) a dependéncia da
atividade enzimatica da concentracdo do substrato, (56) o
pH 6timo e (6) uma zona de temperatura em que a enzima
é estavel e possui alta atividade. Enzimas sdo geralmente
analisadas em seu pH 6timo em alguma temperatura con-
veniente na faixa de 25 a 38°C. Altas concentragdes de
substrato também sdo geralmente utilizadas, de modo que a
velocidade de reacdo inicial, medida experimentalmente, é
proporcional a concentracao da enzima (Capitulo 6).

Por convencdo internacional, a unidade 1,0 de ativida-
de enzimatica para a maior parte das enzimas € definida
como a quantidade de enzima que leva a transformacao
de 1,0 wmol de substrato em produto, por minuto, a 25°C,
sob condic¢des 6timas de medicdo (para algumas enzimas,
essa definicdo ndo é conveniente, e uma unidade pode ser
definida diferentemente). O termo atividade se refere as
unidades totais de enzima em uma solugdo. A atividade
especifica € o nimero de unidades de enzimas por miligra-
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FIGURA 3-21 Eletroforese bidimensional. Em primeiro lugar, as protei-

nas sao separadas por focalizacdo isoelétrica em uma fita de gel fina. O gel
é colocado entéo horizontalmente em um segundo gel em forma de placa,
e as proteinas s&o separadas por eletroforese em gel de poliacrilamida-SDS.
A separacdo horizontal reflete diferencas no pl; a separacéo vertical reflete
diferencas na massa molecular. O complemento proteico original é, deste
modo, espalhado em duas dimensdes. Milhares de proteinas celulares po-
dem ser resolvidas usando essa técnica. Manchas de proteinas individuais
podem ser cortadas do gel e identificadas por espectrometria de massa (ver
Figuras 3-30 e 3-31).

ma de proteina total (Figura 3-22). A atividade especifica
é uma medida de pureza enzimatica: ela aumenta durante a
purificacdo de uma enzima e se torna maxima e constante
quando a enzima é pura (Tabela 3-5, p. 93).

Ap6s cada etapa de purificacio, a atividade da prepara-
¢ao (em unidades de atividade enzimatica) € analisada, a
quantidade total de proteina é determinada independente-
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FIGURA 3-22 Atividade versus atividade especifica. A diferenca en-
tre esses termos pode ser ilustrada considerando dois béqueres contendo
esferas. Os béqueres contém o mesmo numero de esferas vermelhas, mas
numeros diferentes de esferas de outras cores. Se as esferas representam
proteinas, ambos os béqueres contém a mesma atividade da proteina repre-
sentada pelas esferas vermelhas. O segundo béquer, no entanto, apresenta
a atividade especifica maior porque as esferas vermelhas representam uma
fracdo mais alta do total.

mente e a razdo das duas fornece a atividade especifica. A
atividade e a proteina total geralmente diminuem em cada
etapa. A atividade diminui porque hd sempre alguma per-
da em consequéncia da inativacdo ou interacoes nao ideais
com materiais cromatograficos ou outras moléculas na so-
lucdo. A proteina total diminui porque o objetivo € remover
o maximo possivel de proteina inespecifica e indesejada.
Em uma etapa bem-sucedida, a perda de proteina inespe-
cifica € muito maior que a perda de atividade; portanto, a
atividade especifica aumenta mesmo que a atividade total
decaia. Os dados estao reunidos em uma tabela de purifi-
cacao semelhante a Tabela 3-5. Em geral, uma proteina é
considerada pura quando etapas de purificacdo adicionais
nao conseguem aumentar a atividade especifica e quando
apenas uma unica espécie de proteina pode ser detectada
(p. ex., por eletroforese).

Para proteinas ndo enzimas, outros métodos de quanti-
ficaclo sdo necessarios. Proteinas de transporte podem ser

Estrutura
primdria
Pro]
[Ala |
[Asp]
Lys |
IThr |
[Asn
Val |
Lys |

Ala
Ala 5*
Trp A

Estrutura

FIGURA 3-23 Niveis de estrutura nas
proteinas. A estrutura primdria consiste em
uma sequéncia de aminodacidos unidos por
ligages peptidicas e inclui quaisquer pontes
dissulfeto. O polipeptideo resultante pode
ser disposto em unidades de estrutura secun-
ddria, como em uma hélice a.. A hélice é uma

d idria do polipeptid Gl
parte da estrutlura tercidria do polipepti eo Lys hélice a
dobrado, que é ele mesmo uma das subuni- Val |
dades que compdem a estrutura quaterndria —
da proteina multissubunidade, nesse caso a Residuos de
aminoacidos

hemoglobina.

secundaria

analisadas pela sua ligacdo a molécula que elas transportam
e hormonios e toxinas pelo efeito biol6gico que produzem;
por exemplo, hormdnios de crescimento irdo estimular o
crescimento de certas células em cultura. Algumas pro-
teinas estruturais representam uma grande fracdo de uma
massa tecidual a ponto de ela ser rapidamente extraida e
purificada sem um ensaio funcional. As abordagens sio tao
variadas quanto as proprias proteinas.

RESUMO0 3.3  Trabalhando com proteinas

P> Proteinas sdo separadas e purificadas com base nas di-
ferencas de suas propriedades. Proteinas podem ser se-
letivamente precipitadas por mudancas no pH ou tem-
peratura e, particularmente, pela adicdo de certos sais.
Uma ampla gama de procedimentos cromatograficos faz
uso de diferencas de tamanho, afinidades de ligacao,
carga e outras propriedades. Essas incluem a troca ioni-
ca, a exclusdo por tamanho, a afinidade e a cromatogra-
fia liquida de alto desempenho.

> Eletroforese separa proteinas com base na massa ou
carga. A eletroforese em gel SDS e a focalizacao isoelé-
trica podem ser utilizadas separadamente ou em combi-
nac¢do para uma resolucio mais alta.

» Todos os procedimentos de purificacdo exigem um mé-
todo para quantificacdo ou andlise da proteina de in-
teresse na presenca de outras proteinas. A purificacdo
pode ser monitorada por andlise da atividade especifica.

3.4 Aestrutura de proteinas: estrutura primaria

A purificagdo de uma proteina é geralmente apenas um
preludio para uma disseccdo bioquimica detalhada de sua
estrutura e funcdo. O que torna uma proteina uma enzima,
outra um hormonio, outra uma proteina estrutural e ainda
outra um anticorpo? Como elas diferem quimicamente? As
distingdes mais 6bvias sdo estruturais, e agora serd aborda-
da a estrutura das proteinas.

A estrutura de grandes moléculas, tais como protei-
nas, pode ser descrita em varios niveis de complexidade,
arranjada em um tipo de hierarquia conceitual. Quatro ni-
veis de estrutura proteica sdo comumente definidos (Fi-
gura 3-23). Uma descricao de todas as ligacoes covalentes

Estrutura
quaternaria

Estrutura
terciaria

Cadeia polipeptidica Subunidades reunidas



(principalmente ligagoes peptidicas e ligagoes dissulfeto)
ligando residuos de aminoacidos em uma cadeia polipepti-
dica é a sua estrutura primaria. O elemento mais impor-
tante da estrutura primaria é a sequéncia de residuos de
aminoacidos. A estrutura secundaria se refere a arranjos
particularmente estaveis de residuos de aminoacidos dan-
do origem a padrdes estruturais recorrentes. A estrutura
terciaria descreve todos os aspectos do enovelamento
tridimensional de um polipeptideo. Quando uma proteina
tem duas ou mais subunidades polipeptidicas, seus arran-
jos no espaco sio chamados de estrutura quaternaria.
Nossa exploracdo de proteinas, por fim, inclui maquinas
proteicas complexas que consistem em dezenas de milha-
res de subunidades. A estrutura primaria é o foco do res-
tante deste capitulo; os niveis mais elevados de estrutura
sdo discutidos no Capitulo 4.

As diferencas na estrutura primaria podem ser especial-
mente informativas. Cada proteina tem um nimero e uma
sequéncia de residuos de aminoacidos distintos. Como sera
visto no Capitulo 4, a estrutura primaria de uma proteina
determina como ela se dobra em sua estrutura tridimen-
sional unica, e isso, por sua vez, determina a func¢do da
proteina. Em primeiro lugar, serdo considerados os indicios
empfiricos de que a sequéncia de aminodcidos e a funcéo
da proteina sido intimamente ligadas; em seguida, serd des-
crito como a sequéncia de aminodcidos é determinada; e,
finalmente, serdo destacados os multiplos usos dessas in-
formacdes.

A funcao de uma proteina depende de sua sequéncia
de aminodcidos

A bactéria Escherichia coli produz mais de 3.000 proteinas
diferentes; um ser humano tem ~25.000 genes que codi-
ficam um ndmero muito maior de proteinas (por meio de
processos genéticos discutidos na Parte III deste livro). Em
ambos os casos, cada tipo de proteina possui uma sequén-
cia de aminodcidos Unica que confere uma determinada es-
trutura tridimensional. Essa estrutura, por sua vez, confere
uma funcio especifica.

Algumas observagdes simples ilustram a importancia da
estrutura priméria ou a sequéncia de aminodcidos de uma
proteina. Em primeiro lugar, como ja observado, as protei-
nas com fung¢oes diferentes sempre possuem sequéncias
de aminodcidos diferentes. Em segundo lugar, milhares de
doencgas genéticas humanas foram rastreadas para a pro-
ducao de proteinas defeituosas. O defeito pode variar de
uma simples troca na sequéncia de aminoacidos (como na
anemia falciforme, descrita no Capitulo 5) a dele¢do de uma
porc¢do maior da cadeia polipeptidica (como na maior parte
dos casos da distrofia muscular de Duchenne: uma grande
delecdo no gene que codifica a proteina distrofina leva a
producao de uma proteina encurtada e inativa). Finalmen-
te, comparando proteinas funcionalmente semelhantes de
diferentes espécies, foi descoberto que essas proteinas fre-
quentemente tém sequéncias de aminoacidos semelhantes.
Portanto, uma liga¢do intima entre a estrutura priméria da
proteina e sua func¢do é evidente.

A sequéncia de aminoacidos € totalmente fixa ou inva-
riavel para uma determinada proteina? Nao; alguma flexi-
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bilidade é possivel. Estima-se que 20 a 30% das proteinas
humanas sejam polimorficas, possuindo variagoes nas
sequéncias de aminoacidos na populagdo humana. Muitas
dessas variacoes na sequéncia tém pouco ou nenhum efeito
na func¢do da proteina. Além disso, proteinas que desem-
penham func¢oes muito semelhantes em espécies distante-
mente relacionadas podem ser muito diferentes no tama-
nho geral e na sequéncia de aminodcidos.

Embora a sequéncia de aminoacidos em algumas regioes
da estrutura primdria possa variar consideravelmente sem
afetar a funcdo bioldgica, a maior parte das proteinas con-
tém regides cruciais que sdo essenciais para suas fungoes
e cuja sequéncia é, portanto, conservada. A fracdo da se-
quéncia geral que é critica varia de proteina para proteina,
complicando a tarefa de relacionar a sequéncia a estrutura
tridimensional, e a estrutura a fun¢ao. Antes de se conside-
rar esse problema com mais detalhe, é preciso, entretanto,
examinar como a informacao da sequéncia € obtida.

