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lente de uma proteina cldssica é formado por centenas

de ligacoes simples. Como é possivel a livre rotacio
entre vérias dessas ligacdes, a proteina consegue, em prin-
cipio, assumir um nimero de conformacdes praticamente
incontaveis. Entretanto, cada proteina tem uma funcéo qui-
mica e uma estrutura especifica, sugerindo que cada uma
delas tenha uma estrutura tridimensional dnica (Figura
4-1). Quao estavel € essa estrutura, quais fatores guiam sua
formacéo e o que a mantém unida? No final de 1920, varias
proteinas foram cristalizadas, incluindo a hemoglobina (M,
64.500) e a enzima urease (M, 483.000). Como, geralmente,
o arranjo ordenado das moléculas em um cristal pode ocor-
rer somente se as unidades moleculares forem idénticas, a
descoberta de que virias proteinas poderiam ser cristali-
zadas era a evidéncia de que até mesmo proteinas muito
grandes sio entidades quimicas separadas com estruturas
Unicas. Essa concluséo revolucionou o pensamento sobre
as proteinas e suas funcdes, mas o conhecimento que ela
gerou foi incompleto. A estrutura proteica é sempre ma-

As proteinas sdo moléculas grandes. O esqueleto cova-

FIGURA 4-1 Estrutura da enzima quimotripsina, uma proteina glo-
bular. A molécula de glicina (em cinza) é representada para comparagao
de tamanho. As estruturas tridimensionais conhecidas das proteinas estio
arquivadas no Protein Data Bank - PDB (ver Quadro 4-4). A imagem mostrada
aqui foi elaborada utilizando os dados do PDB ID 6GCH.

ledvel, algumas vezes de forma surpreendente. Mudancas
na estrutura podem ser to importantes para a funcio da
proteina quanto a estrutura por si s6.

Neste capitulo, serd examinada a estrutura das protei-
nas. Sao enfatizados seis temas. Primeiro, a estrutura tri-
dimensional, ou seja, as estruturas de uma proteina sdo
determinadas por sua sequéncia de aminodcidos. Segundo,
a funcéo de uma proteina tipica depende de sua estrutura.
Terceiro, a maior parte das proteinas isoladas existem em
um ou em um pequeno nimero de formas estruturalmente
estdveis. Quarto, as forgas mais importantes de estabiliza-
cdo das estruturas especificas de uma dada proteina sdo
as interagdes ndo covalentes. Quinto, dentre desse enor-
me nimero de estruturas tinicas das proteinas, podem ser
reconhecidos alguns padrdes estruturais comuns, que aju-
dam a organizar o entendimento sobre a arquitetura das
proteinas. Sexfto, as estruturas proteicas néo séo estéticas.
Todas as proteinas passam por mudancas na conformacio
variando desde sutis até bastante significativas. Partes de
muitas proteinas possuem estruturas nao discerniveis. Para
algumas proteinas, a auséncia de estrutura definida é fun-
damental para sua funcio.

4,1 Visao geral sobre a estrutura das proteinas

O arranjo espacial dos 4tomos em uma proteina ou qualquer
parte da proteina é chamado de conformagao. As confor-
magdes possiveis de uma proteina ou de qualquer segmento
proteico incluem qualquer estado estrutural que ela pos-
sa assumir sem a quebra de suas ligagdes covalentes. Uma
mudanca conformacional pode ocorrer, por exemplo, pela
rotacdo sobre as ligagbes simples. Das véarias conformacoes
teoricamente possiveis para uma proteina com centenas de
ligacdes simples, uma ou (mais comumente) poucas predo-
minam em condicdes biolégicas. A necessidade de mlti-
plas conformacdes estaveis reflete as mudangas que devem
ocorrer na proteina quando ela se liga a outras moléculas ou
catalisa reacdes. As conformacdes que existem em determi-
nadas condi¢des sdo, normalmente, aquelas termodinami-
camente mais estdveis — isto €, aquelas com energia livre de
Gibbs (G) menores. Proteinas dobradas, em qualquer uma
de suas conformacdes funcionais, sdo chamadas de protei-
nas nativas.

Para a grande maioria das proteinas, uma estrutura
em particular ou um pequeno grupo de estruturas é cru-
cial para a funcéo. No entanto, em muitos casos, partes das
proteinas carecem de estruturas perceptiveis. Esses seg-
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mentos proteicos séo intrinsecamente desordenados. Em
alguns casos, proteinas inteiras sio intrinsecamente desor-
denadas, e ainda assim funcionais.

Quais os principios que determinam as conformagdes
mais estdveis de uma proteina tipica? Uma compreensio da
conformacéo de proteinas pode ser construida, passo a pas-
so, a partir da discussédo sobre estrutura priméria no Capi-
tulo 3, passando pela consideracdo das estruturas secunda-
rias, tercidrias e quaterndrias. A essa abordagem cldssica, é
preciso acrescentar a énfase mais recente dada aos padrdes
comuns e classificiveis de enovelamento, variavelmente
chamados de estruturas supersecunddrias, enovelamentos
ou motivos, que estabelecem um importante contexto orga-
nizacional para esse esfor¢co complexo. A titulo de introdu-
¢ao, serdo apresentados alguns principios bésicos.

A conformagao de uma proteina é estabilizada por
interacdes fracas

No contexto da estrutura de proteinas, o termo estabi-
lidade pode ser definido como a tendéncia em manter a
conformacdo nativa. Proteinas nativas séo apenas margi-
nalmente estéveis: 0 AG que separa os estados dobrados
e ndo dobrados em proteinas comuns, sob condicées fisio-
légicas, estd na faixa de apenas 20 a 65 kJ/mol. Uma dada
cadeia polipeptidica pode, teoricamente, assumir iniimeras
conformacdes e, como resultado, o estado ndao dobrado de
uma proteina € caracterizado por um alto grau de entropia
conformacional. Essa entropia, junto com as interages de
ligacdes de hidrogénio dos diversos grupos da cadeia poli-
peptidica com o solvente (dgua), tendem a manter o estado
nao dobrado. As interagdes quimicas que contrabalancam
esses efeitos e estabilizam a conformacio nativa incluem
ligagdes dissulfeto (covalentes) e interacdes fracas (nio co-
valentes), descritas no Capitulo 2: ligacées de hidrogénio e
interacdes hidrofébicas e idnicas.

Virias proteinas ndo tém ligacdes dissulfeto. O ambiente
dentro da maioria das células € altamente redutor devido a
alta concentragao de agentes redutores, como a glutationa,
e a maior parte das sulfidrilas permanece entio no estado
reduzido. Fora da célula, o ambiente é frequentemente
mais oxidante e a formacdo de dissulfeto é mais provavel
de ocorrer. Em eucariotos, as ligagdes dissulfeto sio encon-
tradas, principalmente, em protefnas secretadas, extrace-
lulares (p. ex., o0 horménio insulina). As ligactes dissulfeto
também sédo incomuns em proteinas de bactérias. Entretan-
to, bactérias termofilicas, assim como arquibactérias, geral-
mente apresentam varias proteinas com ligacdes dissulfeto,
que as estabilizam. Presumivelmente, isso € uma adaptagéo
para a vida a altas temperaturas.

Para todas as proteinas de todos os organismos, as in-
teragdes fracas sdo especialmente importantes para o eno-
velamento das cadeias polipeptidicas em suas estruturas
secunddrias e tercidrias. A associagdo de miiltiplos polipep-
tideos para formar estruturas quaterndrias também tem
como base estas interagdes fracas.

Aproximadamente 200 a 460 kJ/mol sdo necessdrios
para quebrar uma ligacio covalente simples, enquanto in-
teracbes fracas podem ser rompidas com apenas 0,4 a 30
kJ/mol. Individualmente, uma ligacdo covalente, como as

ligacoes dissulfeto conectando regides distintas de uma
unica cadeia polipeptidica, é claramente muito mais forte
que uma interacdo fraca. Entretanto, por serem muito nu-
merosas, sio as interagdes fracas que predominam como
forcas estabilizadoras da estrutura proteica. Em geral, a
conformacao proteica de energia livre mais baixa (i.e., de
conformacao mais estavel) € aquela com o ndmero maximo
de interacdes fracas.

A estabilidade de uma proteina nao é simplesmente o
somatorio das energias livres de formacgéo das diversas in-
teracdes fracas internas. Para cada ligacio de hidrogénio
formada em uma proteina durante seu enovelamento, uma
ligacdo de hidrogénio (de forca equivalente) entre o mes-
mo grupo e a dgua é quebrada. A estabilidade resultante
da contribuicdo de uma dada ligacdo de hidrogénio, ou a
diferenga de energia livre entre os estados dobrado e nio
dobrado, deve ser préxima de zero. Interagdes idnicas po-
dem ser tanto estabilizadoras, quanto desestabilizadoras.
Portanto, é preciso olhar em outros lugares para entender
por que uma determinada conformacao nativa é favoravel.

A partir de um exame cuidadoso da contribuicdo das in-
teracoes fracas na estabilidade das proteinas, fica evidente
que as interacdes hidrofébicas geralmente predominam.
A dgua pura contém moléculas de H,O formando uma rede
de ligacoes de hidrogénio. Nenhuma outra molécula tem o
potencial de ligacio de hidrogénio da agua, e a presenca de
outras moléculas na solucao aquosa rompe estas ligacoes
de hidrogénio. Quando a dgua envolve uma molécula hidro-
fébica, o arranjo 6timo de ligacdo de hidrogénio resulta em
uma camada altamente estruturada, ou camada de solva-
tacdo, de dgua em torno da molécula (ver Figura 2-7). O
aumento da ordem das moléculas de dgua na camada de
solvatagdo estd correlacionado com uma reducio desfavo-
rével na entropia da dgua. Entretanto, quando grupos apo-
lares se agrupam, o tamanho da camada de solvatacdo dimi-
nui, porque cada grupo nio mais expde toda sua superficie
a solugdo. O resultado € um aumento favoravel de entropia.
Como descrito no Capitulo 2, esse aumento de entropia é
a principal forca termodindmica que rege a associacio de
grupos hidrofébicos em solucdo aquosa. Cadeias laterais de
aminoécidos hidrofébicos tendem a se agrupar no interior
das proteinas, longe da d4gua (pense em uma gota de 6leo na
dgua). A sequéncia de aminodcidos da maioria das protei-
nas, assim, apresenta um contetido significativo de cadeias
laterais de aminodcidos hidrofébicos (especialmente Leu,
Ile, Val, Phe e Trp). Posicionam-se de forma a se aglomerar
quando a proteina é dobrada, formando um nicleo hidrof6-
bico da proteina.

Sob condig¢des fisioldgicas, a formacéo de ligacbes de
hidrogénio em uma proteina é em grande parte dirigida
pelo mesmo efeito entrépico. Grupos polares normalmen-
te podem formar ligacdes de hidrogénio com a dgua, e, por
isso, sfo soliveis em dgua. Entretanto, o nimero de liga-
¢des de hidrogénio por unidade de massa normalmente é
maior para a d4gua pura do que para qualquer outro liquido
ou solugao, e ha limites de solubilidade até para as molécu-
las mais polares, pois sua presenca causa uma diminuicio
no nimero total de ligacdes de hidrogénio por unidade de
massa. Portanto, uma camada de solvatacio, até certo pon-
to, também se forma em torno de moléculas polares. Apesar



de a energia de formacio de uma ligacfo de hidrogénio in-
tramolecular entre dois grupos polares em uma macromo-
lécula ser em grande parte anulada pela eliminacéio de tais
interacdes entre esses grupos polares e a dgua, a liberacgéo
da dgua estruturada, na forma de interacdes intramolecula-
res, garante a forca entrépica que leva ao enovelamento. A
maior parte da variagdo de energia livre na forma de intera-
¢oes fracas dentro da proteina é assim origindria do aumen-
to de entropia na solucio aquosa circundante, resultante do
confinamento das superficies hidrofébicas. Isso mais do que
contrabalanca a grande perda de entropia conformacional,
pois o polipeptideo é limitado & sua conformacéo dobrada.

As interacdes hidrofébicas sdo importantes na estabi-
lizacdo da conformacao: o interior de uma proteina geral-
mente é um nucleo altamente empacotado de cadeias la-
terais de aminoacidos hidrofébicos. Também é importante
que cada grupo polar ou carregado no interior da proteina
tenha um par adequado para fazer ligacio de hidrogénio ou
interacdo idnica. Uma ligacdo de hidrogénio parece contri-
buir pouco para a estabilidade de uma estrutura nativa, mas
a presenca de grupos que fazem ligacdes de hidrogénio sem
par no niicleo hidrofébico de uma proteina pode ser tio
desestabilizadora que conformacdes contendo esse grupo
sdo termodinamicamente insustentdveis. A variacdo favo-
ravel de energia livre resultante da combinacio de virios
desses grupos com parceiros na solucio que os circunda
pode ser maior do que a diferenga de energia livre entre os
estados dobrados e ndo dobrados. Além disso, ligacdes de
hidrogénio entre grupos em uma proteina se formam coo-
perativamente (a formacdo de uma torna mais provavel a
formacao da préxima) em estruturas secunddrias repetidas
que otimizam as ligac¢des de hidrogénio, como descrito a se-
guir. Dessa forma, as ligagdes de hidrogénio normalmente
tém um importante papel na condug¢ao do processo de eno-
velamento de proteinas.