As sequéncias de aminodcidos de milhoes de proteinas
foram determinadas

Duas grandes descobertas de 1953 tiveram fundamental
importancia na histéria da bioquimica. Nesse ano, James
D. Watson e Francis Crick deduziram a estrutura em dupla-
-hélice do DNA e propuseram uma base estrutural para
sua replicacdo precisa (Capitulo 8). Sua proposta ilumi-
nou a realidade molecular por tras da ideia de um gene.
No mesmo ano, Frederick Sanger descobriu a sequéncia
de residuos de aminoacidos nas cadeias polipeptidicas do
hormoénio insulina (Figura 3-24), surpreendendo muitos
pesquisadores que pensavam ha muito tempo que a deter-
minacio da sequéncia de aminoacidos de um polipeptideo
seria uma tarefa irremediavelmente dificil. Rapidamente se
tornou evidente que a sequéncia de nucleotideos no DNA
e a sequéncia de aminoacidos em proteinas estavam de al-
gum modo relacionadas. Quase uma década apds estas des-
cobertas, o codigo genético foi elucidado, relacionando a
sequéncia de nucleotideos do DNA a sequéncia de aminoa-
cidos em moléculas de proteinas (Capitulo 27). As sequén-
cias de aminodacidos de proteinas sdo agora mais frequen-
temente derivadas indiretamente a partir das sequéncias
de DNA em bancos de dados genémicos. Entretanto, uma
série de técnicas derivadas de métodos tradicionais de
sequenciamento de polipeptideos ainda ocupa um lugar
importante na quimica de proteinas. Na sequéncia, é re-
sumido o método tradicional e mencionadas algumas das
técnicas derivadas dele.

. AN
CadeiaA  H;N —GIVEQCCASVCSLYQLENYCN—COO™
S s
| |
+ S\ /S
CadeiaB  HyN—FVNQHLCGSHLVEALYLVCGERGFFYTPLA—COO™
5 10 15 20 25 30

FIGURA3-24 Sequéncia de aminoacidos da insulina bovina. As duas
cadeias de polipeptideos estdo unidas por ligacdes cruzadas de dissulfeto
(amarelo). A cadeia A da insulina é idéntica em humanos, porcos, cées, co-
elhos e cachalotes. As cadeias B de vacas, porcos, caes, bodes e cavalos sao
idénticas.
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A quimica de proteinas é enriquecida por métodos
derivados do classico sequenciamento de polipeptideos

Os métodos utilizados na década de 1950 por Fred Sanger
para determinar a sequéncia da proteina insulina sao resumi-
dos, em sua forma moderna, na Figura 3-25. Poucas protei-
nas sdo sequenciadas desse modo, atualmente, pelo menos
em sua totalidade. Entretanto, esses protocolos de sequen-
ciamento tradicionais tém proporcionado uma rica variedade
de ferramentas para os bioquimicos, e quase todas as etapas
na Figura 3-25 fazem uso de métodos que sdo amplamente
utilizados, algumas vezes em contextos bastante diferentes.

m

Frederick Sanger, 1918-2013

No esquema tradicional para sequenciamento de pro-
teinas grandes, o residuo aminoterminal do aminoacido
foi inicialmente marcado e sua identidade determinada. O
grupo a-aminoterminal pode ser marcado com 1-fluoro-2,4-
-dinitrobenzeno (FDNB), cloreto de dansila ou cloreto de
dabsilo (Figura 3-26).

O processo de sequenciamento quimico em si é baseado
em um processo de duas etapas desenvolvido por Pehr Ed-
man (Figura 3-27). O procedimento de degradacao de
Edman marca e remove apenas o residuo aminoterminal de
um peptideo, deixando todas as outras liga¢gdes peptidicas
intactas. O peptideo reage com o fenilisotiocianato em con-
di¢des levemente alcalinas, o que converte o aminoacido
aminoterminal em um aduto de feniltiocarbamoil (PTC). A
ligacao peptidica préxima ao aduto de PTC é, entao, clivada
em uma etapa efetuada em acido trifluoracético anidrico,
com remocdo do aminoacido aminoterminal como um deri-
vado anilinotiazolinona. O aminodcido aminoterminal deri-
vado é extraido com solventes organicos, convertido em um
derivado da feniltioidantoina mais estavel por tratamento
com acido aquoso e, em seguida, identificado. A utilizagdo
de reagdes sequenciais levadas a cabo em condi¢oes primei-
ro basicas e depois em condicoes dcidas fornece um meio
de controlar todo o processo. Cada reagdo com o amino-

0N,
F @ NO,

FDNB

FIGURA3-26 Reagentes usados para modificar
o grupo a-amino do aminoacido terminal.

Proteina
,.f\

Determinar o amino
terminal (reagir com o
FDNB). O Gly esta no
aminoterminal.

1

Determinar a composicdao

de aminoacidos (por

hidrélise acida). Selecione

os reagentes de clivagem
com base na presenca

de aminoacidos-alvo

na proteina. !

Clivar em polipeptideos
menores (com tripsina,
por exemplo).

Sequenciar cada polipeptideo

1. DCGGAHYLVLLAGPTIRSGTMR

2. AQGAFNPSCGVIQHAWIKMWILAAGTE
3. GGPVIATYEQDGGTSRYAPK

4. QGYASULAIEFTR

Determinar a ordem dos polipeptideos
na proteina. O peptideo 3 esta na
extremidade amino. O peptideo 3 esta na
extremidade carboxila (ele ndo termina
em um residuo de aminoacido que
define um sitio de clivagem de tripsina).

Ordene outros por sobreposicao com sequéncias
de peptideos obtidas pela clivagem da proteina
com um reagente diferente, tal como o brometo
de cianogénio ou quimotripsina.

FIGURA3-25 Sequenciamento direto de proteinas. Os procedimentos
aqui apresentados foram aqueles desenvolvidos por Fred Sanger para se-
quenciar a insulina e tém sido usados posteriormente para varias proteinas
adicionais. FDNB é 1-fluoro-2,4-dinitrobenzeno (ver texto e Figura 3-26).

acido aminoterminal pode chegar, essencialmente ao fim,
sem afetar qualquer outra ligacdo peptidica no peptideo.
O processo se repete até que, tipicamente, 40 residuos de
aminodcidos sequenciais sejam identificados. As reacdes da
degradacao de Edman foram automatizadas.

CH; CHj;
/
\N
= S CHj;
| \N— / \—N=N . / \ -S0,C1
S P / . L
CH;

SO,Cl1

Cloreto de dansila Cloreto de dabsilo
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FIGURA3-27 A quimica do sequenciamento de proteinas desenvol-
vida por Pehr Edman. A ligacdo peptidica mais proxima do aminoterminal
da proteina ou polipeptideo é clivada em duas etapas. As duas etapas sao

Para determinar a sequéncia de proteinas grandes, os
primeiros elaboradores de protocolos de sequenciamento
tiveram que desenvolver métodos para eliminar as ligacoes
dissulfeto e para clivar as proteinas com precisdo em po-
lipeptideos menores. Duas abordagens para a degradacao
irreversivel das ligagoes dissulfeto sdo destacadas na Figu-
ra 3-28. As enzimas chamadas proteases catalisam a cliva-

(cistina)
1\|IH 0=C (|3HZSH
HC—CHy,—S—S—CH,—CH CHOH
(|}=0 HIl\I CHOH
CH,SH
Ditiotreitol (DTT)

T DR T
H?—CHZ—E—O* *O—ﬁ—CHg—?H
C= HN
__]J Residuos de

acido cisteico

FIGURA3-28 Quebrando as liga¢des dissulfeto em proteinas. Dois mé-
todos comuns sdo ilustrados. A oxidacdo de um residuo de cisteina com acido
perférmico produz dois residuos do acido cisteico. Reducao por ditiotreitol (ou
B-mercaptoetanol) para formar residuos Cys deve ser sequida de modificagéo
adicional dos grupos reativos —SH para impedir a reformacao da ligacao dissul-
feto. A carboximetilagcdo por iodoacetato serve a esse propdsito.

Ponte dissulfeto

levadas a cabo sob condicdes de reacdo muito diferentes (condicoes basicas
na etapa @ e &cidas na etapa @, permitindo que uma etapa prossiga até sua
conclusdo antes que a segunda se inicie.

gem hidrolitica das ligacdes peptidicas. Algumas proteases
clivam apenas a ligagdo peptidica adjacente a determinados
residuos de aminodcidos (Tabela 3-6) e, portanto, fragmen-
tam uma cadeia polipeptidica de uma maneira previsivel e
reproduzivel. Poucos reagentes quimicos também clivam a
ligacao peptidica adjacente em residuos especificos. Entre
as proteases, a enzima digestiva tripsina catalisa a hidro-

5
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LIRS Especificidade de alguns métodos comuns para fragmentagao de cadeias polipeptidicas

Reagente (fonte bioldgica)* Pontos de quebra'r
Tripsina (pancreas bovino) Lys, Arg (C)

Protease submaxilar (glandula submaxilar de camundongos) Arg (C)
Quimotripsina (pancreas bovino) Phe, Trp, Tyr (C)
Protease V8 de Staphylococcus aureus (bactéria S. aureus) Asp, Glu (C)
Asp-N-protease (bactéria Pseudomonas fragi) Asp, Glu (N)

Pepsina (estémago porcino) Leu, Phe, Trp, Tyr (N)
Endopeptidase Lys C (bactéria Lysobacter enzymogenes) Lys (C)

Brometo de cianogénio Met (C)

*Todos os reagentes, com excec¢ao do brometo de cianogénio, sdo proteases. Todos estio disponiveis a partir de fontes comerciais.
"Residuos fornecendo o ponto principal de reconhecimento para a protease ou reagentes; a quebra da ligagao peptidica ocorre
ou no lado carbonilico (C) ou no lado amino (N) dos residuos de aminoacidos indicados.

lise apenas daquelas ligacdes peptidicas em que o grupo
carbonila é fornecido tanto por um residuo de Lys quanto
um de Arg, independente do comprimento ou da sequéncia
de aminoacidos da cadeia. Um polipeptideo com trés resi-
duos Lys e/ou Arg ird normalmente gerar quatro peptideos
menores na clivagem com a tripsina. Além disso, todos, ex-
ceto um deles, terdo um terminal carboxila Lys ou Arg. A
escolha de um reagente para clivar a proteina em peptideos
menores pode ser auxiliada, primeiro, determinando-se o
conteuido de aminodcidos de toda a proteina, empregando
acido para reduzir a proteina a seus aminoacidos consti-
tuintes. A tripsina seria utilizada apenas em proteinas com
um numero adequado de residuos de Lys ou Arg.

No sequenciamento cldssico, uma proteina grande seria
clivada em fragmentos duas vezes, utilizando uma protease
ou um reagente de clivagem diferente a cada vez, de modo
que as extremidades finais dos fragmentos fossem diferen-
tes. Ambos os conjuntos de fragmentos seriam purificados e
sequenciados. A ordem em que os fragmentos apareceram
na proteina original poderia entdo ser determinada pela
andlise das sobreposicdes na sequéncia entre os dois con-
juntos de fragmentos.

Mesmo nio sendo mais utilizados para sequenciar pro-
teinas inteiras, os métodos de sequenciamento tradicionais
ainda sdo valiosos no laboratoério. O sequenciamento de al-
guns aminodcidos a partir da terminacdo amino utilizando a
quimica de Edman € frequentemente suficiente para con-
firmar a identidade de uma proteina conhecida que acabou
de ser purificada ou para identificar uma proteina desco-
nhecida purificada com base em sua atividade incomum.
As técnicas empregadas nas etapas individuais do método
de sequenciamento tradicional também sao tteis para ou-
tros propositos. Por exemplo, os métodos utilizados para
quebrar as ligacdes dissulfeto podem também ser utilizados
para desnaturar proteinas quando isto é necessario. Além
disso, os esfor¢os para marcar o residuo de aminoacido ami-
noterminal levaram eventualmente ao desenvolvimento de
uma série de reagentes que poderiam reagir com grupos es-
pecificos em uma proteina. Os mesmos reagentes utilizados
para marcar o grupo a-amino aminoterminal podem ser em-
pregados para marcar as aminas primdrias dos residuos Lys
(Figura 3-26). O grupo sulfidrila nos residuos Cys pode ser

H
ﬁ) 0_N_o0
I—CH;—C—NH, v
lodoacetamida Maleimida
(0]
l
Br - /C\/Br

Cetonas bromometil
(o X pode variar)

Brometo de benzila
(um halido de benzila)

FIGURA 3-29 Reagentes usados para modificar os grupos sulfidrila
dos residuos Cys. (Ver também Figura 3-28)

modificado com iodoacetamidas, maleimidas, benzil halidas
e bromometil cetonas (Figura 3-29). Outros residuos de
aminodcidos podem ser modificados por reagentes ligados
a um corante ou outra molécula para auxiliar na detecc¢do
da proteina ou em estudos funcionais.