A interacio entre grupos carregados com cargas opos-
tas, que formam um par iénico ou uma ponte salina, pode
exercer tanto um efeito estabilizante quanto desestabili-
zante na estrutura da proteina. Como no caso das ligacoes
de hidrogénio, cadeias laterais de aminoacidos carregados
interagem com a 4gua e com sais quando a proteina nio
estd dobrada, e a perda dessas interacoes deve ser consi-
derada quando se avalia o efeito da ponte salina na esta-
bilidade geral de uma proteina dobrada. Entretanto, a for-
¢a de uma ponte salina aumenta & medida que se desloca
para um ambiente com constante dielétrica mais baixa, &
(p- 50): do solvente aquoso polar (e préximo a 80) para o
interior apolar da proteina (e préximo a 4). Pontes salinas,
especialmente aquelas parcial ou totalmente internas na
proteina, podem, assim, proporcionar uma estabilizacéo
significativa da estrutura de uma proteina. Essa tendéncia
explica o aumento da ocorréncia de pontes salinas internas
nas proteinas de organismos termofilicos. Interacdes i6ni-
cas também limitam a flexibilidade estrutural e conferem
uma singularidade a uma determinada estrutura proteica
que as interagdes hidrofébicas ndo especificas ndo conse-
guem proporcionar,

No ambiente atomico altamente empacotado de uma
proteina, mais um tipo de interacéo fraca pode ter um efei-
to significativo — as interagdes de van der Waals (p. 54).
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As interacdes de van der Waals sdo interacdes dipolo-dipolo
envolvendo os dipolos elétricos permanentes de grupos, tal
como as carbonilas, dipolos transitdrios derivados das flutu-
a¢des das nuvens de elétrons em torno de qualquer atomo,
e dipolos induzidos pela interacio de um 4tomo com outro
que contém um dipolo permanente ou transitério. A medida
que os atomos interagem um com o outro, essas interagoes
dipolo-dipolo fornecem uma forga intermolecular atrativa
que opera apenas sobre uma distdncia intermolecular limite
(0,3 a 0,6 nm). As interagoes de van der Waals séo fracas e
individualmente contribuem pouco para a estabilidade da
proteina em geral. No entanto, em uma proteina bem empa-
cotada ou na interagio de uma proteina com outra proteina
ou com outra molécula em uma superficie complementar, o
numero de tais intera¢des pode ser substancial.

A maioria dos padrdes estruturais resumidos neste capi-
tulo reflete duas regras simples: (1) residuos hidrofébicos
estdo basicamente escondidos no interior da proteina, lon-
ge da dgua, e (2) o numero de ligacdes de hidrogénio den-
fro da proteina é maximizado, reduzindo assim o nimero
de grupos capazes de fazer ligacdes de hidrogénio e grupos
ibnicos que ndo estio adequadamente pareados. As protei-
nas de membrana (examinadas no Capitulo 11) e protei-
nas intrinsecamente desordenadas ou que tém segmentos
intrinsecamente desordenados seguem regras diferentes.
Isso reflete suas fun¢des ou ambientes especificos, mas as
interagdes fracas ainda séo elementos estruturais importan-
tes. Por exemplo, proteinas soliveis, mas com segmentos
intrinsecamente desordenados, sfo ricas em cadeias late-
rais de aminoécidos carregados (especialmente Arg, Lys e
Glu) ou pequenos (Gly e Ala), gerando pouca ou nenhuma
oportunidade para formacao do nicleo hidrofébico estavel.

A ligacao peptidica é rigida e planar
& Arquitetura das proteinas — Estrutura primaria As ligacoes cova-
lentes também impdem importantes restrigdes na confor-
magio de um polipeptideo. No final de 1930, Linus Pauling
e Robert Corey iniciaram uma série de estudos que lanca-
ram os fundamentos do entendimento atual sobre estrutura
de proteinas. Eles comecaram com uma cuidadosa analise
da ligacdo peptidica.

Os carbonos a de residuos adjacentes de aminoacidos
sdo separados por trés ligagdes covalentes, arranjados na

Linus Pauling, 1901-1994

Robert Corey, 1897-1971
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forma C,—C—N—C,. Estudos de difracio de raios X de
cristais de aminoécidos e de dipeptideos e tripeptideos sim-
ples mostraram que a ligacdo peptidica C—N é de alguma
forma mais curta que a ligagdo C—N de uma amina simples,
e que os dtomos associados & ligagao peptidica sdo planares.
Isso indicava a ressonédncia ou o compartilhamento parcial
de dois pares de elétrons entre o oxigénio carbonilico e o
nitrogénio da amida (Figura 4-2a). O oxigénio tem uma
carga parcial negativa e o hidrogénio ligado ao nitrogénio
tem uma carga liquida parcial positiva, formando um pe-
queno dipolo elétrico. Os seis 4tomos do grupo peptidico
estdo em um tinico plano, com o d&tomo de oxigénio do gru-
po carbonilico éramns ao atomo de hidrogénio do nitrogénio
da amida. A partir destas observacdes, Pauling e Corey con-
cluiram que as ligacdes peptidicas C—N néo podem girar
livremente, devido ao seu carater parcial de ligacdo dupla.
A rotagfo é permitida ao redor das ligaces N—C, e C,—C.
O esqueleto de uma cadeia polipeptidica pode, entéo, ser
descrito como uma série de planos rigidos, com planos con-
secutivos compartilnando um ponto comum de rotagdo no
C, (Figura 4-2b). As ligacdes peptidicas rigidas limitam a
variacdo de conformacdes possiveis para uma cadeia poli-
peptidica.

(a)

Extremidade
aminoterminal

s

(b) N-Ca Ca—C C-N
120° —-120°
60° —60°

(d)

A conformacio da ligaciio peptidica é definida por trés
dngulos diedros (também conhecidos como &ngulos de tor-
¢do), chamados de ¢ (phi), ¢ (psi) e o (6mega), que refle-
tem a rotagao sobre cada uma das trés ligaces que se re-
petem no esqueleto peptidico. Um angulo diedro € o dngulo
da interseccao de dois planos. No caso dos peptideos, os
planos sdo definidos pelos vetores das ligacdes do esqueleto
peptidico. Dois vetores de ligacdes sucessivas descrevem
um plano. Trés vetores de ligagOes sucessivas descrevem
dois planos (o vetor da ligacdo central é comum a ambos;
Figura 4-2¢), e o angulo entre esses dois planos é medido
para descrever a conformacao da proteina.

CONVENCAO-CHAVE: Os angulos diedros importantes para um
peptideo sdo definidos por trés vetores das ligagoes que
conectam quatro atomos consecutivos da cadeia principal
(esqueleto peptidico) (Figura 4-2¢): ¢ envolve as ligacdes
C—N—C,—C (com a rotagio ocorrendo entre a ligagio
N—C,), e ¢ envolve as ligacbes N—C_—C—N. Ambos, ¢
e i, sdo definidos como *180" quando o polipeptideo estd
completamente estendido e todos os grupos peptidicos es-
tdo no mesmo plano (Figura 4-2d). Quando se observa ao
longo do vetor da ligacéo central, na direcio da flecha do

Extremidade

FIGURA4-2 O grupo peptidico planar. (a) Cada ligacdo peptidica tem
algum caréter de ligagéo dupla devido a ressonancia, e nao pode girar. Em-
bora o dtomo de N em uma ligagao peptidica seja sempre representado com
uma carga positiva parcial, consideragoes cuidadosas dos orbitais de ligacao
& dos mecanismos quénticos indicam que o N term uma carga liquida neutra
ou levemente negativa. {b) Trés ligacdes separam os carbonos e consecuti-
vos em uma cadeia polipeptidica. As ligagdes N—C, e C,—C podem girar,
sendo descritas pelos dngulos diedros designados ¢ e s, respectivamente.
A ligacdo peptidica C—N ndo esté livre para rotagao. Outras ligagdes simples
do esqueleto também podem estar rotacionalmente obstruidas, dependen-
do do tamanho e da carga dos grupos R. (€) Atomos e planos que definem yr.
(d) Por convencao, ¢ e i sdo iguais a 180" (ou ~180°) quando o primeiro e o
quarto atomos estdo mais afastados e os peptideos estdo totalmente esten-
didos. Ao longo da ligagdo que sofre rotagéo (para qualguer um dos lados),
s angulos ¢ e ¢ aumentam & medida que o quarto dtomo gira no sentido
horério em relagao ao primeiro. Algumas conformacdes mostradas aqui (p.
ex., 0°) sdo proibidas em uma proteina, devido & sobreposicio espacial dos
dtornos. De (b) até (d), as esferas que representam os 4tomos sao menores
do que os raios de van der Waals para esta escala,



vetor (como mostrado na Figura 4-2c¢ para ), os dngulos
diedros aumentam & medida que o dtomo distal (quarto
atomo) gira no sentido horario (Figura 4-2d). A partir das
posi¢des =180°, o dngulo diedro aumenta de —180° para 0°,
o ponto no qual o primeiro e o quarto dtomos estéo eclipsa-
dos. A rotagéo pode continuar de 0" a +180" (mesma posi-
¢ao que —180°) para retornar a estrutura ao ponto de parti-
da. O terceiro &ngulo diedro, w, nem sempre é considerado.
Ele envolve as ligacdes C,—C—N—C,. A ligacdo central
nesse caso € a ligacio peptidica, cuja rotacio é restrita. A
ligacdo peptidica estd, normalmente (99,6% do tempo), na
conformagao trans, restringindo o w a um valor de =180°,
Em um caso raro de ligagdo peptidica cis, w = 0°. W

A principio, ¢ e ¢ podem ter qualquer valor entre + 180"
e —180°, mas diversos valores sio proibidos por impedimen-
to estérico entre os dtomos do esqueleto polipeptidico e as
cadeias laterais dos aminodacidos. A conformacéo na qual
ambos, ¢ e ¢, séo 0° (Figura 4-2d) é proibida por esta razio:
essa conformacio € apenas um ponto de referéncia para a
descricdo dos dngulos diedros. Valores permitidos de ¢ e ¢
tornam-se evidentes quando ¢ € colocado em um grafico
versus ¢, no diagrama de Ramachandran (Figura 4-3),
introduzido por G. N. Ramachandran. Os diagramas de Ra-
machandran s8o ferramentas muito tteis e de uso frequen-
te para testar a qualidade de estruturas tridimensionais de
proteinas depositadas em bancos de dados internacionais.

+180

120 |-

60 -

i (graus)

—60 |- e

—120

—180 !
—180 0 +180

¢ (graus)

FIGURA4-3 Diagrama de Ramachandran para residuos L-Ala. A con-
formacgao dos peptideos ¢ definida pelos valores de ¢ e . Conformagdes
consideradas possiveis sdo aquelas que envolvem pouco ou nenhum impe-
dimento estérico, com base nos célculos dos raios de van der Waals conheci-
dos e dos &ngulos diedros. As dreas coloridas em azul-escuro representam as
conformacdes que no envolvem sobreposicio estérica se os raios de van der
Waals de cada dtomo estao modelados como esferas rigidas, e, portanto, sdo
totalmente permitidas; o azul médio indica as conformagées permitidas, se
for possivel a aproximagao dos &tomos mais 0,1 nm, um leve choque; o azul-
~claro indica as conformacdes que sdo admitidas se for possivel uma pequena
flexibilidade {poucos graus) no angulo diedro w que descreve a prépria ligacio
peptidica (geralmente presa a 180%). As regides em branco sao conformacées
ndo permitidas. A assimetria do diagrama é resultante da estereoquimica L dos
residuos de aminodcidos. Os diagramas para outros residuos L com cadeias la-
terais nao ramificadas sao quase idénticos. Os limites permitidos para residuos
ramificados como Val, lle e Thr sdo um pouco menores do que para Ala. O resi-
duo Gly, que é estericamente menos impedido, apresenta um limite bem mais
amplo de conformacdes permitidas. O limite para os residuos Pro € muito mais
restrito porque seu ¢ € limitado entre -35” e -85° pela cadeia lateral ciclica.
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RESUMO 4.1  Visdo geral sobre a estrutura das proteinas

P Uma proteina tipica geralmente tem uma ou mais es-
truturas tridimensionais, ou conformacdes que refletem
sua funcdo. Algumas proteinas tém segmentos intrinse-
camente desordenados.