A espectrometria de massa oferece um método
alternativo para determinar sequéncias de aminoacidos

Adaptacoes modernas da espectrometria de massa
fornecem uma importante alternativa aos métodos de se-
quenciamento descritos anteriormente. A espectrometria
de massa pode fornecer uma medida altamente precisa da
massa molecular de uma proteina, mas também pode fazer
muito mais. Em especial, algumas variantes da espectrome-
tria de massa podem fornecer muito rapidamente sequén-
cias de multiplos pequenos segmentos de polipeptideos (20
a 30 residuos de aminodcidos) em uma amostra de proteina.
O espectrometro de massa tem sido ha muito tempo
uma ferramenta indispensavel na quimica. As moléculas a
serem analisadas, chamadas de analitos, sdo inicialmente
ionizadas no vacuo. Quando as moléculas recém-carregadas
sdo introduzidas em um campo elétrico e/ou magnético,
seus caminhos através do campo sdo uma func¢do da razdo
de suas massas em relacao as suas cargas, m/z. Essa pro-
priedade medida de amostras ionizadas pode ser utilizada
para deduzir a massa (m) do analito com muita precisdo.



Embora a espectrometria de massa esteja sendo utili-
zada ha muitos anos, ela ndo poderia ser aplicada a macro-
moléculas, tais como proteinas e acidos nucleicos. As me-
di¢oes de m/z sdo realizadas em moléculas na fase gasosa,
e 0 aquecimento e outros tratamentos necessarios para
transferir uma macromolécula para a fase gasosa geralmen-
te provocam sua rapida decomposicdo. Em 1988, duas téc-
nicas diferentes foram desenvolvidas para superar esse pro-
blema. Em uma, as proteinas sdo colocadas em uma matriz
absorvedora de luz. Com um pulso curto de luz a laser, as
proteinas sdo ionizadas e, em seguida, dessorvidas da ma-
triz no sistema de vacuo. Esse processo, conhecido como
espectrometria de massas de dessorcao/ionizacio a
laser assistida por matriz ou MALDI MS, tem sido uti-
lizada com sucesso para medir a massa de uma ampla varie-
dade de macromoléculas. Em um segundo e bem-sucedido
método, as macromoléculas em solucio sao forcadas direta-
mente da fase liquida para a gasosa. Uma solugdo de anali-
tos é passada através de uma agulha carregada que € manti-
da em um alto potencial elétrico, dispersando a solucdo em
uma névoa fina de microgotas carregadas. Os solventes que
circundam as macromoléculas evaporam rapidamente, dei-
xando fons de macromoléculas carregadas multiplamente
na fase gasosa. Essa técnica é chamada de espectrometria
de massa com ionizacdo por eletroaspersao, ou ESI
MS. Os proétons adicionados durante a passagem através da
agulha fornecem carga adicional a macromolécula. O m/z
da molécula pode ser analisado na camara de vacuo.

A espectrometria de massa fornece uma riqueza de in-
formagoes para a pesquisa protedmica, a enzimologia e a
quimica de protefnas em geral. As técnicas exigem apenas
quantidades minuisculas de amostra, de modo que podem
ser rapidamente aplicadas a pequenas quantidades de pro-
teina que podem ser extraidas de uma eletroforese em gel
bidimensional. A medigdo precisa da massa molecular de
uma protefna € critica para sua identificacdo. Uma vez que
a massa de uma proteina seja conhecida precisamente, a
espectrometria de massa € um método conveniente e pre-
ciso para detectar alteragdes na massa devido a presenca
de cofatores ligados, ions metdalicos ligados, modificagoes
covalentes e assim por diante.

O processo para a determinacdo da massa molecular de
uma proteina com ESI MS ¢ ilustrado na Figura 3-30. A
medida que € injetada na fase gasosa, uma proteina adquire
um numero variavel de prétons e, portanto, cargas positivas,
a partir do solvente. A adicdo varidvel dessas cargas cria um
espectro de espécies com diferentes razdes massa/carga.
Cada pico sucessivo corresponde a uma espécie que difere
do seu pico vizinho por uma diferenca de carga de 1 e uma
diferenca de massa de 1 (1 préoton). A massa da proteina
pode ser determinada a partir de dois picos consecutivos.

A espectrometria de massa também pode ser utilizada
para sequenciar trechos curtos de polipeptideos, uma apli-
cagdo que surgiu como uma ferramenta inestimavel para
identificacdo rapida de proteinas desconhecidas. A infor-
macao da sequéncia € extraida utilizando-se uma técnica
chamada de tandem MS ou MS/MS. Uma solucdo conten-
do a proteina investigada € inicialmente tratada com uma
protease ou reagente quimico para hidrolisd-la a uma mis-
tura de peptideos menores. A mistura, em seguida, € injeta-
da em um equipamento que é essencialmente formado por
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FIGURA 3-30 Espectrometria de massa com ionizacao por eletro-
aspersao de uma proteina. (a) Uma solucdo de proteina é dispersa em
goticulas altamente carregadas pela passagem através de uma agulha sob a
influéncia de um campo elétrico de alta voltagem. As goticulas evaporam e
0s ions (com prétons adicionados, nesse caso) entram no espectrometro de
massa para medicao de m/z. O espectro gerado (b) é uma familia de picos,
com cada pico sucessivo (da direita para a esquerda) correspondendo a uma
espécie carregada com massa e carga aumentados em 1. A insercao mostra
uma transformacéao desse espectro gerada por computador.

dois espectrometros de massa em tandem (Figura 3-31a,
em cima). No primeiro, a mistura de peptideos é disposta
de modo que apenas um dos varios tipos de peptideos pro-
duzidos pela clivagem surge na outra extremidade.

A amostra do peptideo selecionado, cada molécula do
qual possui uma carga em algum ponto ao longo de seu
comprimento, se desloca entdo através de uma camara de
vacuo entre os dois espectrometros de massa. Nesse com-
partimento de colisdo, o peptideo é fragmentado adicional-
mente por impacto de alta energia com um “gés de colisao”,
tal como o hélio ou o argonio, que é colocado na camara de
vacuo. Cada peptideo individual é quebrado em apenas um
local, em média. Embora as quebras nio sejam hidroliticas,
a maior parte ocorre nas ligagdes peptidicas.

0O segundo espectrometro de massa mede, em seguida,
as razoes m/z de todos os fragmentos carregados. Esse pro-
cesso gera um ou mais conjuntos de picos. Um determina-
do conjunto de picos (Figura 3-31b) consiste em todos os
fragmentos carregados que foram gerados pela quebra do
mesmo tipo de ligacdo (mas em diferentes pontos no pep-
tideo). Um conjunto de picos inclui apenas os fragmentos
nos quais a carga foi retida no lado aminoterminal das li-
gacOes quebradas; outro inclui apenas os fragmentos nos
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FIGURA3-31 Obtendo informacéo da sequéncia proteica com MS em
tandem. (a) Apos a hidrdlise proteolitica, uma solugao proteica é injetada
em um espectrometro de massa (MS-1). Os diferentes peptideos séo dispos-
tos de modo que apenas um tipo € selecionado para anélise adicional. O
peptideo selecionado ¢ fragmentado em uma camara entre dois espectro-
metros de massa, e a m/z para cada fragmento é medida no segundo es-
pectréometro de massa (MS-2). Muitos dos ions gerados nessa segunda frag-
mentagao resultam da quebra da ligacdo peptidica, como mostrado. Eles sdo
chamados de ions tipo b ou fons tipo y, dependendo se a carga é retida no
lado aminoterminal ou carboxiterminal, respectivamente. (b) Espectro tipico
com picos representando os fragmentos de peptideos gerados a partir de
uma amostra de um peptideo pequeno (21 residuos). Os picos marcados sdo
fons tipo y derivados de residuos de aminoacidos. O nimero entre parénte-
ses acima de cada pico é a massa molecular do fon do aminodcido. Os picos
sucessivos diferem pela massa de um aminodcido particular no peptideo
original. A sequéncia deduzida é mostrada no topo.

quais a carga foi retida no lado carboxiterminal das ligagdes
quebradas. Cada pico sucessivo em um determinado con-
junto tem um aminoacido a menos que o pico anterior. A
diferenca na massa de pico para pico identifica o aminoa-
cido que foi perdido em cada caso, revelando, portanto, a
sequéncia do peptideo. As Unicas ambiguidades envolvem
a leucina e a isoleucina, que tém a mesma massa. Embora
multiplos conjuntos de picos sejam normalmente gerados,
os dois conjuntos mais proeminentes geralmente consistem

em fragmentos carregados derivados da quebra das liga-
¢des peptidicas. A sequéncia de aminodcidos derivada de
um conjunto pode ser confirmada pela outra, melhorando a
confianca na informacgédo da sequéncia obtida.

Os varios métodos para obten¢do da informagdo de se-
quéncias proteicas se complementam. O procedimento da
degradacdo de Edman € algumas vezes conveniente para
obter a informacao da sequéncia unicamente a partir do
terminal amino de uma proteina ou peptideo. Entretanto,
ele € relativamente lento e requer uma amostra maior do
que a espectrometria de massa. A espectrometria de massa
pode ser utilizada para pequenas quantidades de amostras e
para amostras misturadas. Ela fornece a informacao da se-
quéncia, mas os processos de fragmentacio podem deixar
lacunas imprevisiveis na sequéncia. Embora a maior parte
das sequéncias de proteinas seja atualmente extraida de se-
quéncias do DNA genomico (Capitulo 9), empregando-se a
compreensao do codigo genético (Capitulo 27), o sequen-
ciamento direto de proteinas €, com frequéncia, necessario
para identificar amostras de proteinas desconhecidas. Am-
bos os métodos de sequenciamento de proteinas permitem
a identificacdo nao ambigua de proteinas recém-purificadas.
A espectrometria de massa é o método de escolha para iden-
tificar proteinas que estdo presentes em pequenas quanti-
dades. Por exemplo, a técnica é sensivel o suficiente para
analisar algumas centenas de nanogramas de proteinas que
podem ser extraidos de uma tunica banda de proteina em
um gel de poliacrilamida. O sequenciamento direto por es-
pectrometria de massa também pode revelar a adicdo de
grupos fosforil ou outras modifica¢des (Capitulo 6). O se-
quenciamento por qualquer um dos métodos pode revelar
mudancas na sequéncia de proteinas que resultam da edicao
do RNA mensageiro em eucariontes (Capitulo 26). Portanto,
todos esses métodos sdo parte de uma caixa de ferramentas
robusta utilizada para investigar as proteinas e suas funcoes.