P A estrutura da proteina é estabilizada em grande parte
por multiplas interacdes fracas. As interagées hidrofé-
bicas, derivadas do aumento da entropia da dgua cir-
cundante quando moléculas ou grupos apolares estéo
agrupados, sdo os principais contribuintes para a es-
tabilizac@o da forma globular da maioria das proteinas
soliveis; as interacoes de van der Waals também con-
tribuem. As ligacdes de hidrogénio e interacdes idnicas
sdo otimizadas nas estruturas termodinamicamente
mais estaveis.

P Ligacdes covalentes nio peptidicas, particularmente li-
gacoes dissulfeto, sdo importantes na estabilizacio da
estrutura de algumas proteinas.

P A natureza das ligacdes covalentes no esqueleto poli-
peptidico estabelece restricdes a estrutura. A ligacdo
peptidica tem um cardter parcial de ligacdo dupla, que
mantém todo o grupo peptidico de seis dtomos em uma
configuracao planar rigida. As ligacées N—C, e C,—C
podem girar para definir os angulos diedros ¢ e iy, res-
pectivamente.

P O diagrama de Ramachandran é uma descri¢do visual
das combinacdes dos dngulos diedros ¢ e  permitidos
em um esqueleto peptidico ou ndo permitidos devido a
impedimentos estéricos.

4.2 Estrutura secundaria das proteinas

O termo estrutura secundaria se refere a qualquer seg-
mento de uma cadeia polipeptidica e descreve o arranjo
espacial de seus atomos na cadeia principal, sem conside-
rar a posicdo de suas cadeias laterais ou sua relagdo com
outros segmentos. Uma estrutura secundéria comum ocor-
re quando cada dngulo diedro, ¢ e i, permanece igual, ou
quase igual, ao longo do segmento. Existem alguns tipos de
estruturas secundarias que sdo particularmente estdveis e
ocorrem extensamente em proteinas. As mais conhecidas
sdo as hélices a e as conformacdes 3; outro tipo comum € a
volta B. Quando um padrio regular nao € observado, a es-
trutura secundaria algumas vezes é chamada de indefinida
ou espiral aleatéria. Esta 1ltima, entretanto, ndo descreve
adequadamente a estrutura desses segmentos. O curso da
maioria dos esqueletos polipeptidicos em uma proteina tipi-
ca ndo € aleatdrio; ele € altamente especifico e inalterado na
estrutura e na func¢ao de uma protefna em particular. Aqui,
a discussao se concentra nas estruturas mais comuns.

A hélice o é uma estrutura secundaria comum
em proteinas

% Arquitetura proteica — hélice & Pauling e Corey sabiam da im-
portancia das liga¢des de hidrogénio na orientacgéo de gru-
pos polares como os grupos C=0 e N—H das ligacdes pep-
tidicas. Também conheciam os resultados experimentais
de William Astbury, que, em 1930, conduziu estudos pio-
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neiros de proteinas com raios X. Astbury demonstrou que
protefnas que formam os cabelos e os espinhos do porco-
-espinho (a proteina fibrosa a-queratina) tém uma estrutu-
ra regular que se repete a cada 5,15 a 5,2 A. (O angstrom,
A, em homenagem ao fisico Anders J. Angstrom, € igual a
0,1 nm. Apesar de nio ser uma unidade do SI, ela é univer-
salmente utilizada pelos bidlogos estruturais para descre-
ver as distancias atémicas — é aproximadamente o tamanho
de uma ligacdo C—H comum.) Com essa informagéo e seus
dados sobre ligacdo peptidica, e com a ajuda de modelos
construidos de forma precisa, Pauling e Corey iniciaram a
determinacdo das conformagdes provaveis das moléculas
de proteinas.

O primeiro avanc¢o ocorreu em 1948. Pauling foi um pro-
fessor visitante na Universidade de Oxford, ficou doente e
se recolheu a seu apartamento por alguns dias para des-
cansar. Entediado com a leitura disponivel, Pauling pegou
alguns papéis e lapis para trabalhar em uma estrutura est4-
vel plausivel que poderia ser adotada por uma cadeia poli-
peptidica. O modelo que ele desenvolveu, confirmado mais
tarde no trabalho com Corey e o colaborador Herman Bran-
son, foi o arranjo mais simples que a cadeia polipeptidica
pode assumir que maximiza o uso de ligacdes de hidrogénio
internas. E uma estrutura helicoidal que Pauling e Corey
chamaram de hélice a (Figura 4-4). Nessa estrutura, o
esqueleto polipeptidico é firmemente enrolado em torno de
um eixo imagindrio desenhado longitudinalmente no centro

Extremidade aminoterminal

Q) carbono g
O Hidrogénio |
© Oxigénio |
© Nitrogénio |
@ GrupoR '

|
|
—ed

(a) Extremidade carboxiterminal (b)

FIGURA4-4 Modelos de hélice o, mostrando os diferentes aspectos
de sua estrutura. (a) Modelo de esfera e bastdo mostrando as ligagdes de
hidrogénio internas da cadeia. A unidade que se repete forma uma volta da
hélice: 3,6 residuos. (b} Hélice a vista de uma de suas extremidades, ao longo
do eixo central (obtida a partir do PDB ID 4TNC). Observe as posicées dos gru-
pos R, representados pelas esferas roxas, Observe modelo de esfera e bastao,
que ressalta o arranjo helicoidal, dd uma falsa impressao de que a hélice é oca,
pois as esferas ndo mostram os raios de van der Waals de cada um dos to-

da hélice, e os grupos R dos residuos de aminoécidos se
projetam para fora do esqueleto helicoidal. A unidade que
se repete forma uma volta de hélice, que se estende por
cerca de 5,4 Aao longo do eixo, levemente maior do que a
periodicidade observada por Astbury na analise por raios X
da queratina do cabelo. Os dtomos do esqueleto dos resi-
duos de aminodcidos em uma hélice a tipica tém um grupo
caracteristico de dngulos diedros que definem a conforma-
¢éo da hélice a (Tabela 4-1), e cada volta de hélice é forma-
da por 3,6 residuos de aminoacidos. Os segmentos de hélice
«a em proteinas normalmente se desviam um pouco desses
éngulos diedros, podendo até variar dentro de um mesmo
segmento, gerando curvaturas ou tor¢des do eixo da héli-
ce. Pauling e Corey consideraram as variantes da hélice «
voltadas tanto para direita quanto para esquerda. A eluci-
dacédo da estrutura tridimensional subsequente da hélice «
da mioglobina e de outras protefnas mostrou que a hélice «
voltada para direita é a forma comum (Quadro 4-1). As hé-
lices « estendidas voltadas para esquerda sdo teoricamente
menos estaveis e nao foram observadas em protefnas. A
hélice o é a estrutura predominante nas a-queratinas. De
forma geral, cerca de um quarto de todos os residuos de
aminodcidos das proteinas é encontrado em hélices a. A
fracdo exata varia muito de uma proteina para outra.

Por que as hélices a se formam mais facilmente do que
qualquer outra conformacéo possivel? A resposta encontra-
-se, em parte, no uso otimizado das ligacdes de hidrogénio

] (d)

mos. (€) Como este modelo de volume atémico mostra, os dtomos no centro
da hélice e estdo em contato estreito. (d) Projegdo da rotagio helicoidal de
urna hélice a. Esta representacdo é colorida para a identificagio de superficies
com determinadas propriedades. Os residuos em amarelo, por exemplo, po-
dem ser hidrofébicos e fazer parte de uma interface entre a hélice mostrada
aqui e outra parte do mesmo ou de cutro polipeptideo, Os residuos verme-
Ihos (negativo) e azuis {positivo) ilustram o potencial de interacio de cadeias
laterais de cargas opostas, separadas por dois residuos na hélice.



LCIARREN  Angulos ¢ e o ideais para estruturas secundérias comuns

em proteinas

Estrutura ¢ Y
Hélice o -57° —47°
Conformacao 8

Antiparalela -139° +135°

Paralela -119° +113°
Tripla hélice de coldgeno -51° +153°
Volta B tipo [

i+ 1% -60° -30°

i+ 2% -90° 0°
Volta B tipo II

i -60° +120°

i+2 +80° 0%

Nota: Nas proteinas reais, os angulos diedros frequentemente sio um pouco di-
ferentes desses valores ideais.

#*0s angulos i+ 1 ei+ 2 sio aqueles para o segundo e terceiro residuos de ami-
nodeidos na volla B, respeclivamente.

internas. A estrutura é estabilizada por uma ligacdo de hi-
drogénio entre o d4tomo de hidrogénio ligado ao atomo de
nitrogénio eletronegativo de uma liga¢ao peptidica e o ato-
mo de oxigénio eletronegativo da carbonila do quarto ami-
nodacido no lado aminoterminal da ligagao peptidica (Figura
4-4a). Na hélice a, cada ligacio peptidica (exceto aquelas
préximas as extremidades da hélice @) participa de tais Ii-
gacoes de hidrogénio. Cada volta sucessiva da hélice « é
mantida por voltas adjacentes por trés ou quatro ligacoes
de hidrogénio, conferindo uma significativa estabilidade
a estrutura global. Nas extremidades de um segmento a-
-helicoidal, sempre ha trés ou quatro grupos carbonila ou
amino que ndo podem participar desse padréo helicoidal de
ligacdes de hidrogénio. Esses podem estar expostos ao sol-
vente circundante, onde suas ligacdes de hidrogénio com

Existe um método simples para determinar se uma es-
trutura helicoidal gira para a direita ou para a esquerda.
Faca uma associacio com suas duas méos, com os pole-
gares esticados, apontando para longe de vocé. Olhando
para a sua méo direita, pense em uma hélice se enrolando
ao longo de seu polegar direito, na direcédo dos seus ou-
tros dedos, dobrados conforme mostrado na figura (sen-
tido hordrio). A hélice resultante gira para a direita. Sua
mao esquerda representard uma hélice que gira para a
esquerda no sentido anti-horario & medida que se enrola
em seu polegar.

QUADRO4-1 EIIIOITIIM Distincao entre o giro para a direita e o giro para a esquerda
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a agua ou com outras partes da proteina podem proteger a
hélice e proporcionar os parceiros necessarios para a liga-
¢ao de hidrogénio.

Outros experimentos mostraram que uma hélice a pode
ser formada em polipeptideos constituidos de L ou D-ami-
nodacidos. Entretanto, todos os residuos devem ser de um
mesmo estereoisdmero; um D-aminodcido ird romper a es-
trutura regular formada por L-aminoédcidos, e vice-versa. A
forma mais estavel de uma hélice a de p-aminodcidos é a
voltada para a esquerda.

PROBLEMA RESOLVIDO 4-1  Estrutura secundaria e dimensdes

de uma proteina

Qual é o comprimento de uma cadeia polipeptidica de 80
residuos de aminodcidos em uma tinica hélice a?

Solugdo: Uma hélice « ideal tem 3,6 residuos por volta, e 0
avanco ao longo do eixo helicoidal é de 5,4 A. Portanto, o
avango sobre o eixo, para cada residuo de aminodcido, é de
1,5 A. O comprimento do peptideo é, portanto, 80 residuos
X 1,5 Afresiduo = 120 A.

A sequéncia de aminodcidos afeta a estabilidade
da hélice «

Nem todos os polipeptideos podem formar uma hélice o
estavel. Cada residuo de aminodcido em um polipeptideo
tem uma propensio intrinseca de formar uma hélice a
(Tabela 4-2), consequéncia das propriedades de seu gru-
po R e como elas interferem na capacidade de seus ito-
mos de conexao da cadeia principal em aceitar os dngulos
¢ e i caracteristicos. A alanina apresenta a melhor ten-
déncia a formar hélices @ na maioria dos sistemas-modelo
experimentais.

A posicao de um residuo de aminoédcido em relacgio a
seus vizinhos também é importante. Interagoes entre ca-
deias laterais dos aminoacidos podem estabilizar ou deses-
tabilizar a estrutura a-helicoidal. Por exemplo, se uma ca-
deia polipeptidica possui uma longa sequéncia de residuos

Hélice com giro
para a esquerda

Hélice com giro
para a direita
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AR Tendéncia dos residuos de aminodcidos em assumir a
conformacao de hélice o

AAG® AAG°
Aminoécido {kJ/mol)* Aminoécido (kJ/mol)*
Ala 0 Leu 0,79
Arg 0,3 Lys 0,63
Asn 3 Met 0,88
Asp 2,5 Phe 2,0
Cys 3 Pro >4
GIn 1.3 Ser 2,2
Glu 1,4 Thr 24
Gly 4.6 Tyr 2,0
His 2,6 Trp 2,0
Ile 14 Val 2,1

Fontes: Dados (exceto para a prolina) de Bryson, JW., Betz, S.F., Lu, H.8,,
Suich, D.J., Zhou, HX., O’'Neil, K. T. e DeGrado, WF. (1995) Protein design: a
hierarchic approach. Seience 270, 935. Dados sobre a prolina de Myers, LK.,
Pace, C.N. e Scheltz, J.M. (1997) Helix propensities are identical in proteins and
peptides. Biochemistry 36, 10, 926,

*AAG’é a diferenca de variagio de energia livre, relativa dquela para a alanina,
necessiria para que os residuos de aminodcidos assumam a conformagiio em hé-
lice @. Valores maiores refletern uma grande dificuldade para assumir a confor-
macan em hélice. O conjunto de dados é derivado de nuiltiplos experimentos e
sistemas experimentais.

Glu, esse segmento da cadeia ndo ird formar uma hélice
a em pH 7,0. Os grupos carboxilicos, carregados negati-
vamente, dos residuos Glu adjacentes repelem-se mutua-
mente de forma téo forte que impedem a formacao da héli-
ce a. Pela mesma razio, se existem muitos residuos Lys e/
ou Arg, com grupos R carregados positivamente em pH 7,0,
eles também se repelem, impedindo a formagao da hélice a.
O volume e a forma dos residuos Asn, Ser, Thr e Cys tam-
bém podem desestabilizar uma hélice « se estiverem muito
proximos na cadeia.

A tor¢ao de uma hélice garante que ocorram interacdes
criticas entre a cadeia lateral de um aminodcido e a cadeia
lateral do terceiro (as vezes quarto) residuo adiante, para
ambos os lados da hélice. Isso fica claro quando a hélice
« € representada como roda helicoidal (Figura 4-4d). Os
aminodcidos carregados positivamente costumam ser en-
contrados a trés residuos de disténcia dos amino4cidos car-
regados negativamente, possibilitando a formacéo de pares
i6nicos. Dois aminodcidos aromaticos com frequéncia sfo
espacados de forma semelhante, resultando em uma inte-
racéo hidrofébica.

Uma restri¢do & formacdo da hélice a € a presenca de
residuos de Pro e Gly, que apresentam a menor propen-
sdo em formar hélices «. Na prolina, o 4tomo de nitro-
génio faz parte de um anel rigido (ver Figura 4-8), e a
rotacéo sobre a ligacdo N—C_ néo é possivel. Dessa for-
ma, um residuo Pro gera uma torcio, que desestabiliza
a hélice. Além disso, o atomo de nitrogénio do residuo
Pro em uma ligacédo peptidica ndo tem hidrogénio para
participar em ligagGes com outros residuos. Por essas ra-
z0es, a prolina raramente é encontrada em uma hélice a.
A glicina com frequéncia nio ocorre em hélices por outro

motivo: ela apresenta maior flexibilidade conformacional
do que os outros aminodcidos. Polimeros de glicina ten-
dem a formar estruturas espiraladas bem diferentes de
uma hélice a.

Um 1ltimo fator que afeta a estabilidade de uma hélice
« ¢ a identidade dos residuos de aminodcido préximos as
extremidades do segmento a-helicoidal do polipeptideo.
Existe um pequeno dipolo elétrico em cada ligacio pepti-
dica (Figura 4-2a). Esses dipolos estao alinhados através
das ligacoes de hidrogénio da hélice, resultando em um
dipolo livre ao longo do eixo helicoidal que aumenta com
o comprimento da hélice (Figura 4-5). As cargas parcial-
mente positivas e negativas do dipolo da hélice ocorrem nos
grupos amino e carbonil préximos as extremidades amino
e carboxiterminal, respectivamente. Por isso, aminodcidos
carregados negativamente costumam ser encontrados pré-
ximos & extremidade aminoterminal do segmento helicoi-
dal, onde apresentam interacdes estabilizantes com a carga
positiva do dipolo da hélice; um aminodcido positivamente
carregado na extremidade aminoterminal desestabilizaria o
sistema. O oposto € verdade para a extremidade carboxiter-
minal do segmento helicoidal.

Resumindo, cinco tipos de restri¢oes influenciam a esta-
bilidade de uma hélice a: (1) a tendéncia intrinseca de um
residuo de aminoacido de formar uma hélice a; (2) as inte-
racdes entre os grupos R, especialmente aqueles espacados
por trés (ou quatro) aminodcidos; (3) os volumes de grupos
R adjacentes; (4) a ocorréncia de residuos Pro e Gly; e (5)
interacdes entre os residuos de aminoicidos das extremi-
dades do segmento helicoidal e o dipolo elétrico inerente
da hélice a. A tendéncia de um determinado segmento de
uma cadeia polipeptidica de formar uma hélice o depende,
portanto, da identidade e da sequéncia de residuos de ami-
nodcidos do segmento.

Extremidade
aminoterminal
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FIGURA 4-5 Dipolo da hélice. O dipolo elé-
trico da ligacdo peptidica (ver Figura 4-2a) &
transmitido ao longo do segmento a-helicoidal
pelas ligacdes de hidrogénio intracadeia, resul-
tando em um dipolo da hélice. Nesta ilustragao,
0s componentes amino e carbonil de cada liga-
¢do peptidica estdo indicados com os simbolos
+ e -, respectivamente. Os componentes amino
e carbonil das ligacoes peptidicas prdximas as
extremidades da regido a-helicoidal, que nao
participam de ligagoes de hidregénio, estdo cir-
culados e mostrados em cores.

Extremidade
carboxiterminal



As conformagdes f3 organizam as cadeias polipeptidicas
em forma de folha

% Arquitetura proteica — folha 8 Em 1951, Pauling e Corey re-
conheceram um segundo tipo de estrutura recorrente, a
conformacéo . Essa é uma conformacéo mais estendida
das cadeias polipeptidicas, e sua estrutura é de novo defini-
da pelos esqueletos dos dtomos arranjados de acordo com
grupo caracteristico de dngulos diedro (Tabela 4-1). Na
conformacéo B, o esqueleto da cadeia polipeptidica est4 es-
tendido em forma de zigue-zague, em vez de em estrutura
helicoidal (Figura 4-6). O arranjo de vérios segmentos lado
a lado, os quais estdo na conformacéo 8, € chamado de fo-
lha B. A estrutura em zigue-zague dos segmentos polipep-
tidicos individuais d4 origem a uma aparéncia pregueada da
folha em geral. As ligacoes de hidrogénio sdo formadas en-
tre segmentos adjacentes da cadeia polipeptidica, dentro
da folha. Os segmentos que formam a folha 8 normalmente
estdo préximos na cadeia polipeptidica, mas também po-
dem estar bem distantes uns dos outros na sequéncia linear

(a) Folha g
Visao lateral

Cadeias laterais
(acima)

(abaixo)

(b) Folha B antiparalela

Visao superlor g

FIGURA4-6 A conformagao 3 das cadeias polipeptidicas. Estas visoes
(a) lateral e (b, c) superior mostram os grupes R saindo do plano da folha 8
e enfatizam a forma pregueada formada pelos planos das ligagdes peptidicas.
(Um nome alternativo para esta estrutura ¢ folha B pregueada.) As ligacdes de
hidrogénio entre as cadeias adjacentes também sdo mostradas. A orientacio
das cadeias adjacentes (setas), do aminoterminal para carboxiterminal, pode ser
amesma ou oposta, formando (b) folhas B antiparalelas ou (c) folhas 8 paralelas.
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do polipeptideo; eles podem até estar em cadeias polipepti-
dicas diferentes. Os grupos R dos aminoécidos adjacentes
se projetam da estrutura em zigue-zague em direcdes opos-
tas, criando um padrdo alternado que pode ser observado
na visdo lateral da Figura 4-6.

As cadeias polipeptidicas adjacentes em uma folha B8
podem ser tanto paralelas quanto antiparalelas (apresen-
tando uma orientacdo aminocarboxiterminal igual ou opos-
ta, respectivamente). As estruturas sio, de alguma forma,
semelhantes, apesar de o periodo de repeticio ser menor
na conformacéo paralela (6,5 13;, versus T A para a antipara-
lela) e o padrio das ligacdes de hidrogénio ser diferente. As
ligacdes de hidrogénio intersegmentos sio alinhadas (ver
Figura 2-5) na folha B antiparalela, enquanto elas sio dis-
torcidas ou ndo alinhadas na variante paralela. As estrutu-
ras ideais exibem os angulos de ligacao dados na Tabela 4-1;
esses valores variam um pouco nas proteinas verdadeiras,
resultando em uma variacao estrutural, conforme visto an-
teriormente para as hélices a.

Voltas f3 sao comuns em proteinas

5 Arquitetura proteica - voltas 8 Em proteinas globulares, que
apresentam estrutura dobrada compacta, alguns residuos de
aminoacidos estdo em voltas ou alcas onde a cadeia polipep-
tidica inverte sua direcdo (Figura 4-7). Esses sio elemen-
tos conectores que ligam estruturas sucessivas de hélices o
e conformacoes B. As voltas 8 sao particularmente comuns
e conectam as extremidades de dois segmentos adjacentes
de uma folha B antiparalela. A estrutura é uma volta de 180"
que envolve quatro residuos de aminodcidos, com o oxigénio
carbontilico do primeiro residuo formando uma ligacéo de hi-
drogénio com o hidrogénio do grupo amino do quarto resi-
duo. Os grupos peptidicos dos dois residuos centrais ndo
participam de nenhuma ligacio de hidrogénio inter-residu-
0s. Vdrios tipos de voltas B8 tém sido descritas, cada uma de-
finida pelos angulos ¢ e s das ligagdes que ligam os quatro
residuos de aminodcidos que formam a volta em particular
(Tabela 4-1). Os residuos Gly e Pro frequentemente ocor-
rem em voltas 3; o primeiro porque € pequeno e flexivel, e o
dltimo porque as ligagoes peptidicas envolvendo o nitrogé-
nio imino da prolina facilmente assumem configuracio cis
(Figura 4-8), forma particularmente acessivel em uma vol-
ta fechada. Os dois tipos de voltas 8, mostrados na Figura
4-7, sdo os mais comuns. As voltas normalmente sio encon-
tradas préximas a superficie das proteinas, onde os grupos
peptidicos dos dois residuos de aminodcidos centrais da alca
podem fazer ligagio de hidrogénio com a d4gua. Muito menos
comum € a volta vy, uma volta com trés residuos e ligacio de
hidrogénio entre o primeiro e o terceiro residuo.

Estruturas secunddrias comuns tém angulos diedros
caracteristicos

As hélices a e as conformacdes B sio as principais estru-
turas secundérias que se repetem em um grande nimero
de proteinas, apesar de existirem outras estruturas que se
repetem em algumas proteinas especializadas (um exem-
plo € o colageno; ver Figura 4-13). Cada tipo de estrutura
secunddria pode ser completamente descrito pelos dngu-
los diedros ¢ e i, associados a cada residuo. Como mos-
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Volta B tipo Il

FIGURA 4-7 Estruturas de voltas . Voltas 8 dos tipos | e Il sdo as mais
comuns; distinguem-se pelos dngulos ¢ e  adotados pelo esqueleto pep-
tidico na volta (ver Tabela 4-1). As voltas do tipo | ocorrem duas vezes mais
do que as voltas do tipo Il As voltas 8 do tipe Il normalmente possuem uma
Gly como terceiro residuo. Observe a ligagdo de hidrogénio entre os grupos
peptidicos do primeiro e do quarto residuos da volta, (Cada um dos residuos
de aminoacidos estd identificado por grandes circulos azuis. Nem todos os
atomos de H estio mostrados.)

R@\C /H
TN R H |
/C—N e “ / /C‘\_ H
0 >, >t \C—N
H (|3= 7
trans cis

Isémeros de prolina

FIGURA4-8 Isdmeros trans e cis de uma ligacio peptidica envolven-
do o nitrogénio imino da prolina. Das ligagoes peptidicas entre residuos
de aminoécidos que néo Pro, mais de 99,95% estdo na configuracdo trans.
Para as ligagdes peptidicas envolvendo o nitrogénio imine da prolina, no
entanto, cerca de 6% estéo na configuragdo cis; muitas delas ocorrem em
voltas B.

trado no diagrama de Ramachandran, os adngulos diedros
que definem a hélice a e a conformacio B se encontram
em uma regido restrita de estruturas estericamente permi-
tidas (Figura 4-9a). A maioria dos valores de ¢ e ¢ obtidos
de estruturas de proteinas conhecidas cai nas regides es-
peradas, com alta concentracio préximo aos valores predi-
tos para as hélices a e as conformacoes 8 (Figura 4-9b). O
unico residuo de aminodcido normalmente encontrado fora
dessas regides € a glicina. Como sua cadeia lateral é peque-
na, o residuo Gly pode assumir diversas conformacdes este-
ricamente proibidas para os demais aminodcidos.