Pequenos peptideos e proteinas podem ser
sintetizados quimicamente

Muitos peptideos sdo potencialmente tteis como agentes
farmacoldgicos e sua producgdo é de considerdavel impor-
tancia comercial. Ha trés modos de se obter um peptideo:
(1) purificagdo a partir de tecidos, tarefa frequentemente
de dificil realizacdo em consequéncia das concentracoes
infinitamente baixas de alguns peptideos; (2) engenharia
genética (Capitulo 9); ou (3) sintese quimica direta. Atual-
mente, técnicas poderosas tornam a sintese quimica direta
uma opc¢ao atrativa em muitos casos. Além das aplicagoes
comerciais, a sintese de porg¢oes peptidicas especificas de
proteinas maiores é uma ferramenta cada vez mais impor-
tante no estudo da estrutura e funcao das proteinas.

A complexidade das proteinas torna as abordagens sin-
téticas tradicionais da quimica organica impraticaveis para
peptideos com mais de quatro ou cinco residuos de ami-
noacidos. Um problema € a dificuldade de purificacdo do
produto apds cada etapa.

O principal avanco nessa tecnologia foi fornecido por R.
Bruce Merrifield em 1962. Sua inovacao foi sintetizar um pep-
tideo enquanto o mantinha ligado a uma extremidade de um
suporte solido. O suporte é um polimero insolivel (resina)
contido no interior de uma coluna, semelhante ao utilizado



em procedimentos cromatograficos. O peptideo é construido
sobre esse suporte, um aminodcido de cada vez, por meio de
um conjunto padrao de rea¢oes em um ciclo repetitivo (Fi-
gura 3-32). Em cada etapa sucessiva no ciclo, grupos quimi-
cos de protecao bloqueiam as reac¢des indesejadas.
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A tecnologia para a sintese de peptideos quimicos é
atualmente automatizada. Uma limitagdo importante do
processo (limitagdo compartilhada com o processo de se-
quenciamento da degradagdo de Edman) € a eficiéncia de
cada ciclo quimico, como pode ser observado calculando a

FIGURA3-32 Sintese quimica de um peptideo em um suporte de polime-
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salmé&o). A sintese quimica prossegue da terminagao carboxila para a terminacéo
amino, o sentido inverso da sintese proteica in vivo (Capitulo 27).
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Efeito do rendimento de cada etapa no rendimento global
da sintese de peptideos

Rendimento geral do peptideo final (%)
quando o rendimento de cada etapa é:

Numero de residuos no
polipeptideo final 96,0% 99,8%
11 66 98
21 44 96
31 29 94
51 13 90
100 1,8 82

)

producdo total de peptideos de varios comprimentos, quan-
do o rendimento por adicdo de cada novo aminoacido é de
96,0% versus 99,8% (Tabela 3-7).

A reacdo incompleta em uma fase pode levar a formacao
de uma impureza (na forma de um peptideo mais curto)
na proxima. A quimica foi otimizada para permitir a sinte-
se de proteinas de 100 residuos de aminoacidos em pou-
cos dias com rendimento razoavel. Uma abordagem muito
semelhante é utilizada para a sintese de acidos nucleicos
(ver Figura 8-35). E interessante notar que essa tecnologia,
impressionante como €, ainda é pequena quando compara-
da aos processos biolégicos. A mesma proteina de 100 resi-
duos poderia ser sintetizada com extraordindria fidelidade
em cerca de 5 segundos em uma célula bacteriana.

Varios métodos novos para a ligagdo (unido) eficien-
te de peptideos tornaram possivel a reunido de peptideos
sintéticos em polipeptideos maiores e proteinas. Com es-
ses métodos, novas formas de proteinas podem ser criadas
com grupos quimicos posicionados precisamente, incluindo
aquelas que normalmente ndo podem ser encontradas em
uma proteina celular. Essas novas formas fornecem novos
caminhos para testar teorias de catalise enzimaética, para
criar proteinas com novas propriedades quimicas e para
desenhar sequéncias de proteinas que irdo se dobrar em
estruturas particulares. Esta ultima aplicacdo fornece o l-
timo teste de nossa capacidade crescente de relacionar a
estrutura primdria de um peptideo com a estrutura tridi-
mensional que ele assume na solugdo.

As sequéncias de aminoacidos fornecem importantes
informagdes bioquimicas
O conhecimento da sequéncia de aminodcidos em uma pro-
teina pode oferecer ideias sobre sua estrutura tridimensional
e funcdo, localizacao celular e evolu¢do. A maior parte des-
tas ideias € derivada da procura de semelhancas entre uma
proteina de interesse e as proteinas previamente estudadas.
Milhares de sequéncias sdo conhecidas e estdo disponiveis
em bancos de dados acessiveis pela internet. Uma compara-
¢ao de uma sequéncia recentemente obtida com este grande
banco de sequéncias armazenadas frequentemente revela re-
lagoes tanto surpreendentes quanto esclarecedoras.

Nao é compreendido em detalhes como uma sequéncia
de aminoacidos determina uma estrutura tridimensional e

tampouco € possivel sempre prever a fungdo a partir da se-
quéncia. Entretanto, familias de proteinas com algumas ca-
racteristicas estruturais ou funcionais compartilhadas podem
ser prontamente identificadas com base nas semelhancas
nas suas sequéncias de aminoacidos. Proteinas individuais
sdo associadas a familias com base no grau de semelhanca
nas sequéncias de aminoacidos. Membros de uma familia sdo
geralmente idénticos em 25% ou mais de suas sequéncias e
as proteinas nessas familias geralmente compartilham pelo
menos algumas caracteristicas estruturais e funcionais. Al-
gumas familias sdo definidas, no entanto, pelas identidades
envolvendo somente alguns poucos residuos de aminodci-
dos que sdo criticos para uma determinada fun¢do. Diversas
subestruturas semelhantes, ou “dominios” (a serem defini-
dos com mais detalhes no Capitulo 4), ocorrem em muitas
proteinas funcionalmente independentes. Estes dominios
com frequéncia se dobram em configuracoes estruturais que
possuem um grau incomum de estabilidade ou que sdo espe-
cializadas para um ambiente especifico. Relacoes evolutivas
também podem ser inferidas a partir das semelhancas estru-
turais e funcionais entre familias de proteinas.

Certas sequéncias de aminodcidos funcionam como si-
nais que determinam a localizacdo celular, a modificacao
quimica e a meia-vida de uma proteina. Sequéncias de si-
nalizacdo especificas, frequentemente na por¢ao aminoter-
minal, sdo utilizadas para direcionar certas proteinas para a
exportacdo a partir da célula; outras proteinas sdo direcio-
nadas para a distribuicdo para o nucleo, para a superficie
celular, o citosol ou outras localizacoes celulares. Outras
sequéncias atuam como sitios de ligacido para grupos pros-
téticos, tais como os grupos de acucares em glicoproteinas
e lipideos em lipoproteinas. Alguns desses sinais sdo bem
caracterizados e sdo facilmente reconheciveis na sequéncia
de uma proteina recentemente caracterizada (Capitulo 27).

CONVENCAO-CHAVE: Muito da informacao funcional encapsula-
da nas sequéncias de proteinas surge na forma de sequén-
cias consenso. Este termo é aplicado a sequéncias de
DNA, RNA ou proteinas. Quando uma série de sequéncias
de 4cidos nucleicos ou de proteinas relacionadas é compa-
rada, uma sequéncia consenso ¢ aquela que reflete a base
ou o aminoacido mais frequente em cada posicdo. Partes da
sequéncia que apresentam concordancia particularmente
boa frequentemente representam dominios funcionais con-
servados evolutivamente. Diversas ferramentas matemati-
cas disponiveis na Internet podem ser utilizadas para gerar
sequéncias consenso ou identificd-las nos bancos de dados
de sequéncias. O Quadro 3-2 ilustra convengoes comuns
para a apresentacao de sequéncias consenso. M

Sequéncias de proteinas podem elucidar a historia
davidanaTerra

A cadeia simples de letras que denota a sequéncia de ami-
nodcidos de uma proteina tem uma riqueza surpreendente
de informagoes. A medida que mais sequéncias de protei-
nas se tornaram disponiveis, o desenvolvimento de métodos
mais poderosos para extrair informacoes a partir delas se
tornou um importante empreendimento bioquimico. A ana-
lise das informacdes disponiveis nos muitos e sempre cres-
centes bancos de dados biolégicos, incluindo as sequéncias



QUADRO3-2 Sequéncias consenso e logos de sequéncias
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Sequéncias consenso podem ser representadas de varias
maneiras. Para ilustrar dois tipos de convencgoes, utiliza-
mos dois exemplos de sequéncias consenso, mostrados
na Figura 1: (a) estrutura de ligacdo ao ATP denominada
alca P (ver Quadro 12-2) e (b) estrutura de ligacdo ao
Ca” denominada mio EF (ver Figura 12-11). As regras
descritas aqui sdo adaptadas daquelas utilizadas pela
comparacao de sequéncias do website PROSITE (expasy.
org/prosite); elas utilizam os cédigos padrao de uma letra
para cada aminodacido.

[AG]-x(4)-G-K-[ST].

D-{W}-[DNS]-{ILVFYW}-[DENSTG]-[DNQGHRK]-{GP}-
[LIVMC]-[DENQSTAGC]-x(2)-[DE]-[LIVMFYW].
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FIGURAQ-1 Representacées de duas sequéncias de consenso. (a)

Alca P, estrutura ligadora de ATP; (b) mé&o EF, estrutura ligadora de ca’t,

Em um tipo de designacido de sequéncia consenso
(mostrado na parte superior de (a) e (b)), cada posicio
é separada de seu vizinho por um hifen. Uma posicdo em
que qualquer aminoacido é permitido é designada x. As
ambiguidades sdo indicadas listando os aminodacidos acei-
taveis para uma determinada posicao entre colchetes. Por
exemplo, em (a) [AG] significa Ala ou Gly. Se todos, exce-
to alguns, aminodcidos sdo permitidos em uma posicao,
os aminoacidos ndo permitidos sao listados entre chaves.

Por exemplo, em (b) {W} significa qualquer aminodacido,
exceto Trp. A repeticdo de um elemento do padrao € in-
dicada seguindo esse elemento com um nimero ou uma
série de niimeros entre parénteses. Em (a), por exemplo,
x(4) significa x-x-x-Xx; x(2,4) significaria x-x ou x-X-x ou
X-X-X-X. Quando um padrao € restrito ou ao grupo amino
ou ao grupo carboxila terminal de uma sequéncia, esse
padrdo comeca com < ou termina com >, respectivamen-
te (ndo é o caso dos dois exemplos citados). Um ponto
termina o padrdo. Aplicando essas regras a sequéncia
consenso em (a), tanto A como G podem ser encontrados
na primeira posicao. Qualquer aminoacido pode ocupar as
quatro préximas posi¢oes, seguidos por um G e um K in-
variaveis. A Ultima posi¢do pode ser um S ou T.