As estruturas secunddrias comuns podem ser
identificadas por dicroismo circular

Qualquer forma de assimetria estrutural em uma molécula
leva a diferencas de absorgao da luz circularmente polari-

Folhas B Hélice tripla
antiparalelas po|has B do colageno | polhas B torcidas
paralelas para a direita
+180 Hélice a de
sentido anti-horério
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I
]
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=
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—60 L ‘—/—4- hordrio

—120 (-
-180 !
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{a) & (graus)
)
D
=
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—180 — i
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FIGURA4-9 Diagrama de Ramachandran mostrando uma variedade
de estruturas. (a) Os valores de ¢ e i de vérias estruturas secundarias per-
mitidas estdo sobrepostos no diagrama da Figura 4-3. Apesar de as hélices o
de sentido anti-horario com varios residuos de aminoacidos serem teorica-
mente permitidas, elas ndo tém sido observadas em proteinas. {b) Os valores
de ¢ e ¢ para todos os aminodcidos, exceto Gly, da enzima piruvato-cinase
(isolada de coelho) estdo sobrepostos no diagrama das conformagdes teo-
ricamente permitidas (Figura 4-3). Os pequenos e flexiveis residuos de Gly
foram excluidos, pois em geral caem fora da regido esperada {em azul).



zada para a esquerda em relacdo a direita. A medida desta
diferenca é chamada de espectroscopia de dicroismo cir-
cular (CD, de circular dichroism). Uma estrutura ordena-
da, como de uma proteina dobrada, resulta em um espectro
de absorc¢io que pode ter picos ou regides com valores tanto
positivos, quanto negativos. Para proteinas, os espectros sio
obtidos na regido de UV distante (190 a 250 nm). A entida-
de que absorve luz, ou croméforo, nessa regido € a ligacio
peptidica; um sinal € obtido quando esta ligacio peptidica
estd em um ambiente dobrado. A diferenca em coeficiente
de exting¢do molar (ver Quadro 3-1) para a luz circularmente
polarizada para a esquerda e para a direita (Ag) é colocada
no grafico em fungdo do comprimento de onda. As hélices
a e as conformacoes B tém espectros de CD caracteristicos
(Figura 4-10). Com o espectro de CD, os bioquimicos po-
dem determinar se as proteinas estdo dobradas corretamen-
te, estimar a fracfo da proteina que assume qualquer uma
das duas estruturas secundérias comuns e monitorar as tran-
si¢des entre os estados dobrados e ndo dobrados.

RESUMO04.2  Estrutura secunddria das proteinas

P Estrutura secunddria é o arranjo espacial dos 4tomos da
cadeia principal em um determinado segmento da ca-
deia polipeptidica.

P As estruturas secundérias regulares mais comuns séo as
hélices «, as conformacgdes 8 e as voltas 8.

P A estrutura secunddria de um segmento polipeptidico
pode ser completamente definida se seus ngulos ¢ e
sdo conhecidos para todos os aminoécidos do segmento.

P A espectroscopia de dicroismo circular é um método
para a identificacdo das estruturas secunddrias comuns
e 0 monitoramento do enovelamento das proteinas.
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FIGURA 4-10 Espectroscopia de dicroismo circular (CD). Este espec-
tro mostra a polilisina inteiramente como hélice &, como conformacio B8
ou desnaturada, espiral aleatdria. A unidade do eixo y é uma simplificacéo
das unidades comumente utilizadas nos experimentos de CD. Como as cur-
vas sao diferentes para as hélices e, as conformagdes B e a desnaturada, o
espectro de CD fornece a determinada proteina uma estimativa da fracao
da proteina, formada pelas duas estruturas secundarias mais comuns. O es-
pectro de CD da protelna nativa pode servir como referéncia para o estado
enovelado, e € Util no monitoramento da desnaturagio, ou de mudancas
conformacionais resultantes de alteragdes nas condigdes de solugdo.
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4.3 Estruturas terciaria e quaternaria

das proteinas

& Arquitetura proteica — Introducdo da estrutura tercidria O arranjo
tridimensional total de todos os 4tomos de uma proteina é
chamado de estrutura tereiaria. Enquanto o termo “es-
trutura secunddaria” se refere ao arranjo espacial dos resi-
duos de aminoacidos adjacentes em um segmento polipep-
tidico, a estrutura tercidria inclui aspectos de alcance mais
longo da sequéncia de aminodcidos. Aminodcidos que estao
bem distantes na sequéncia polipeptidica e em diferentes
fipos de estruturas secunddrias podem interagir na estrutu-
ra da proteina completamente dobrada. A localizacao das
curvaturas (incluindo as voltas 8) nas cadeias polipeptidi-
cas e sua direcdo e seu angulo sio determinados pelo ni-
mero e pela localizacdo de residuos especificos que tendem
a forma-las, como Pro, Thr, Ser e Gly. Segmentos da cadeia
polipeptidica que interagem entre si sio mantidos em suas
posicoes tercidrias caracteristicas por diferentes tipos de
interacoes fracas (e algumas vezes por ligagdes covalentes,
como ligacdes dissulfeto) entre os segmentos.

Algumas proteinas contém duas ou mais cadeias poli-
peptidicas distintas, ou subunidades, que podem ser idén-
ticas ou diferentes. O arranjo destas subunidades proteicas
em complexos tridimensionais constitui a estrutura qua-
terndria.

Considerando esses niveis mais altos de estrutura, é
conveniente designar dois grandes grupos nos quais mui-
tas proteinas podem ser classificadas: proteinas fibrosas,
com cadeias polipeptidicas arranjadas em longos filamen-
tos ou folhas, e proteinas globulares, com cadeias poli-
peptidicas dobradas em forma esférica ou globular. Os dois
grupos sao estruturalmente distintos. As proteinas fibrosas
em geral sao formadas por um tnico tipo de estrutura se-
cunddria, e sua estrutura tercidria é relativamente simples.
As proteinas globulares normalmente contém diversos tipos
de estruturas secundarias. Os dois grupos também se di-
ferenciam funcionalmente: as estruturas que garantem su-
porte, forma e protecio externa aos vertebrados sio feitas
de proteinas fibrosas, enquanto as enzimas e as proteinas
reguladoras em sua maioria sdo proteinas globulares.

As proteinas fibrosas sdo adaptadas as
fungoes estruturais

@ Arquitetura proteica — Estrutura tercidria da proteina fibrosa A
c-queratina, o colageno e a fibroina da seda ilustram bem a
relacdo entre a estrutura da proteina e sua funcio biolégica
(Tabela 4-3). As proteinas fibrosas compartilham proprie-
dades que dao forca efou flexibilidade &s estruturas nas
quais ocorrem. Em cada caso, a unidade estrutural funda-
mental é um elemento simples de estrutura secundaria que
se repete. Todas as proteinas fibrosas sdo insoliiveis em
4gua, propriedade conferida pela alta concentracio de resi-
duos de aminodcidos hidrofébicos tanto no interior quanto
na superficie da proteina. Essas superficies hidrofébicas es-
tdo em grande parte escondidas, visto que muitas cadeias
polipeptidicas similares sio reunidas formando um comple-
x0 supramolecular, A simplicidade estrutural das proteinas
fibrosas as torna particularmente interessantes para ilus-
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trar alguns dos principios fundamentais da estrutura protei-
ca discutidos anteriormente.

a-Queratina  As a-queratinas foram desenvolvidas para for-
ca. Encontradas somente em mamiferos, essas proteinas
constituem praticamente todo o peso seco de cabelos, pe-
los, unhas, garras, penas, chifres, cascos e grande parte da
camada mais externa da pele. As a-queratinas fazem parte
de uma familia mais ampla de proteinas chamadas de pro-
teinas de filamento intermedidrio (FI). Qutras proteinas FI
sdo encontradas no citoesqueleto de células animais. Todas
as proteinas FI tém funcdo estrutural e compartilham das
caracteristicas estruturais das a-queratinas.

A hélice da a-queratina é uma hélice « voltada para a
direita, a mesma hélice encontrada em varias outras protei-
nas. Francis Crick e Linus Pauling, no inicio de 1950, su-
geriram, independentemente, que as hélices a da querati-
na estavam arranjadas na forma de espiral enrolada. Duas
fibras de a-queratina, orientadas em paralelo (com seus
aminoterminais na mesma extremidade), sdo enroladas uma
sobre a outra, formando uma espiral enrolada supertorcida.
A supertorcdo amplifica a for¢a da estrutura como um todo,
assim como as fibras s@o francadas para formar uma corda
forte (Figura 4-11). A torcio do eixo de uma hélice a para
formar uma espiral enrolada explica a discrepancia entre os
5,4 A por volta preditos por Pauling e Corey, e as estrutu-
ras repetidas a cada 5,15 a 5,2 A observadas na difracio de
raios X do cabelo (p. 120). O sentido da hélice das estrutu-
ras supertorcidas é anti-horério, oposto ao da hélice a. As
superficies onde as duas hélices a se tocam s&o formadas
por residuos de aminodcidos hidrofébicos, e seus grupos R
se entrelacam em um padrao regular interconectado. Isso
permite um arranjo préximo das cadeias polipeptidicas den-
tro da estrutura supertorcida no sentido anti-horario. Nao é
surpresa, portanto, que a a-queratina seja rica em residuos
hidrofébicos Ala, Val, Leu, Ile, Met e Phe.

Um polipeptideo na a-gueratina com as cadeias em espi-
ral enrolada tem uma estrutura tercidria relativamente sim-
ples, dominada por uma estrutura secundéria a-helicoidal,
com seu eixo enrolado em uma super-hélice anti-hordria. O
entrelacamento de dois peptideos a-helicoidais é um exem-
plo de estrutura quaterndria. Espirais enroladas desse tipo
sdo elementos estruturais comuns em proteinas filamentosas
e na protefna muscular miosina (ver Figura 5-27). A estrutu-
ra quaterndria da a-queratina pode ser bem complexa. Vérias
espirais enroladas podem ser associadas em grandes comple-
X0s supramoleculares, como o arranjo da a-queratina para
formar o filamento intermediario do cabelo (Figura 4-11b).

A resisténcia das proteinas fibrosas é aumentada pe-
las ligacoes covalentes entre as cadeias polipeptidicas nas
“cordas” multi-helicoidais e entre cadeias adjacentes em
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FIGURA 4-11 Estrutura do cabelo. (a) A a-queratina do cabelo é uma
longa hélice o com elementos mais densos préximos as extremidades ami-
no e carboxiterminais. Os pares destas hélices sao enrolados em um sentido
anti-horério para formar as duas cadeias em espiral enrolada. Estas, por sua
vez, se combinam em estruturas mais complexas, chamadas de protofila-
mentos e protofibrilas. Cerca de quatro protofibrilas — 32 moléculas de a-
-gueratina ao tado - se combinam para formar um filamento intermediario.
As duas cadeias em espiral enrolada das varias subestruturas também pare-
cem estar entrelagadas, mas a orientagao destas tor¢des e outros detalhes
estruturais ndo sdo conhecidos. (b} O cabelo é um conjunto de filamentos
de a-queratina, formado pelas subestruturas mostradas em (a).

um arranjo supramolecular. Nas a-queratinas, as ligagbes
entre as cadeias que estabilizam a estrutura quaternaria
sdo ligacoes dissulfeto (Quadro 4-2). Nas a-queratinas mais

LLUEABEER Estrutura secundéria e propriedades de algumas proteinas fibrosas

Exemplos de ocorréncia

Estrutura Caracteristicas

Hélices a, ligadas por ligacdes

dissulfeto e flexibilidade varidveis

Conformacéao 8 Filamentos macios e flexiveis

Hélice tripla de coligeno Grande resisténcia a tragao, sem elasticidade

Estruturas de protecao insoliveis e resistentes, com dureza a-Queratina de cabelos, penas, unhas

Fibroinas de seda

Coldgeno de tenddes, matriz dssea
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QUADRO4-2 Ondulacdo permanente é engenharia bioquimica

Quando os cabelos séo expostos ao calor imido, eles po-
dem ser esticados. No nivel molecular, as hélices a da
a-queratina do cabelo sdo esticadas até que cheguem a
uma conformacao 8 completamente estendida. Com o res-
friamento esponténeo, elas retornam para a conformagio
a-helicoidal. A “esticabilidade” caracteristica das a-que-
ratinas e suas intimeras ligacoes dissulfeto constituem a
base dos processos da ondulacéo permanente. Os cabelos
que serdo cacheados ou encrespados séo inicialmente en-
rolados ao redor de uma forma com um formato adequa-
do. Uma solugio de um agente redutor, normalmente um
composto contendo um grupo tiol ou sulfidril (—SH), é
entdo aplicada com calor. O agente redutor rompe as liga-
¢oes transversais pela reducio de cada ligacao dissulfeto
em dois residuos Cys. O calor imido quebra as ligagGes de
hidrogénio e provoca o desenrolamento da estrutura da
cadeia polipeptidica. Depois de um tempo, a solugéo redu-
tora € removida, e um agente oxidante € adicionado para
fazer novas ligacdes dissulfeto entre pares de residuos
Cys de cadeias adjacentes, mas nio dos mesmos pares de
antes do tratamento. Depois do cabelo lavado e resfria-
do, as cadeias polipeptidicas voltam & sua conformacio

helicoidal. As fibras do cabelo agora enrolam da forma
desejada porque as novas ligacoes dissulfeto transversais
exercem uma tor¢ao ou rotacao sobre os feixes de hélices
das fibras. O mesmo processo pode ser usado para o alisa-
mento dos cabelos naturalmente crespos, Um alisamento
permanente de cabelo ndo é permanente de fato, pois o
cabelo cresce; e no cabelo novo que substituird o antigo,
a a-queratina tem o padrao natural de ligacoes dissulfeto.
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duras e resistentes, como as dos chifres dos rinocerontes,
até 18% dos residuos sdo cisteinas envolvidas em ligacoes
dissulfeto.