Logos de sequéncia fornecem uma representacao
mais informativa e grafica do alinhamento de sequéncia
multipla de um aminodcido (ou dcido nucleico). Cada logo
consiste em uma pilha de simbolos para cada posicdo na
sequéncia. A altura total da pilha (em bits) indica o grau
de conservacao da sequéncia naquela posicao, enquanto a
altura de cada simbolo na pilha indica a frequéncia relati-
va daquele aminodcido ou (nucleotideo). Para sequéncias
de aminodcidos, as cores representam as caracteristicas
do aminoacido: polar (G, S, T, Y, C, Q, N) verde; basico (K,
R, H) azul; acido (D, E) vermelho; e hidrofébico (A, V, L,
I, P, W, F, M) preto. Neste esquema, a classificacido de ami-
noacidos é um pouco diferente daquela na Tabela 3-1 e na
Figura 3-5. Os aminoacidos com cadeias laterais aromati-
cas sdo agrupados as classificacoes apolares (F, W) e pola-
res (Y). A glicina, sempre dificil de agrupar, é colocada no
grupo polar. Observe que quando multiplos aminodcidos
sdo aceitdveis em uma posicao especifica, eles raramente
ocorrem com igual probabilidade. Um ou poucos em geral
predominam. A representagdo logo torna o predominio
claro e uma sequéncia conservada de uma proteina torna-
-se 6bvia. Entretanto, o logo obscurece alguns residuos de
aminoacidos que podem ser permitidos em uma posic¢ao,
tal como o Cys que ocorre ocasionalmente na posi¢ao 8 da
mao EF em (b).

de genes e proteinas e as estruturas de macromoléculas,
deram origem ao novo campo da bioinformatica. Um dos
resultados dessa disciplina é um conjunto crescente de
programas de computador, muito rapidamente disponiveis
na internet, que podem ser utilizados por qualquer cien-
tista, estudante ou leigo interessado no assunto. A fungao
de cada proteina depende de sua estrutura tridimensional,
que, por sua vez, é determinada em grande parte por sua
estrutura primaria. Portanto, a informac¢ao transmitida por
uma sequéncia de proteinas € limitada apenas por nossa
propria compreensdao dos principios estruturais e funcio-
nais. As ferramentas de bioinformética em constante evo-
lucdo tornam possivel identificar os segmentos funcionais
em novas proteinas e ajudam a estabelecer tanto suas se-
quéncias quanto suas relagoes estruturais com proteinas ja
encontradas nos bancos de dados. Em um nivel diferente

de investigagdo, as sequéncias de proteinas estao comegan-
do a demonstrar como as proteinas evoluiram e, em ultima
instancia, como a vida evoluiu neste planeta.

O campo da evolugdo molecular é frequentemente rela-
cionado a Emile Zuckerkandl e Linus Pauling, cujos traba-
lhos em meados de 1960 introduziram o uso de sequéncias
de nucleotideos e proteinas para investigar a evolugdo. A
premissa nao € tao simples quanto aparenta. Se dois organis-
mos sdo proximamente relacionados, as sequéncias de seus
genes e proteinas devem ser semelhantes. As sequéncias di-
vergem crescentemente a medida que a distancia evolutiva
entre dois organismos aumenta. A promessa dessa aborda-
gem comecou a ser compreendido na década de 1970, quan-
do Carl Woese utilizou sequéncias de RNA ribossomal para
definir as arqueias como um grupo de organismos vivos dis-
tinto de bactérias e eucariotos (ver Figura 1-4). As sequén-
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cias de proteinas oferecem uma oportunidade para refinar
significativamente a informacao disponivel. Com o advento
de projetos de genoma investigando organismos de bacté-
rias a seres humanos, o nimero de sequéncias disponiveis
esta crescendo a uma velocidade enorme. Essa informacgao
pode ser utilizada para tracar a historia biolégica. O desafio
estd em aprender a ler os hierdglifos genéticos.

A evolugdo ndo tomou um caminho linear simples. As
complexidades sdo abundantes em qualquer tentativa de
extrair a informagdo evolutiva armazenada em sequéncias
de proteinas. Para determinada proteina, os residuos de
aminoacidos essenciais para a atividade da proteina sdo
conservados ao longo do tempo evolutivo. Os residuos me-
nos importantes para o funcionamento podem variar ao
longo do tempo — isto é, um aminoacido pode ser substi-
tuido por outro — e esses residuos variaveis podem fornecer
a informacao para tracar a evolugdo. Entretanto, as subs-
tituicoes de aminodcidos ndo sdo sempre aleatérias. Em
algumas posicoes na estrutura primdria, a necessidade de
manter a funcio proteica pode significar que apenas deter-
minadas substitui¢des de aminodcidos podem ser toleradas.
Algumas proteinas tém residuos de aminodcidos mais varia-
veis que outras. Por essas e outras razdes, proteinas dife-
rentes podem evoluir em velocidades diferentes.

Outro fator complicador em tracar a historia evolutiva é
a rara transferéncia de um gene ou grupo de genes de um
organismo para outro, um processo denominado transfe-
réncia génica horizontal. Os genes transferidos podem
ser muito semelhantes aos genes dos quais eles foram de-
rivados no organismo original, enquanto a maior parte dos
outros genes nos mesmos dois organismos pode estar re-
lacionada de modo muito distante. Um exemplo de trans-
feréncia génica horizontal é a recente rapida dispersao de
genes de resisténcia a antibiéticos em populacdes bacteria-
nas. As proteinas derivadas desses genes transferidos nao
seriam bons candidatos para o estudo da evolucao bacteria-
na, pois compartilham apenas uma histéria evolutiva muito
limitada com seus organismos “hospedeiros”.

O estudo da evolug¢ao molecular geralmente se concen-
tra em familias de proteinas intimamente relacionadas. Na
maior parte dos casos, as familias escolhidas para anélise
tém funcoes essenciais no metabolismo celular que deviam
ter estado presentes nas primeiras células viaveis, reduzin-
do, portanto, enormemente a chance de que tenham sido
introduzidas ha relativamente pouco tempo por transferén-
cia génica horizontal. Por exemplo, uma proteina chamada
de EF-1a (fator de alongamento la) estd envolvida na sin-
tese de proteinas em todos os eucariontes. Uma proteina
semelhante, EF-Tu, com a mesma func¢do, é encontrada em
bactérias. As semelhancas na sequéncia e na funcio indi-
cam que a EF-1a e a EF-Tu sdo membros de uma familia de
proteinas que compartilham um ancestral comum. Os mem-

Escherichia coli
Bacillus subtilis

FIGURA3-33 Alinhando sequéncias de proteinas com o uso de inter-
valos. Aqui é mostrada a sequéncia de alinhamento de uma curta seccao
das proteinas Hsp70 (classe muito difundida de chaperonas dobradoras de
proteinas) de duas espécies de bactérias muito bem estudadas, E. coli e Ba-

bros de familias de proteinas sdo denominados proteinas
homoélogas ou homélogos. O conceito de um homélogo
pode ser mais aperfeicoado. Se duas proteinas em uma fa-
milia (isto €, dois homdlogos) estdo presentes nas mesmas
espécies, elas sdo chamadas de paralogos. Homologos de
espécies diferentes sio denominados ortélogos. O proces-
so de rastrear a evolugdo envolve, primeiramente, a iden-
tificacdo de familias adequadas de proteinas homologas e,
entdo, sua utilizagdo para reconstruir as vias evolutivas.

Os homologos sao identificados pelo uso de programas
de computador cada vez mais potentes que comparam di-
retamente duas ou mais sequéncias de proteinas escolhidas
ou pesquisam vastos bancos de dados para descobrir os pa-
rentes evolutivos de uma sequéncia proteica selecionada.
O processo de busca eletronica pode ser entendido como
o deslizamento de uma sequéncia sobre outra até que seja
encontrada uma seccdo com boa correspondéncia. Nesse
alinhamento de sequéncias, uma pontuacdo positiva é atri-
buida para cada posicdo onde os residuos de aminodcidos
nas duas sequéncias sejam idénticos — o valor da pontuacao
varia de um programa para o outro — para fornecer uma me-
dida da qualidade do alinhamento. O processo tem certas
complicagoes. Algumas vezes as proteinas comparadas apre-
sentam correspondéncia, por exemplo, em dois segmentos
de sequéncia, e esses segmentos estdo conectados por se-
quéncias menos relacionadas de comprimentos diferentes.
Assim, os dois segmentos correspondentes ndo podem ser
alinhados ao mesmo tempo. Para contornar isso, o progra-
ma de computador introduz “lacunas” em uma das sequén-
cias para registrar os segmentos correspondentes (Figura
3-33). E claro que, se for introduzido um niimero suficiente
de lacunas, quaisquer duas sequéncias poderiam ser coloca-
das em algum tipo de alinhamento. Para evitar alinhamentos
sem informagoes significativas, os programas incluem pena-
lidades para cada lacuna introduzida, reduzindo, portanto, a
pontuacdo global do alinhamento. Com um método de ten-
tativa e erro eletronico, o programa seleciona o alinhamento
com a pontuacao ideal que maximiza os residuos de aminoa-
cidos idénticos enquanto minimiza a introducao de lacunas.

Com frequéncia, encontrar aminoacidos idénticos € ina-
dequado para identificar proteinas relacionadas ou, princi-
palmente, para determinar o qudo proximamente relaciona-
das sdo as proteinas em uma escala de tempo evolutiva. Uma
analise mais util também leva em conta as propriedades
quimicas dos aminoacidos substituidos. Muitas das diferen-
¢as de aminodcidos no interior de uma familia de proteinas
podem ser conservativas —isto €, um residuo de aminoacido
é substituido por um residuo com propriedades quimicas se-
melhantes. Por exemplo, um residuo Glu pode substituir em
um membro da familia o residuo Asp encontrado em outra;
ambos os aminodcidos sdo carregados negativamente. Tal
substituicdo conservativa deveria logicamente receber uma

TGNRTIAVYDLGGGTFDISIIEIDEVDGEKTFEVLATNGDTHLGGEDFDSRLIHYL
DEDQTILLYDLGGGTFDVSILELGDG

TFEVRSTAGDNRLGGDDFDQVIIDHL
| I—

Intervalo

cillus subtilis. A introducdo de um intervalo na sequéncia de B. subtilis permite
um melhor alinhamento dos residuos de aminoécidos de cada lado do inter-
valo. Residuos de aminoécidos idénticos estdo sombreados.



pontuacado maior em um alinhamento de sequéncias do que
uma substitui¢do ndo conservativa, tal como a substituicao
de um residuo Asp por um residuo hidrofébico Phe.

Para a maioria dos esfor¢cos em encontrar homologias e
explorar relagoes evolutivas, as sequéncias de proteinas (de-
rivadas tanto diretamente do sequenciamento proteico quan-
to do sequenciamento do DNA que codifica as proteinas) sao
superiores as sequéncias de acidos nucleicos ndo génicas
(aquelas que nao codificam uma proteina ou um RNA fun-
cional). Para um 4cido nucleico, com seus quatro tipos di-
ferentes de residuos, o alinhamento aleatério de sequéncias
nao homdlogas ird em geral produzir correspondéncias para,
no minimo, 256% das posic¢oes. A introducio de algumas pou-
cas lacunas pode, com frequéncia, aumentar a fracao de re-
siduos correspondentes para 40% ou mais, e a probabilidade
de alinhamentos aleatérios de sequéncias ndo relacionadas
torna-se bastante elevada. Os 20 residuos de aminoacidos
diferentes nas proteinas reduzem muito a probabilidade de
alinhamentos aleatérios nao informativos desse tipo.

Os programas utilizados para gerar um alinhamento
de sequéncias sdo complementados por métodos que tes-
tam a confiabilidade dos alinhamentos. Um teste compu-
tadorizado comum consiste em embaralhar a sequéncia de
aminodcidos de uma das proteinas que estiver sendo com-
parada, para produzir uma sequéncia aleatéria e entdo ins-
truir o programa a alinhar a sequéncia embaralhada com
a outra, ndo embaralhada. Pontuagoes sdo designadas ao
novo alinhamento, e o processo de embaralhar e alinhar é
repetido muitas vezes. O alinhamento original, antes de em-
baralhar, deve ter uma pontuacgao significativamente maior
do que qualquer uma daquelas pontuacoes geradas pelos
alinhamentos aleatérios; isso aumenta a confianca de que o
alinhamento de sequéncias identificou um par de homélo-
gos. Observe que a auséncia de pontuacdo de alinhamento
significativo ndo necessariamente significa que ndo exista
relagdo evolutiva entre as duas proteinas. Como sera visto
no Capitulo 4, as semelhancas de estruturas tridimensionais
revelam algumas vezes relagdes evolutivas nas quais a ho-
mologia de sequéncias foi apagada pelo tempo.