Coldgeno  Assim como as a-queratinas, o coldgeno evoluiu
para garantir resisténcia. Ele é encontrado nos tecidos co-
nectivos como os tenddes, as cartilagens, a matriz organi-
ca dos 0ssos e na cérnea dos olhos. A hélice de coldgeno é
uma estrutura secunddria inica, bem diferente da hélice a.
Ela gira para esquerda e tem trés residuos de aminoacidos
por volta (Figura 4-12 e Tabela 4-1). O coldgeno também
€ uma espiral enrolada, mas com estruturas tercidria e qua-
terndria distintas: trés polipeptideos separados, chamados
de cadeias « (ndo confundir com hélices a), sdo supertor-
cidos uns sobre os outros (Figura 4-12¢). No coldgeno, a
torcdo super-helicoidal tem sentido horario, oposto ao da
hélice anti-horéria das cadeias .

Existem vdrios tipos de coldgenos nos vertebrados.
Normalmente, eles contém em torno de 35% de Gly, 11%
de Ala e 21% de Pro e 4-Hyp (4-hidroxiprolina, um amino-
acido incomum,; ver Figura 3-8a). A gelatina comestivel é
derivada do coldgeno. Tem baixo poder nutricional como
proteina, pois o coldgeno tem uma quantidade muito baixa
dos aminodcidos essenciais a dieta humana. O contetido de
aminodcidos incomuns do coldgeno esta relacionado com
as restri¢des estruturais tinicas de sua hélice. A sequéncia
de aminodcidos no coldgeno geralmente é uma repeticéio de
uma unidade tripeptidica, Gly-X-Y, onde X normalmente é
uma Pro e Y em geral é uma 4-Hyp. Somente os residuos
Gly podem ser acomodados nas jun¢gdes muito apertadas
entre as cadeias a individuais (Figura 4-12d). Os resfduos
Pro e 4-Hyp permitem a torcdo acentuada da hélice do co-
lageno. A sequéncia de aminodcidos e a estrutura quaterns-
ria supertorcida do coldgeno permitem uma compactacio

(b)

FIGURA4-12 Estrutura do coldgeno. (Obtida doPDBID 1CGD) (a) A ca-
deia e do coldgeno tem uma estrutura secundaria repetitiva que & Unica des-
ta proteina. A sequéncia tripeptidica que se repete Gly-X-Pro ou Gly-X-4-Hyp
adota uma estrutura helicoidal anti-hordria com trés residuos por veolta. A
sequéncia repetida para gerar este modelo é a Gly-Pro-4-Hyp. (b) Modelo de
volume atémico da mesma cadeia e. (€) Trés destas hélices (mostradas aqui
em cinza, azul e roxo) se enrolam uma sobre as outras, no sentido horério. (d)
A super-hélice de coldgeno formada por trés cadeias, mostrada a partir de
uma das extremidades, estd representada em um modelo de esfera e bastio.
Os residuos de Gly sdo mostrados em vermelho. A glicina, por ser pequena,
& necessaria para uma jungéo firme na regido onde as trés cadeias estdo em
contato. As esferas nesta ilustragdo nao representam os raios de van der Wa-
als dos dtomos individuais. O centro da super-hélice de trés cadeias ndo é
0cE, como aparece aqui, mas sim firmemente compacto.

muito justa de seus trés polipeptideos. A 4-hidroxiprolina
tem um papel importante na estrutura do coldgeno — e na
histéria do ser humano (Quadro 4-3).
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(PVEVPER 3 MEDICINA .
vegetais frescos

“... por um azar, junto com a insalubridade do pais, onde
nunca cai uma gota de chuva, fomos acometidos pela
“doenca”, que era tal que toda a carne de nossos bragos
murchou, e a pele de nossas pernas ficou com manchas
escuras, com pedacos bolorentos, como uma bota velha;
e uma carne esponjosa surgiu nas gengivas daqueles
que pegaram a doenga, e ninguém escapou dela, indo
direto para as garras da morte. O sinal era o seguinte:
quando o nariz comecava a sangrar, entéo a morte esta-
va préoxima...”

— Memorias do Lorde de Joinville, 1300 d.C.

Essa passagem descreve a situacio do exército de Luis
IX no fim da Sétima Cruzada (1248-1254), quando o
exército, enfraquecido pelo escorbuto, foi destruido pe-
los egipcios. Qual a natureza desse mal que acometeu es-
ses soldados do décimo terceiro século?

O escorbuto é causado pela falta de vitamina C, ou 4ci-
do ascérbico (ascorbato). A vitamina C € necessaria para,
entre outras coisas, a hidroxilacdo da prolina e da lisina no
coldgeno. O escorbuto é uma doenca caracterizada pela
degeneracao do tecido conectivo, sendo que sua mani-
festacdo em estdgio avancado inclui inimeras pequenas
hemorragias causadas por vasos sanguineos frageis, perda
dos dentes, dificil cicatrizacdo de feridas e reabertura de
feridas antigas, dor e degeneracéo dos ossos, e, no final,
faléncia cardiaca. Casos mais brandos de deficiéncia de
vitamina C sdo acompanhados de fadiga, irritabilidade e
aumento da gravidade das infecg¢des do trato respiratério.
A maioria dos animais sintetiza grande quantidade de vi-
tamina C pela conversao da glicose em ascorbato em qua-
tro etapas enzimaticas. Contudo, no curso da evolucéo, os
humanos e alguns outros animais - gorilas, cobaias e mor-
cegos frugivoros — perderam a tltima enzima dessa rota,
devendo obter o ascorbato da dieta. A vitamina C € en-
contrada em uma grande variedade de frutas e vegetais.
Até 1800, entretanto, ela estava ausente nos alimentos
desidratados e outros suprimentos alimentares estocados
para o inverno ou para longas viagens.

O escorbuto foi registrado pelos egipcios em 1500
a.C., e descrito em escritos de Hipdcrates, que datam do
quinto século a.C. Entretanto, ele nio tornou-se uma no-
ticia publica até as viagens de descobrimento europeias
de 1500 a 1800. A primeira navegacio ao redor do mundo
(1519-1522), liderada por Ferdinand Magellan, acabou
com a perda de mais de 80% de sua tripulacio para o
escorbuto. Durante a segunda viagem de Jacques Cartier
para explorar o rio St. Lawrence (1535-1536), a tripula-
¢ao foi ameacada por um completo desastre, até que um
americano nativo ensinou os homens a fazer ché de cedro
(contendo vitamina C) que curava e prevenia o escorbu-
to. As epidemias de escorbuto nos invernos da Europa
foram gradativamente sendo eliminadas no século XIX, &
medida que a cultura de batata, origindria da América do
Sul, foi disseminada.

Por que marinheiros, exploradores e universitarios devem comer frutas e

Em 1747, James Lind, cirurgifio escocés da Marinha
Real, realizou o primeiro estudo clinico controlado regis-
trado na histéria. Durante uma longa viagem no navio de
guerra HMS Salisbury, Lind selecionou 12 marinheiros
com escorbuto e os dividiu em grupos de dois. Todos os
12 receberam a mesma dieta, exceto que cada um dos
grupos recebeu um remédio diferente, dentre os reco-
mendados na época, para o escorbuto. Os marinheiros
que receberam limbes e laranjas se recuperaram e vol-
taram ao trabalho. Os marinheiros que receberam suco
de macid fervida tiveram uma
pequena melhora. Os outros
continuaram a piorar. O Trala-
do sobre escorbuto de Lind foi
publicado em 1753, mas a inér-
cia permaneceu na Marinha real
por mais 40 anos. Em 1795, o
Ministério da Marinha Britanica
finalmente ordenou que fosse
dada uma racido com suco con-
centrado de lima ou limdo para
todos os marinheiros britanicos.
O escorbuto continuou a ser um
problema em algumas partes
do mundo até 1932, quando o
cientista hingaro Albert Szent-
-Gyorgyi, e W. A. Waugh e C. G. King da Universidade de
Pittsburgh isolaram e sintetizaram o dcido ascérbico.

0 acido L-ascérbico (vitamina C) é um p6 branco, ino-
doro e cristalino, totalmente soltivel em dgua e relativa-
mente insolivel em solventes organicos. O pé seco, longe
da luz, é estavel por um tempo consideravel. O consumo
diario apropriado dessa vitamina ainda ¢ alvo de debates.
O valor recomendado nos Estados Unidos ¢ 90 mg (na
Austrélia e no Reino Unido, o recomendado é 60 mg; na
Rissia, sdo recomendados 125 mg). Além das frutas ci-
tricas e praticamente todas as oufras frutas frescas, boas
fontes de vitamina C incluem pimentas, tomates, batatas
e brécolis. A vitamina C de frutas e vegetais é destruida
por supercozimento ou longa estocagem.

Por que o ascorbato é tdo necessério para uma boa
satide? De particular interesse é seu papel na formagao
de coldgeno. Como dito no texto, o coldgeno é formado
por unidades repetidas de tripeptideos Gly-X-Y, dos quais
X e Y em geral séo Pro e 4-Hyp — o derivado de prolina
(4R)-L-hidroxiprolina, que tem um papel importante no
entrelacamento das fibras do coligeno e na manutengao
de sua estrutura. O anel de prolina normalmente € en-
contrado em duas conformagoes, chamadas de C,-endo
e G -exo (Figura Q-1). A estrutura da hélice de coldgeno
necessita de residuos de Pro na posig¢do Y para estar na
conformacao C -exo, sendo essa conformacao favorecida
pela substituicao do hidroxil no C-4 da 4-Hyp. A estrutu-
ra de coldgeno também requer que o residuo Pro na po-
sicdo X tenha uma conformagéo C.-endo, e a introdugéao

James Lind, 1716-1794;
cirurgido da marinha,
1739-1748
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FIGURAQ-1  Conformagao C,-endo da prolina e canformagao C,-exo da

4-hidroxiprolina.

da 4-Hyp nessa posicio pode desestabilizar a hélice. Na
auséncia de vitamina C, as células nio conseguem hidro-
xilar a Pro da posicdo Y. Isso leva a uma instabilidade do
coligeno e aos problemas no tecido conectivo observa-
dos no escorbuto.

A hidroxilacao de residuos especificos de Pro no pré-
-coldgeno, o precursor do coldgeno, requer a acdo da
enzima prolil 4-hidroxilase. Essa enzima (M, = 240.000)
apresenta-se como um tetramero a,f3, em todos os ver-
tebrados. A atividade de hidroxilacado da prolina esta nas
subunidades «. Cada subunidade « contém um dtomo de
ferro nao heminico (Fe®*), e a enzima faz parte de uma
classe de hidroxilases que necessitam de a-cetoglutarato
em suas reacoes.

Em uma reacio normal da prolil-4-hidroxilase (Figu-
ra Q-2a), uma molécula de a-cetoglutarato e uma de O,

(a)
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se ligam a enzima. O a-cetoglutarato é oxidativamente
decarboxilado para formar CO, e succinato. O dtomo de
oxigénio remanescente é entio usado para hidroxilar
o resfiduo de Pro apropriado no pré-coligeno. Nenhum
ascorbato € necessdrio nessa reacio. Entretanto, a pro-
lil-4-hidroxilase também catalisa uma decarboxilagido
oxidativa de a-cetoglutarato nido acoplada a hidroxila-
¢éo da prolina (Figura Q-2b). Durante essa reagio, o
Fe”" do grupamento heme se oxida, inativando a enzi-
ma e impedindo a hidroxilacdo da prolina. O ascorbato
consumido nessa reacio € necessirio para restaurar a
atividade enzimética — pela reducédo do ferro do grupa-
mento heme.

O escorbuto permanece sendo um problema ainda
hoje, ndo somente em regiées remotas onde os alimentos
nutritivos sio escassos, mas, surpreendentemente, nos
campi de universidades americanas. Os Unicos vegetais
consumidos pelos estudantes sio aqueles em saladas
refogadas, e os dias passam sem que esses jovens con-
sumam frutas frescas. Um estudo de 1998, com 230 es-
tudantes da Arizona State University, revelou que 10%
deles tinham sérias deficiéncias de vitamina C, e dois
estudantes tinham niveis de vitamina C tdo baixos que
provavelmente tinham escorbuto. Somente metade dos
estudantes nessa pesquisa consumia a quantidade didria
recomendada de vitamina C.