Para utilizar uma familia de proteinas para explorar a
evolugdo, os pesquisadores identificam membros da familia
com fung¢oes moleculares semelhantes na faixa mais ampla
possivel de organismos. A informac¢ao da familia pode entao
ser utilizada para rastrear a evolugdo desses organismos. Ao
analisar a divergéncia nas sequéncias de familias de protei-
nas selecionadas, os investigadores podem separar os orga-
nismos em classes com base em suas relacdes evolutivas.
Esta informacao deve ser conciliada com exames mais clas-
sicos da fisiologia e da bioquimica dos organismos.

Halobacterium halobium
Sulfolobus solfataricus
Saccharomyces cerevisiae
Homo sapiens

Bacillus subtilis
Escherichia coli

Arqueobactérias

Eucariontes

Bactérias gram-positivas
Bactérias gram-negativas

FIGURA 3-34 Uma sequéncia-assinatura na familia de proteinas
EF-1a/EF-Tu. A sequéncia-assinatura (no retangulo) é uma insercéo de 12
residuos proxima do terminal amino da sequéncia. Os residuos que alinham
em todas as espécies estdo sombreados. Tanto as arqueias quanto os euca-
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Certos segmentos de uma sequéncia de proteinas po-
dem ser encontrados em organismos de um grupo taxono-
mico, mas ndo em outros grupos; esses segmentos podem
ser utilizados como sequéncias-assinatura para o gru-
po no qual elas foram encontradas. Um exemplo de uma
sequéncia-assinatura € a inser¢do de 12 aminoacidos proxi-
mos a terminacao amino das proteinas EF-1a/EF-Tu em to-
das as arqueobactérias e eucariontes, mas nio em bactérias
(Figura 3-34). Essa assinatura particular é um dos muitos
indicios bioquimicos que podem ajudar a estabelecer o re-
lacionamento evolutivo de eucariontes e arqueobactérias.
Sequéncias-assinatura tém sido utilizadas para estabelecer
relacoes evolutivas entre grupos de organismos em muitos
niveis taxonomicos diferentes.

Ao considerar a sequéncia completa de uma proteina, os
pesquisadores podem atualmente construir arvores evolu-
tivas mais elaboradas com muitas espécies em cada grupo
taxondmico. A Figura 3-35 apresenta uma dessas arvores
para bactérias, com base na divergéncia de sequéncias na
proteina GroEL (proteina presente em todas as bactérias
que auxilia no enovelamento adequado de proteinas). A
arvore pode ser aperfeicoada utilizando as sequéncias de
multiplas proteinas e a complementacao da informacao de
sequéncia com dados das propriedades bioquimicas e fisio-
l6gicas exclusivas de cada espécie. H4 muitos métodos para
gerar arvores, cada método com suas préprias vantagens e
desvantagens, e diversas formas de representar as relacdes
evolutivas resultantes. Na Figura 3-35, as extremidades li-
vres das linhas sdo chamadas de “nés externos”; cada um re-
presenta uma espécie atual, que é marcada assim. Os pontos
onde duas linhas se unem, os “nds internos”, representam
espécies ancestrais extintas. Na maior parte das representa-
¢oes (incluindo a Figura 3-35), os comprimentos das linhas
que conectam os nés sdo proporcionais ao nimero de subs-
tituigoes de aminodcidos que separam uma espécie da outra.
Ao rastrear duas espécies conservadas a um né interno co-
mum (representando o ancestral comum das duas espécies),
o comprimento do ramo que conecta cada né externo ao né
interno representa o niamero de substitui¢des de aminodci-
dos que separam uma espécie atual de seu ancestral. A soma
dos comprimentos de todos os segmentos de linhas que co-
nectam uma espécie conservada a outras espécies conserva-
das com ancestral comum reflete o niimero de substituicoes
que separam as duas espécies conservadas. Para determinar
quanto tempo foi necessario para as varias espécies diver-
girem, a arvore precisa ser calibrada para compara-la com
informacdes do registro f6ssil e outras fontes.

A medida que mais informacéo de sequéncia torna-se
disponivel nos bancos de dados, é possivel gerar arvores

Sequéncia-assinatura
IGHVDHGKSTMVGR[LLYETGSVPEHV|IEQH
IGHVDHGKSTLVGRLLMDRGFIDEKT|VKEA
IGHVDSGKSTTTGHLIYKCGGIDKRT|IEKF
IGHVDSGKSTTTGHLIYKCGGIDKRT|IIEKF
IGHVDHGKSTMVGR ITTV
IGHVDHGKTTLTAA ITTV

riontes apresentam a assinatura, embora as sequéncias de insercoes sejam
bem distintas para os dois grupos. A variacdo na sequéncia-assinatura reflete
a divergéncia evolutiva significativa que ocorreu nesse ponto desde que ela
apareceu primeiro em um ancestral comum de ambos 0s grupos.
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FIGURA 3-35 Arvore evolutiva derivada de comparacées entre as
sequéncias de aminoacidos. Arvore evolutiva bacteriana, com base na
divergéncia de sequéncias observada na familia de proteinas GroEL. Tam-

evolutivas com base em multiplas proteinas, bem como
aperfeicoar essas arvores a medida que informacao geno-
mica adicional emerge de métodos de andlise cada vez mais
sofisticados. Todo esse trabalho tem o objetivo de criar uma

Baixo G + C
AltoG+C  gram-positivas
Bacteria gram-negativas Archaea
Purpuras §/e Euryarchaeota
Korarchaeota
Plrpuras «
Parpuras y/8

Espiroquetas Mitocéndrias

Fusobactérias
Flexibacter/Bacterioides

Thermotogales

Cianobactérias
Thermus

Aquifex

LUCA

FIGURA 3-36 Arvore de consenso da vida. A &rvore mostrada aqui
baseia-se em andlises de muitas sequéncias de proteinas e caracteristicas
gendmicas adicionais. A rvore apresenta apenas uma fracao da informacéo
disponivel, bem como apenas uma fracdo dos temas que ainda precisam
ser solucionados. Cada grupo existente mostrado é uma historia evolutiva
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Borrelia burgdorferi
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.\ Triticum aestivum chl.
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bém estao incluidos nessa arvore (parte inferior direita) os cloroplastos de
algumas espécies ndo bacterianas.

arvore detalhada da vida que descreva a evolucéo e o paren-
tesco de cada organismo na Terra. A histéria é um trabalho
continuo, é claro (Figura 3-36). As questoes levantadas e
respondidas sdo fundamentais para definir como os huma-

Animais Eukarya

Fungos

Plantas

Micetozodrios Microsporideos

Entamoeba
Apicomplexa (p.ex., Plasmodium)

Euglena
Cinetoplastideos (p.ex., Trypanosoma)

Parabasalia (p.ex., Trichomonas)

Metamonda (p.ex., Giardia)

complexa em si mesma. LUCA é o Ultimo ancestral comum universal do qual
todas as outras formas de vida evolufram. As setas azul e verde indicam a
assimilacdo endossimbiotica de tipos especificos de bactérias por células
eucariontes para se tornarem mitocéndrias e cloroplastos, respectivamente
(ver Figura 1-38).



nos veem a si mesmos e ao mundo ao seu redor. O campo da
evolucao molecular promete estar entre as mais vibrantes
fronteiras cientificas do século XXI.

RESUMO0 3.4 Aestrutura de proteinas: estrutura primdria

P Diferencas na fun¢do de proteinas resultam de diferen-
¢as na composi¢do e na sequéncia de aminodcidos. Al-
gumas variacoes na sequéncia podem ocorrer em uma
proteina particular, com pouco ou nenhum efeito em
sua funcéo.

> As sequéncias de aminoacidos sao deduzidas pela frag-
mentacao de polipeptideos em peptideos menores com
reagentes conhecidos para clivar ligacoes peptidicas es-
pecificas; pela determinacgdo das sequéncias de aminoa-
cidos de cada fragmento pelo procedimento automatiza-
do de degradacao de Edman; entdo, pela ordenacao dos
fragmentos peptidicos pelo encontro de sobreposicoes
de sequéncias entre os fragmentos gerados por diferen-
tes reagentes. A sequéncia de uma proteina também
pode ser deduzida a partir da sequéncia de nucleotideos
de seu gene correspondente no DNA ou por espectro-
metria de massa.

> Peptideos e proteinas pequenas (até cerca de 100 re-
siduos) podem ser sintetizados quimicamente. O pep-
tideo é construido, um residuo de aminoacido por vez,
enquanto unido a um suporte sélido.

P> Sequéncias proteicas sdo uma fonte rica de informacao
sobre a estrutura e a funcdo da proteina, bem como so-
bre a evolu¢do da vida na Terra. Métodos sofisticados
estdo sendo desenvolvidos para rastrear a evolucao,
analisando as lentas mudancas resultantes nas sequén-
cias de aminodacidos de proteinas homologas.
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Problemas

1. Configuracao absoluta da citrulina. A citrulina isola-
da de melancias tem a estrutura apresentada a seguir. Ela é um
aminoacido D ou L? Explique.

(;HQ(CHQ)2NH—(H3—NH2
H—C—NH, 0
CO0~

2. Relacao entre a curva de titulacido e as propriedades
acidobasicas da glicina. Uma solugdo de 100 mL de glici-
na a 0,1 m em pH 1,72 foi titulada com uma solucdo de 2 m
de NaOH. O pH foi monitorado e os resultados foram plotados
como mostrado no grafico. Os pontos-chave na titulacéo sdo
designados de I a V. Para cada uma das afirmacgoes de (a) a (0),
iwdentifique o ponto-chave adequado na titulagdo e justifique
sua escolha.

(a) A glicina esta presente predominantemente como a es-
pécie "H,N—CH,—COOH.

(b) A carga final média da glicina é +%.

(c¢) Metade dos grupos amino estd ionizado.

(d) O pH é igual ao pK, do grupo carboxila.

(e) O pH é igual ao pK, do grupo amino protonado.

(f) A glicina possui sua capacidade de tamponamento ma-
xima.

(g) A carga final média da glicina é zero.

(h) O grupo carboxila foi completamente titulado (primei-
ro ponto de equivaléncia).

(i) A glicina esta completamente titulada (segundo ponto
de equivaléncia).

() A espécie predominante ¢ "H,;N—CH,—COO .

(k) A carga final média da glicina é —1.

(D A glicina esta presente predominantemente como uma
mistura 50:50 de “H,N—CH,—COOH e "H,N—CH,—CO0".

(m) Este é o ponto isoelétrico.

(n) Este é o final da titulacdo.

(o) Estas sdo as piores regioes de pH para poder de tam-
ponamento.

Yo
P(V)

|

0960 1 1
awvy)
| |

8F 1 1 §
| |
1 1

pH 6297 _____ amn | I
o

4r \ } } N
234 .

2 [ am ! ! .
} 1 1 1
0dD | l l l

OH™ (equivalentes)

3. Quanta alanina esta presente na forma da espé-
cie completamente sem carga? Em um pH igual ao ponto
isoelétrico da alanina, a sua carga final € zero. Duas estrutu-
ras podem ser desenhadas que apresentam carga final igual
a zero, mas a forma predominante de alanina em seu pl é
zwitteridnica.

CH3 CHS
HA—C c//O HN—C c/O
TN TN

H (6] H OH
Zwitteriénica N4&o carregada

(a) Por que a alanina é predominantemente zwitteridonica
em vez de completamente ndo carregada em seu pl?

(b) Que fracdo de alanina estd na forma completamente
nao carregada em seu pl? Justifique suas suposigoes.