Entéo, consuma vegetais e frutas frescos.

|
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Residuo de Pro a-Cetoglutarato Residuo de 4-Hyp Succinato
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FIGURAQ-2 Reacoes catalisadas pela prolil-4-hidroxilase. {a) Reagdo usual, acoplada & hidroxilagdo da
prolina, que ndo necessita de ascorbato. O destino dos dois dtomos de exigénio do O, & mostrado em
vermelho. (b) Reacdo nao acoplada, na qual o a-cetoglutarato sofre descarboxilacio oxidativa sem a
hidroxilagao da prolina. O ascorbato é consumido estequiometricamente neste processc, 2 medida que é
convertido a desidroascorbato, prevenindo a oxidacio do Fe™,
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O empacotamento compacto das cadeias a na hélice tri-
pla de coladgeno garante uma resisténcia eldstica maior do
que aquela de uma barra de a¢o de mesma secc¢fo trans-
versal. As fibrilas de coldgeno (Figura 4-13) so conjuntos
de estruturas supramoleculares formados por triplas héli-
ces de moléculas de coldgeno (algumas vezes chamadas de
moléculas de tropocoldgeno) associadas em uma grande
variedade de formas para garantir diferentes graus de resis-
téncia eldstica. As cadeias « e as fibrilas das moléculas de
coldgeno séo interligadas por tipos incomuns de ligagoes co-
valentes envolvendo Lys, HyLys (5-hidroxilisina; ver Figura
3-8a), ou residuos His presentes em algumas posigoes X e
Y. Essas liga¢des criam residuos de aminoacidos incomuns,
como o desidro-hidroxilisinonorleucina. O carater cada vez
mais rigido e quebradico do tecido conectivo envelhecido
resulta do actimulo de ligagdes covalentes transversais nas
fibrilas de coldgeno.

A ¥
H—N\ N—H
/CH—CHz—CHz—CHz—CH-—- N—CH,— (|JH—(3H2-—CH2~—— {IgI
Cadeia Residuo de Lys sem Residuo Cadeia
polipeptidica o grupo e-amino HyLys polipeptidica

(norleucina)

Desidro-hidroxilisinonorleucina

Um mamifero tem mais de 30 variantes estruturais de

*_J coldgeno, especificas para cada tecido e diferentes em
sequéncia e funcio. Alguns defeitos genéticos na estrutura
do coldgeno em humanos ilustram a estreita relacéo entre a
sequéncia de aminodcidos e a estrutura tridimensional nes-
ta proteina. A osteogénese imperfeita é caracterizada pela
formagao anormal dos ossos em bebés; pelo menos oito va-
riagdes dessa condicdo, em diferentes graus de severidade,
ocorrem na populacdo humana. A sindrome de Eh-
lers-Danlos é caracterizada por articulacdes soltas, e pelo
menos seis variantes ocorrem em humanos. O compositor
Niccold Paganini (1782-1840) era famoso por sua destreza
aparentemente impossivel de tocar violino. Ele sofria de
uma variante da sindrome Ehlers-Danlos que lhe rendeu
efetivamente juntas duplas, Algumas variantes podem ser
letais, outras causam problemas por toda vida.

Todas as variantes de ambas as condicdes resultam da
substitui¢io de um residuo de aminoédcido com um grupo
R volumoso (como Cys ou Ser) por um residuo de Gly de
uma cadeia @ em uma ou outra protefna coldgena (um resi-
duo Gly diferente € substituido em cada uma das doencas).
Essas substitui¢des de um tnico residuo t&m um efeito ca-
tastréfico na funcdo do coldgeno, pois interrompem a re-
peticdo de Gly-X-Y, que garante ao coldgeno sua estrutura
helicoidal Unica. Dada sua importancia na hélice tripla do
colageno (Figura 4-12d), a Gly ndo pode ser substituida por
outro residuo de aminoacido sem um efeito substancial-
mente deletério na estrutura do colageno. M

Fibroina daseda A fibroina, a protefna da seda, é produzi-
da por insetos e aranhas. Suas cadeias polipeptidicas estdo
predominantemente na conformacio . A fibroina é rica em
residuos Ala e Gly, permitindo um grande empacotamento
das folhas B e um arranjo entrelacado dos grupos R (Figu-

Inicios das moléculas
de colageno
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640 A (64 nm)

g o o N 2 0 Y0
o o, 'vr-"ﬁ"'* *ﬁ -&'-1 --w-r «s-q-vue---.m-r R

-':—‘--r—-'-v+=-=f e B e e e e I
=5y TR d."i‘;-:q ‘""""T'""m -?.s.'l'.‘tr‘\,_?..qu ""1—"""_|-"‘| ga't i
‘r’;:_zd crlemiudhaad wtarhanind wludne e coma s
L ,;_';_.,.,'.“.,.;__.5;.,;,,_5, A M A

-

- e,
P ol

SRt

Seccao da molécula
de colageno

FIGURA 4-13 Estrutura das fibrilas de coldgeno. O coligeno (M,
300.000) & uma molécula em forma de bastao, com cerca de 3.000 A de com-
primento e apenas 15 A de largura. Suas trés cadelas a helicoidais entrela-
cadas podem ter sequéncias diferentes; cada cadeia tem aproximadamente
1.000 residuos de aminodcidos. As fibrilas sao feitas de moléculas de cola-
geno alinhadas de forma escalonada e com ligagodes cruzadas que garan-
tem resisténcia. O alinhamento especifico e o grau de ligagoes transversais
variam com o tecido e formam estrias transversais caracteristicas, vistas por
microscopia eletronica. No exemplo mostrado aqui, o alinhamento dos gru-
pos iniciais de cada quatro moléculas produz estrias distantes 640 A (64 nm)
umas das outras.

ra 4-14). A estrutura global é estabilizada por extensivas
ligacdes de hidrogénio entre todas as ligacGes peptidicas
dos polipeptideos de cada cadeia 3, assim como pela otimi-
zacao das interagoes de van der Waals entre as cadeias. A
seda ndo € elastica porque sua conformacéo B ja estd bem
estendida (Figura 4-6). Entretanto, a estrutura é flexivel,
pois as cadeias estdo unidas por inimeras interagoes fracas,
em vez de ligacdes covalentes como ligagdes dissulfeto nas
a-queratinas.

Adiversidade estrutural reflete a diversidade funcional
nas proteinas globulares

Em uma proteina globular, segmentos diferentes das ca-
deias polipeptidicas (ou de muiltiplas cadeias polipeptidi-
cas) se dobram uns sobre os outros, gerando uma forma
mais compacta do que a observada para as proteinas fibro-
sas (Figura 4-15). O enovelamento também garante a di-
versidade estrutural necessdria as proteinas para realizar
um grande leque de func¢des biolégicas. Proteinas globula-
res incluem enzimas, proteinas transportadoras, proteinas
motoras, proteinas reguladoras, imunoglobulinas e protei-
nas cormn muitas outras fungoes.
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A presente discussdo sobre proteinas globulares comega
com os principios vislumbrados a partir das primeiras estru-
turas de proteinas elucidadas. Segue-se uma detalhada des-
cricdo e classificacdo comparativa de subestruturas protei-
cas. Tais discussdes sdo possiveis somente devido & grande
quantidade de informacgdes disponiveis na Internet, a partir
de bancos de dados publicos, particularmente do Banco de
Dados de Proteinas (Quadro 4-4).

Conformagéo 8
2.000 X 5A

Hélice a
900 X 11 A

Forma globular nativa
100 X 60 A

FIGURA 4-15 As estruturas proteicas globulares sdo compactas e
variadas. A albumina sérica humana (M, 64.500) tem 585 residuos em
uma Unica cadeia. Sdo dadas aqui as dimensdes aproximadas de uma de
suas cadeias polipeptidicas se ela ocorresse em uma conformagéo 8, ou
em uma hélice . Também é mostrado o tamanho da proteina em sua for-
ma globular nativa, determinada por cristalografia por raios X; a cadeia po-
lipeptidica deve estar com um enovelamento muito compacto para caber
nestas dimensdes.

Folhas B antiparalelas

Cadeias
laterais
de Ala

Cadeias
laterais
de Gly
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FIGURA 4-14 Estrutura da seda. As fibras do tecido da seda e das teias
de aranhas sdo formadas principalmente pela proteina fibroina. (a) A fibro-
ina consiste em camadas de folhas B antiparalelas ricas em residuos Ala e
Gly. As pequenas cadeias laterais se encaixam e permitem um grande em-
pacotamento das fitas, como mostrado no modelo de esferas e bastées. Os
segmentos mostrados seriam apenas umna peguena parte da fita de fibroina.
(b} As fitas da seda (azul) emergem das flandeiras de uma aranha nesta mi-
crografia eletrbnica em cores.

A mioglobina forneceu os indicios iniciais sobre a

complexidade da estrutura globular proteica

& Arquitetura proteica — Estrutura tercidria de proteinas globulares pe-
quenas, Il. Mioglobina O primeiro avan¢o no entendimento da
estrutura tridimensional de uma proteina globular veio
com os estudos de difracdo por raios X da mioglobina, fei-
tos por John Kendrew e seus colaboradores, em 1950. A
mioglobina é uma proteina ligadora de oxigénio relativa-
mente pequena (M, 16.700) das células musculares. Ela
funciona tanto para a estocagem de oxigénio quanto para
facilitar a difuséo do oxigénio nos tecidos musculares em
contracdo. A mioglobina contém uma tinica cadeia polipep-
tidica de 153 residuos de aminodcidos de sequéncia conhe-
cida e um tnico grupo ferro-protoporfirina, ou heme. O
mesmo grupo heme encontrado na mioglobina é encontra-
do na hemoglobina, a proteina ligadora de oxigénio dos eri-
trécitos, sendo responsével pela coloragio vermelha amar-
ronzada tanto da mioglobina quanto da hemoglobina. A
mioglobina é particularmente abundante nos musculos de
mamiferos mergulhadores, como as baleias, as focas e o0s
botos — tdo abundante que os musculos destes animais so
marrons. A estocagem e a distribui¢cdo do oxigénio pela
mioglobina do musculo permitem que animais que mergu-
Iham permanecam submersos por um longo periodo. As
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QUADRO4-4 0 banco de dados de proteinas

Atualmente, o nimero de estruturas proteicas tridimen-
sionais conhecidas estd na casa das dezenas de milhares
e mais do que dobra a cada dois anos. Essa abundincia de
informacdes estd revolucionando o entendimento sobre a
estrutura de proteinas, a relagio estrutura-atividade e as
rotas evolutivas pelas quais as proteinas chegaram ao seu
estado atual, que podem ser vistas nas semelhancas que
aparecem entre as familias 4 medida que os bancos de
dados de proteinas sdo examinados e classificados. Um
dos recursos mais importantes disponiveis aos biogquimi-
cos € o Protein Data Bank (PDB, ou banco de dados de
proteinas; www.pdb.org).

O PDB é um arquivo de estruturas tridimensionais
de macromoléculas bioldgicas determinadas experimen-
talmente, contendo quase todas as estruturas macro-
moleculares (proteinas, RNA, DNA, etc.) elucidadas até
o momento. A cada estrutura € atribuido um cddigo de

identificacdo (um cddigo de quatro caracteres, chama-
L

do de PDB ID). Tais identificadores sao fornecidos nas
legendas das figuras para cada uma das estruturas de-
rivadas do PDB ilustradas nesse texto, de forma que os
estudantes e os professores podem explorar essas mes-
mas estruturas. Os arquivos de dados no PDB descrevem
as coordenadas espaciais de cada d4tomo cuja posicao foi
determinada (muitas das estruturas catalogadas néo
estdo completas). Arquivos de dados adicionais forne-
cem informacdes de como as estruturas foram determi-
nadas e sua precisdo. As coordenadas atomicas podem
ser convertidas em uma imagem da macromolécula com
a ajuda de programas de visualizacio de estruturas. Os
estudantes sdo incentivados a acessar o PDB e explorar
as estruturas usando programas de visualizacio refe-
renciados no banco de dados. Os arquivos de estruturas
macromoleculares também podem ser baixados e explo-
rados em seu computador, usando programas livres, tal
como o Jmol.

atividades da mioglobina e de outras moléculas de globina
sdo investigadas em detalhe no Capitulo 5.

A Figura 4-16 mostra diversas representacdes estru-
turais da mioglobina, ilustrando como a cadeia polipepti-
dica € dobrada nas trés dimensdes — sua estrutura tercia-
ria. O grupo vermelho envolvido pela proteina é o heme.
O esqueleto da molécula de mioglobina consiste em oito
segmentos de hélices a relativamente retas, interrompi-
das por dobras, algumas delas sendo voltas 8. A hélice o
mais longa tem 23 residuos de aminodcidos, a mais curta
apenas 7. Todas as hélices sio voltadas para a direita. Mais
de 70% dos residuos de mioglobina estio nessas regides
a-helicoidais. As andlises por raios X revelaram a posicio
precisa de cada um dos grupos R, que preenchem quase
todo o espaco dentro da cadeia dobrada, ndo ocupada por
dtomos do esqueleto.