4. Estado de ionizacao da histidina. Cada grupo ioni-
zavel de um aminoacido pode existir em um de dois estados,
carregado ou neutro. A carga elétrica no grupo funcional é
determinada pela relacdo entre seu pK, e o pH da solucdo. Essa
relacdo € descrita pela equacdo de Henderson-Hasselbalch.

(a) A histidina tem trés grupos funcionais ionizaveis.
Escreva as equacgdes de equilibrio para suas trés ionizacoes
e assinale o pK, adequado para cada ionizacdo. Desenhe a
estrutura da histidina em cada estado de ionizacdo. Qual
é a carga final na molécula de histidina em cada estado de
ionizacao?

(b) Desenhe as estruturas do estado de ioniza¢do predomi-
nante da histidina em pH 1, 4, 8 e 12. Observe que o estado de



ionizagao pode ser aproximado tratando-se cada grupo ioniza-
vel independentemente.

(¢) Qual é a carga final da histidinaem pH 1, 4, 8 e 12? Para
cada pH, a histidina ird migrar em direc¢do ao anodo (+) ou ao
catodo (-) quando colocada em um campo elétrico?

5. Separacao de aminoacidos por cromatografia de
troca ionica. Misturas de aminoacidos podem ser analisa-
das primeiramente pela separa¢do da mistura em seus com-
ponentes por uma cromatografia de troca iénica. Os aminoa-
cidos inseridos em uma resina permutadora de cations (ver
Figura 3-17a) contendo grupos sulfonados (—SO;) fluem
pela resina em velocidades diferentes em consequéncia de
dois fatores que influenciam seu movimento: (1) atragio i6-
nica entre os residuos sulfonados na coluna e os grupos fun-
cionais carregados positivamente nos aminoacidos e (2) inte-
racoOes hidrofébicas entre as cadeias laterais de aminodcidos
e o esqueleto fortemente hidrofébico da resina de poliesti-
reno. Para cada par de aminoacidos listados, determine qual
sera eluido primeiro em uma coluna permutadora de cations
por um tampao de pH 7,0.

(a) Asp e Lys

(b) Arg e Met

(c¢) Glue Val

(d) Gly e Leu

(e) Ser e Ala

6. Nomeando os estereoisomeros de isoleucina. A es-
trutura do aminodcido isoleucina é

CO00~
+
H,N—C—H
H—Cll—CHg
iy
CH,

(a) Quantos centros quirais ela tem?

(b) Quantos isdbmeros opticos?

(c¢) Desenhe férmulas em perspectiva para todos os isome-
ros opticos da isoleucina.

7. Comparacao dos valores de pK, de alanina e polia-
lanina. A curva de titulacdo da alanina mostra a ionizacdo
de dois grupos funcionais com valores de pK, de 2,34 e 9,69,
correspondendo a ionizacdo do grupo carboxila e dos grupos
amino protonados, respectivamente. A titulacao de di, tri e oli-
gopeptideos maiores de alanina também mostra a ionizacdo de
somente dois grupos funcionais, embora os valores experimen-
tais de pK, sejam diferentes. A tendéncia nos valores de pK,
estd resumida na tabela.

Aminodacido ou peptideo pK, pK,
Ala 2,34 9,69
Ala-Ala 3,12 8,30
Ala-Ala-Ala 3,39 8,03

Ala-(Ala),~Ala, 7 = 4 3,42 7,94

(a) Desenhe a estrutura de Ala-Ala-Ala. Identifique os gru-
pos funcionais associados a pK; e pK,.

(b) Por que o valor de pK, aumenta com cada residuo Ala
adicional no oligopeptideo?

(¢) Por que o valor de pK, diminui com cada residuo Ala
adicional no oligopeptideo?
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8. O tamanho das proteinas. Qual é a massa molecular
aproximada de uma proteina com 682 residuos de aminoacidos
em uma unica cadeia polipeptidica?

9. O numero de residuos de triptofano na albumina sé-
rica bovina. Uma andlise quantitativa de aminoécidos revela
que a albumina sérica bovina (BSA) contém 0,58% de triptofa-
no (M, 204) por peso.

(a) Calcule a massa molecular minima da BSA (i.e, presu-
mindo-se que haja apenas um residuo de Trp por molécula de
proteina).

(b) A cromatografia de exclusdo por tamanho da BSA for-
nece uma massa molecular estimada de BSA de 70.000. Quan-
tos residuos de Trp estao presentes em uma molécula de albu-
mina sérica?

10. Composicao de subunidades de uma proteina. Uma
proteina tem uma massa molecular de 400 kDa quando medida
por cromatografia de exclusdo por tamanho. Quando submeti-
da a uma eletroforese em gel na presenca de dodecil sulfato de
sodio (SDS), a proteina fornece trés bandas com massas mole-
culares de 180, 160 e 60 kDa. Quando a eletroforese é realizada
na presenca de SDS e ditiotreitol, trés bandas sdo novamente
formadas, desta vez com massas moleculares de 160, 90 e 60
kDa. Determine a composicdo das subunidades da proteina.

11. Carga elétrica final de peptideos. Um peptideo tem
a sequéncia

Glu-His-Trp-Ser-Gly-Leu-Arg-Pro-Gly

(a) Qual € a carga final da molécula em pH 3, 8 e 11? (Uti-
lize os valores de pK, para cadeias laterais e grupos amino e
carboxila terminais como fornecidos na Tabela 3-1.)

(b) Estime o pl para este peptideo.

12. Ponto isoelétrico da pepsina. Pepsina é o nome dado
a uma mistura de diversas enzimas digestivas secretadas (como
proteinas precursoras maiores) por glandulas no estémago. Es-
sas glandulas também secretam dcido cloridrico, que dissolve o
material particulado no alimento, permitindo a pepsina clivar de
modo enzimatico moléculas de proteinas individuais. A mistura
resultante de alimento, HCI e enzimas digestivas é conhecida
como quimo e apresenta pH préximo a 1,5. Qual pl vocé pode-
ria prever para as proteinas da pepsina? Que grupos funcionais
devem estar presentes para conferir esse pl a pepsina? Quais
aminoacidos nas proteinas iriam contribuir com tais grupos?

13. Ponto isoelétrico de histonas. As histonas sio protei-
nas encontradas no nicleo de células eucaridticas, fortemente
ligadas ao DNA, com muitos grupos fosfato. O pI das histonas é
muito alto, cerca de 10,8. Que residuos de aminoacidos devem
estar presentes em quantidades relativamente elevadas nas
histonas? De que forma esses residuos contribuem para a forte
ligacdo das histonas ao DNA?

14. Solubilidade de polipeptideos. Um método para se-
parar polipeptideos faz uso de suas diferentes solubilidades. A
solubilidade de polipeptideos grandes em agua depende da po-
laridade relativa de seus grupos R, particularmente do nimero
de grupos ionizaveis: quanto mais grupos ionizaveis existirem,
mais soltivel serd o polipeptideo. Qual, de cada par de polipep-
tideos a seguir, € mais soltvel no pH indicado?

(a) (Gly),, ou (Glu),, em pH 7,0

(b) (Lys-Ala), ou (Phe-Met), em pH 7,0

(c) (Ala-Ser-Gly), ou (Asn-Ser-His), em pH 6,0

(d) (Ala-Asp-Gly), ou (Asn-Ser-His), em pH 3,0



112 DAVID L. NELSON & MICHAEL M. COX

15. Purificacdo de uma enzima. Um bioquimico descobre
e purifica uma nova enzima, gerando a tabela de purificacao a
seguir.

Proteina total Atividade
Procedimento (mg) (unidades)
1. Extrato bruto 20.000 4.000.000
2. Precipitacao (sal) 5.000 3.000.000
3. Precipitacao (pH) 4.000 1.000.000
4. Cromatografia de troca i6nica 200 800.000
5. Cromatografia de afinidade 50 750.000
6. Cromatografia de exclusao 45 675.000

por tamanho

(a) A partir da informacao contida na tabela, calcule a ati-
vidade especifica da enzima ap6s cada procedimento de puri-
ficacdo.

(b) Qual dos procedimentos de purificacdo utilizados para
essa enzima é mais eficaz (i.e, fornece o maior aumento relati-
vo em pureza)?

(¢) Qual dos procedimentos de purificacdo € menos efetivo?

(d) Ha alguma indicacio, com base nos resultados apresen-
tados na tabela, de que a enzima estd pura apés a etapa 6? O
que mais poderia ser feito para estimar a pureza da preparacdo
da enzima?

16. Dialise. Uma proteina purificada estd em um tampéo
Hepes (N-(2-hidroéxi-etil)piperazina-N'-(acido 2-etanossulfo-
nico)) em pH 7 com 500 muM de NaCl. Uma amostra (1 mL) da
solucao de proteina é inserida em um tubo feito de membrana
de didlise e dialisado contra 1 L, do mesmo tampao Hepes com
0 mM de NaCl. Moléculas pequenas e fons (como Na*, Cl” e He-
pes) podem se difundir através da membrana de dialise, mas a
proteina nao.

(a) Uma vez que a didlise alcanc¢a o equilibrio, qual é a
concentracdo de NaCl na amostra de proteina? Assuma que
nenhuma mudang¢a de volume ocorra na amostra durante a
didlise.

(b) Se a amostra de 1 mL original fosse dialisada duas ve-
zes, sucessivamente, contra 100 mL do mesmo tampao Hepes
com 0 mm NaCl, qual seria a concentracdo final de NaCl na
amostra?

17. Purificacao de peptideos. Em pH 7,0, em que or-
dem os trés peptideos a seguir seriam eluidos em uma colu-
na preenchida com um polimero permutador de cations? Suas
composicdes em aminodcidos sao:

Peptideo A: Ala 10%, Glu 5%, Ser 5%, Leu 10%, Arg 10%,
His 5%, Ile 10%, Phe 5%, Tyr 5%, Lys 10%, Gly 10%, Pro 5% e
Trp 10%.

Peptideo B: Ala 5%, Val 5%, Gly 10%, Asp 5%, Leu 5%, Arg
5%, Ile 5%, Phe 5%, Tyr 5%, Lys 5%, Trp 5%, Ser 5%, Thr 5%,
Glu 5%, Asn 5%, Pro 10%, Met 5% e Cys 5%.

Peptideo C: Ala 10%, Glu 10%, Gly 5%, Leu 5%, Asp 10%,
Arg 5%, Met 5%, Cys 5%, Tyr 5%, Phe 5%, His 5%, Val 5%, Pro
5%, Thr 5%, Ser 5%, Asn 5% e GIn 5%.

18. Determinacao da sequéncia do peptideo cerebral
leucina encefalina. Um grupo de peptideos que influencia a
transmissao nervosa em certas partes do cérebro foi isolado de
tecido cerebral normal. Esses peptideos sdo conhecidos como
opioides porque se ligam a receptores especificos que também
se ligam a farmacos opidceos, como a morfina e a naloxona. Os
opioides, portanto, mimetizam algumas propriedades dos far-

macos opidceos. Alguns pesquisadores consideram que esses
peptideos sejam os analgésicos préprios do cérebro. Utilizando
as informagdes a seguir, determine a sequéncia de aminodacidos
do opioide leucina encefalina. Explique como sua estrutura é
consistente com cada uma das informacoes fornecidas.

(a) A hidrélise completa por 6 M de HCl a 110°C, seguida
pela analise de aminodcidos, indicou a presenca de Gly, Leu,
Phe e Tyr em uma razao molar de 2:1:1:1.

(b) O tratamento do peptideo com 1-fluoro-2,4-dinitroben-
zeno seguido pela hidrélise completa e cromatografia indicou a
presenca de um derivado 2,4-dinitrofenila da tirosina. Nenhu-
ma tirosina livre foi encontrada.

(c) A digestao completa do peptideo com quimotripsina se-
guida por cromatografia forneceu tirosina e leucina livres mais
um tripeptideo contendo Phe e Gly em uma razao de 1:2.

19. Estrutura do peptideo antibiético de Bacillus bre-
vis. Extratos da bactéria Bacillus brevis contém um peptideo
com propriedades antibiéticas. Esse peptideo forma comple-
x0s com ions metdlicos e parece interromper o transporte io6-
nico através de membranas celulares de outras espécies bacte-
rianas, matando-as. A estrutura do peptideo foi determinada a
partir das seguintes observacdes:

(a) A hidrélise acida completa do peptideo seguida de ané-
lise de aminoacidos produziu quantidades equimolares de Leu,
Orn, Phe, Pro e Val. Orn é ornitina, um aminoacido que nao
estd presente em proteinas, mas aparece em alguns peptideos.
Ela tem a seguinte estrutura:

H
+ I
H3N—CH2—CH2—CH2—?—COO*
“NH,

(b) A massa molecular do peptideo foi estimada em apro-
ximadamente 1.200.

(c) O peptideo nao sofreu hidrélise quando tratado com a
enzima carboxipeptidase. Essa enzima catalisa a hidrolise do
residuo carboxiterminal de um polipeptideo a menos que o re-
siduo seja Pro ou, por alguma razao, nao contenha um grupo
carboxila livre.

(d) O tratamento do peptideo intacto com 1-fluoro-2 4-di-
nitrobenzeno, seguido por hidrélise completa e cromatografia,
produziu apenas aminoacidos livres e o seguinte derivado:

NO, }|I
0,N NH—CHZ—CH2—CH2—?—COO*
*NH,

Dica: o derivado de 2,4-dinitrofenila envolve o grupo amino de
uma cadeia lateral em vez de um grupo a-amino.

(e) A hidrolise parcial do peptideo seguida por separacao
cromatografica e andlise de sequéncia produziu os seguintes
di e tripeptideos (o aminodcido aminoterminal esta sempre a
esquerda):

Leu-Phe Phe-Pro Orn-Leu Val-Orn
Val-Orn-Leu Phe-Pro-Val Pro-Val-Orn

A partir das informacdes fornecidas acima, deduza a sequéncia
de aminoacidos do peptideo antibi6tico. Mostre seu raciocinio.
Quando vocé tiver chegado a uma estrutura, demonstre que
ela é consistente com cada observacao experimental.



20. Eficiéncia no sequenciamento de peptideos Um
peptideo com a estrutura primaria Lys-Arg-Pro-Leu-Ile-Asp-
-Gly-Ala é sequenciado pelo procedimento de Edman. Se cada
ciclo de Edman tiver uma eficiéncia de 96%, que porcentagem
dos aminodcidos liberados no quarto ciclo serd leucina? Faca o
cédlculo uma segunda vez, mas presuma uma eficiéncia de 99%
para cada ciclo.

21. Comparacido de sequéncias Proteinas denominadas
chaperonas moleculares (descritas no Capitulo 4) auxiliam no
processo de enovelamento proteico. Uma classe de chapero-
nas encontrada em organismos desde bactérias a mamiferos é
a proteina de choque térmico 90 (Hsp90). Todas as chapero-
nas Hsp90 contém uma “sequéncia-assinatura” de 10 aminoa-
cidos que permite uma identificacao rapida dessas proteinas
em bancos de dados de sequéncias. Duas representacoes dessa
sequéncia-assinatura sao apresentadas a seguir.

Y-x-[INQHD]-[KHR]-[DE]-[IVA]-F-[LM]-R-[ED].

4
ﬁ3
o 2
1
0
1 2 9 10
N C

(a) Nesta sequéncia, que residuos de aminoacidos nao va-
riam (conservados ao longo de todas as espécies)?

(b) A qual(is) posicao(des) estdo limitados aqueles ami-
noacidos com cadeias laterais carregadas positivamente?
Para cada posi¢ao, qual aminoacido € mais comumente en-
contrado?

(c) Em quais posicoes as substituicoes estdo restritas a
aminodcidos com cadeias laterais carregadas negativamente?
Para cada posic¢do, qual aminoacido predomina?

(d) Ha uma posicdo que pode ser qualquer aminoacido,
embora um aminodcido apareca com muito mais frequéncia do
que qualquer outro. Que posicao é esta, e qual aminodcido apa-
rece com mais frequéncia?

22. Métodos cromatograficos Trés aminodcidos, cujas se-
quéncias sdo apresentadas a seguir, utilizando o cédigo de uma
letra para seus aminoacidos, estdo presentes em uma mistura:

1. ATKNRASCLVPKHGALMFWRHKQLVSDPILQKRQHIL-
VCRNAAG

2. GPYFGDEPLDVHDEPEEG

3. PHLLSAWKGMEGVGKSQSFAALIVILA

Qual deles migraria mais lentamente durante a cromatografia
através de:

(a) uma resina de troca idnica; granulos revestidos com
grupos carregados positivamente?

(b) uma resina de troca idnica; granulos revestidos com
grupos carregados negativamente?

(¢) uma coluna de exclusdo por tamanho (filtracao em gel)
projetada para separar peptideos pequenos como esses?

(d) Quais os peptideos que contém os motivos de ligacao
ao ATP mostrados na sequéncia logo a seguir?

Bits
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Problemas de analise de dados

23. Determinacio da sequéncia de aminoacidos da in-
sulina A Figura 3-24 mostra a sequéncia de aminoacidos da
insulina bovina. Essa estrutura foi determinada por Frederick
Sanger e colaboradores. A maior parte desse trabalho esta
descrita em uma série de artigos publicados no Biochemical
Journal de 1945 a 1955.

Quando Sanger e seus colaboradores iniciaram seu traba-
lho em 1945, sabia-se que a insulina era uma proteina pequena
consistindo em duas ou quatro cadeias polipeptidicas ligadas
por ligacoes dissulfeto. Sanger e seus colaboradores desen-
volveram alguns poucos métodos simples para o estudo de se-
quéncias de proteinas.

Tratamento com FDNB. O FDNB (1-fluoro-2,4-dinitroben-
Zeno) reage com grupos amino livres (exceto amida ou gua-
nidina) em proteinas para produzir derivados dinitrofenil de
aminodcidos:

O,N O,N
R—NH, + F NO, —> R—ITI NO, + HF
H
Amina FDNB DNP-amina

Hidrolise dcida. Ferver uma proteina na presenca de HCL
a 10% por varias horas hidrolisa todas as suas ligacoes pepti-
dicas e amidicas. Tratamentos curtos produzem polipeptide-
os curtos; quanto mais longo o tratamento, mais completa € a
quebra da proteina em seus aminoacidos.

Oxidacgdo de cisteinas. O tratamento de uma proteina
com acido perférmico clivou todas as ligagoes dissulfeto e con-
verteu todos os residuos Cys a residuos de acido cisteico (ver
Figura 3-28).

Cromatografia em papel. Esta versdo mais primitiva da
cromatografia em camada delgada (ver Figura 10-25) separava
compostos com base em suas propriedades quimicas, permitin-
do a identificacdo de aminoacidos isolados e, em alguns casos,
dipeptideos. A cromatografia em camada delgada também se-
para peptideos maiores.

Como relatado em seu primeiro artigo (1945), Sanger
promoveu a reacao da insulina com o FDNB e hidrolisou a
proteina resultante. Ele encontrou muitos aminoacidos li-
vres, mas apenas trés aminoacidos-DNP: a-DNP-glicina (o
grupo DNP ligado ao grupo a-amino); a-DNP-fenilalanina; e
&-DNP-lisina (DNP ligado ao grupo e-amino). Sanger inter-
pretou esses resultados indicando que a insulina tinha duas
cadeias proteicas: uma com Gly em sua extremidade ami-
noterminal e outra com Phe em sua extremidade aminoter-
minal. Uma das duas cadeias também continha um residuo
Lys, mas nao na extremidade aminoterminal. Ele nomeou a
cadeia iniciada com o residuo Gly de “A” e a cadeia iniciada
com Phe de “B”.

(a) Explique como os resultados de Sanger apoiam suas
conclusoes.

(b) Esses resultados sdo consistentes com a estrutura co-
nhecida da insulina bovina (ver Figura 3-24)?

Em um artigo posterior (1949), Sanger descreveu como ele
utilizou essas técnicas para determinar os primeiros poucos
aminoacidos (extremidade aminoterminal) de cada cadeia de
insulina. Para analisar a cadeia B, por exemplo, ele seguiu as
seguintes etapas:
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—

Oxidou a insulina para separar as cadeias A e B.

2. Preparou uma amostra de cadeia B pura por cromato-

grafia em papel.

Reagiu a cadeia B com FDNB.

4. Submeteu a proteina a hidrélise dcida branda, de modo
a produzir peptideos pequenos.

5. Separou os peptideos-DNP dos peptideos que nao con-
tinham grupos DNP.

6. Isolou quatro dos peptideos-DNP, os quais foram nome-
ados B1 a B4.

7. Submeteu a hidrolise intensa cada peptideo-DNP para
obter os aminoacidos livres.

8. Identificou os aminoacidos em cada peptideo por cro-

matografia em papel.

w

Os resultados foram os seguintes:

B1: apenas a-DNP-fenilalanina

B2: a-DNP-fenilalanina; valina

B3: acido aspartico; a-DNP-fenilalanina; valina

B4: acido aspartico; acido glutamico; a-DNP-fenilalanina;
valina

(c) Com base nesses dados, quais sdo os primeiros quatro
aminodcidos (aminoterminais) da cadeia B? Explique seu ra-
ciocinio.

(d) Esse resultado coincide com a sequéncia conhecida da
insulina bovina (ver Figura 3-24)? Explique quaisquer discre-
pancias.

Sanger e colaboradores utilizaram esses e outros métodos
relacionados para determinar a sequéncia completa das ca-
deias A e B. Suas sequéncias para a cadeia A foram as seguin-
tes (aminoterminal & esquerda):

1 5 10
Gly-Ile-Val-Glx—Glx—Cys—Cys—Ala—Ser—Val—
15 20

Cys—Ser—Leu-Tyr—Glx—Leu—Glx—Asx-Tyr—Cys—Asx

Como a hidroélise acida converteu todo Asn a Asp e todo Gln
a Glu, esses residuos tiveram de ser denominados Asx e GIx,
respectivamente (a identidade exata no peptideo desconhe-
cida). Sanger resolveu esse problema utilizando enzimas pro-
teases que clivam ligacoes peptidicas, mas ndo as ligagdes
amidicas nos residuos Asn e Gln, para preparar peptideos
curtos. Ele entao determinou o nimero de grupos amida pre-
sentes em cada peptideo medindo a liberagao de NHZ quando
o peptideo era hidrolisado em acido. Alguns dos resultados
obtidos para a cadeia A sdo mostrados a seguir. Os peptideos
podem néao ter sido completamente puros, de modo que os
numeros foram aproximados — mas bons o bastante para os
propésitos de Sanger.

Nome do Numero de grupos
peptideo Sequéncia peptidica amida no peptideo
Acl Cys-Asx 0,7

Aplb Tyr-Glx-Leu 0,98
Apl4 Tyr-Glx-Leu-Glx 1,06

Ap3 Asx-Tyr-Cys-Asx 2,10

Apl Glx-Asx-Tyr-Cys-Asx 1,94
Apbpal Gly-Ile-Val-Glx 0,15

Apb Gly-Ile-Val-Glx-Glx-Cys-Cys-Ala- 1,16

-Ser-Val-Cys-Ser-Leu

(e) Com base nesses dados, determine a sequéncia de ami-
noacidos da cadeia A. Explique como vocé obteve sua resposta
e a compare com a Figura 3-24.
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