Vérias conclusdes importantes podem ser tiradas a par-
tir da estrutura da mioglobina. As posicdes das cadeias late-

(a) (b)

FIGURA4-16 Estrutura terciaria da mioglobina de cachalote. (PDB D
IMBO) A orientacéo da proteina ¢ igual de (a) a (d); © grupo heme € mostra-
do em vermelho. Além de ilustrar a estrutura da mioglobina, esta figura mos-
tra exemplos de diversas formas de apresentar a estrutura de uma proteina.
(a) Esqueleto polipeptidico na representacéo de fita, introduzido por Jane
Richardson, destacando as estruturas secundarias. As regides de hélice o s30
evidentes. (b) Imagem da superficie da proteina; ela & Util na visualizacio de

rais dos aminodcidos refletem uma estrutura cuja estabili-
dade é resultante de suas interagoes hidrofébicas. A maioria
dos grupos R hidrofébicos estd no interior da molécula, es-
condidos da exposicdo 4 d4gua. Exceto dois residuos, todos
os outros grupos R polares estdo na superficie externa da
molécula e estdo hidratados. A molécula de mioglobina é
tdo compacta que em seu interior sé hd lugar para quatro
moléculas de dgua. Esse denso niicleo hidrofébico é tipico
das proteinas globulares. A fracdo de espaco ocupado pelos
atomos em um liquido orgéanico é de 0,4 a 0,6. Em uma pro-
teina globular, essa fracéo é de cerca de 0,75, comparavel
com aquela do cristal (em um cristal tipico, a fracéo é de
0,70 a 0,78, préximo do maximo tedrico). Nesse ambiente
compacto, as interacgbes fracas sdo fortalecidas e reforcam
umas as outras. Por exemplo, as cadeias apolares no niicleo
estdo tdo préximas que as interacdes de curto alcance do
tipo van der Waals tém uma contribui¢io significativa na
estabilizacdo das interacdes hidrofébicas.

(c) (d)

fendas, onde outras moléculas padem se ligar a proteina. (¢) Representagéo
da estrutura em fita, incluindo as cadeias laterais (em amarelo) dos residuos
hidrofébicos Leu, lle, Val e Phe, {d) Modelo de volume atémico com todas as
cadeias laterais dos aminoécidos. Cada dtomo esta representado por uma
esfera que cobre o seu raio de van der Waals. Os residuos hidrofébicos sdo
novamente mostrados em amarelo; a maioria esta no interior da proteina, e
por isso nao esta visivel.



A deducao da estrutura da mioglobina confirmou algu-
mas expectativas e introduziu alguns elementos novos a
estrutura secunddria. Como predito por Pauling e Corey,
todas as ligacdes peptidicas estdo em configuracio planar
trans. As hélices a da mioglobina forneceram a primeira
evidéncia experimental direta da existéncia desse tipo de
estrutura secunddria. Trés dos quatro residuos Pro séo en-
confrados em dobras. O quarte residuo Pro ocorre em uma
hélice a, onde ele cria uma tor¢éo necessédria para o firme
empacotamento da hélice.

O grupo heme planar repousa sobre uma fenda na molécu-
la de mioglobina. O dtomo de ferro no centro do grupo heme
apresenta duas posigdes de ligagio (coordenagio) perpendi-
culares ao plano do heme (Figura 4-17). Uma delas se liga
ao grupo R de um residuo de His na posicao 93; a outra cor-
responde ao local onde a molécula de O, se liga. Dentro des-
sa fenda, a acessibilidade do grupo heme ao solvente € bem
restrita. Isso € importante para a fungio, pois grupos heme
livres em uma solucio oxigenada sdo rapidamente oxidados
do estado ferroso (Fe*"), que é ativo na ligagdo reversivel com
o O&, para o estado férrico (Fe’), que ndo se liga ao Qs

A medida que as diferentes estruturas da mioglobina fo-
ram resolvidas, os pesquisadores foram capazes de observar
as mudancas estruturais que acompanham a ligacdo do oxi-
génio ou de oufra molécula, e, assim, pela primeira vez, de
entender a correlagio entre a estrutura de uma proteina e
sua func¢io. Centenas de proteinas sdo agora submetidas a
andlises semelhantes. Hoje, a espectroscopia de ressonincia
magnética nuclear (RMN) e outras técnicas suplementam
os dados de difracdo de raios X, fornecendo mais informa-
¢Oes sobre as estruturas das proteinas (Quadro 4-5). Adicio-
nalmente, o sequenciamento de DNA gendémico de muitos
organismos (Capftulo 9) identificou milhares de genes que
codificam proteinas de sequéncias conhecidas, mas ainda de
funcao desconhecida; esse trabalho continua a passos largos.
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FIGURA 4-17 O grupo heme. Este grupo estd presente na mioglobina,
hemaoglobina, citocromos e muitas outras proteinas (as proteinas heme). (a)
O heme consiste em urna estrutura de anel orgénico complexo, a protopor-
firina, que liga um &tomo de ferro no seu estado ferroso (Fe’'). O dtomo de
ferro tem seis ligacdes coordenadas, quatro delas no planc da molécula da
porfirina (e ligadas a ela) e duas perpendiculares a ela. (b) Na mioglobina e
na hemoglobina, uma das ligagdes perpendiculares esta ligada a um dtomo
de nitrogénio de um residuo His. A outra estd "vaga’, servindo de sitio de
ligagéo para a molécula de O,
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As proteinas globulares tém uma diversidade de
estruturas tercidrias

A partir do que se sabe sobre estruturas tercidrias de cen-
tenas de proteinas globulares, é claro que a mioglobina
ilustra apenas uma das diversas formas em que a cadeia
polipeptidica pode se dobrar. A Tabela 4-4 mostra as pro-
porcdes de hélices a e conformacdes 8 (expressas em por-
centagem de residuos em cada um dos tipos) em diversas
proteinas globulares pequenas e de cadeia tinica. Cada
uma dessas proteinas tem uma estrutura diferente, adap-
tada & sua funcéo biolégica particular, mas como um todo
elas compartilham diversas propriedades importantes com
a mioglobina. Cada uma delas estd dobrada de forma com-
pacta e, em cada caso, as cadeias laterais hidrofébicas dos
aminodcidos estio orientadas na direcdo do centro da pro-
teina (longe da d4gua), e suas cadeias laterais hidrofilicas
se encontram na superficie. As estruturas também sao es-
tabilizadas por intimeras ligagoes de hidrogénio e algumas
interacdes ibnicas.

Para os estudantes iniciantes, as estruturas tercidrias
muito complexas das proteinas globulares — algumas muito
maiores do que a mioglobina — sdo mais facilmente acessa-
das concentrando-se nos padrdes estruturais comuns, re-
correntes em diferentes proteinas, geralmente néo relacio-
nadas. A estrutura tridimensional de uma proteina globular
tipica pode ser considerada um conjunto de segmentos
polipeptidicos em hélices « e conformacoes 3, ligados por
segmentos conectores. A estrutura pode ser, entao, defi-
nida pela forma como os segmentos estao empilhados uns
sobre os oufros, e como estao arranjados os segmentos que
os conectam.

Para entender uma estrutura tridimensional completa,
& preciso analisar seu padrio de enovelamento. Primei-
ro, definem-se dois importantes termos que descrevem
os padroes de estruturas de proteinas ou elementos de
uma cadeia polipeptidica, seguindo entdo para as regras
de enovelamento.

ILGIARREE Proporcdo aproximada de hélices o e conformagdes B em
algumas protefnas de cadeia tinica

Residuos (%)*
Proteina (nimero total de residuos) Hélice Conformacéo 3
Quimotripsina (247) 14 45
Ribonuclease (124) 26 35
Carboxipeptidase (307) 38 17
Citocromo ¢ (104) 39 0
Lisozima (129) 40 12
Mioglobina (153) 78 0

Fonte: Dados de Cantor, C.R. e Schimmel, ER. (1980) Biophysical Chemisiry,
Part I: The Conformation of Biological Macromolecules, p. 100, WIH. Freeman
and Company, New York.

*As proporgoes das cadeias polipeptidicas que ndo fazem parte de hélices a ¢
conformagdes B consistem em curvaturas e espirais irregulares ou regides esten-
didas. Segmentos de hélice o e conformagio B algumas vezes diferem um pouco
de suas dimensbes e geometrias usuais.
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QUADRO4-5 WIIFUDIEY Métodos de determinacao da estrutura tridimensional de uma proteina

(a)

Difracdo de raios X

O espacamento dos dtomos em um reticulo cristalino
pode ser determinado pela medida da localizagio e da
intensidade dos pontos produzidos por um feixe de raios
X, de um dado comprimento de onda, em um filme foto-
grafico, depois desse feixe ser difratado pelos elétrons
dos dtomos. Por exemplo, a andlise por raios X de cristais
de cloreto de sédio mostra que os fons Na® e Cl” estio
dispostos em um arranjo cibico simples. O espagamen-
to de diferentes tipos de atomos em moléculas orginicas
complexas, até mesmos as grandes como as proteinas,
também pode ser analisado por métodos de difracio de
raios X. Entretanto, essa técnica de andlise de cristais de
moléculas complexas € muito mais trabalhosa do que a
de cristais de sais simples. Quando o padréo de repeticao
do cristal € uma molécula tdo grande quanto uma pro-
teina, o numero de 4tomos da molécula resulta em mi-
Ihares de pontos de difracdo que precisam ser analisados
por computador.

Considere como as imagens séo geradas em um mi-
croscopio 6ptico. A luz de uma fonte pontual é focalizada
em um objeto. O objeto espalha as ondas de luz, e es-
tas ondas espalhadas sio reagrupadas por uma série de
lentes para gerar uma imagem aumentada do objeto. O
tamanho minimo do objeto cuja estrutura pode ser deter-
minada desta forma — isto €, o poder de resolugéo do mi-
croscopio — € determinado pelo comprimento de onda de
luz, neste caso, luz visivel, com um comprimento de onda
entre 400 e 700 nm. Objetos menores do que a metade
do comprimento de onda da luz incidente nio tém reso-
lucao. Para resolver objetos tdo pequenos quanto as pro-
tefnas, é necessario usar raios X, com comprimentos de
onda na faixa de 0,7 a 1,5 A (0,07 a 0,15 nm). Entretanto,
ndo ha lentes que possam reagrupar os raios X para for-
mar a imagem. Em vez disso, o padrido de difragio dos
raios X é coletado diretamente, e a imagem é recons-
trufda por técnicas matematicas.

A quantidade de informacéo obtida em uma cristalo-
grafia por raios X depende do grau de organizacio estru-

tural da amostra. Alguns pardmetros importantes foram
obtidos nos primeiros estudos de padrio de difragio de
proteinas fibrosas arranjadas de forma regular no cabelo
e na ld. Entretanto, os feixes ordenados formados pelas
proteinas fibrosas ndo sdo cristais — as moléculas estdo
alinhadas lado a lado, mas néo estio todas orientadas
na mesma dire¢do. Informacdes estruturais tridimensio-
nais mais detalhadas sobre proteinas necessitam de um
cristal de proteina altamente ordenado. As estruturas de
muitas proteinas ainda permanecem desconhecidas, sim-
plesmente porque se mostraram dificeis de cristalizar.
Os profissionais comparam a preparacao de cristais com
manter unida uma pilha de bolas de boliche com uma fita
de celofane.

Operacionalmente, existem varios passos em uma
analise estrutural por raios X (Figura Q-1). Um cristal é
colocado em um feixe de raios X, entre a fonte de raios X
e o detector, e um conjunto de pontos, chamados de re-
flexdes, é gerado. Os pontos sdo gerados pela difracao do
feixe de raios X, e cada atomo da molécula faz uma con-
tribui¢ao para cada ponto. Um mapa de densidade eletro-
nica da proteina é reconstruido a partir do padrio total
de difracdo, por uma técnica matemdtica chamada de
transformada de Fourier. O computador age, na verdade,
como “lente computacional”. Um modelo da estrutura é
entdo construido de acordo com o mapa de densidade
eletronica.

John Kendrew verificou que o padrio de difracio de
raios X da mioglobina cristalina (isolada de musculos do
cachalote) é muito complexo, com cerca de 25.000 refle-
x0es. A andlise computacional dessas reflexdes ocorreu
em etapas. A resolucdo aumentou a cada etapa, até que
em 1959 as posicdes de quase todos os atomos diferen-
tes de hidrogénio foram determinadas. A sequéncia de
aminoécidos da proteina, obtida por andlise quimica, foi
consistente com o modelo molecular. A estrutura de mi-
lhares de proteinas, a maioria delas mais complexa que
a mioglobina, foi desde entdo determinada com um nivel
de resolucéo semelhante.




(d)

E claro que o ambiente fisico em um cristal nao é
idéntico ao ambiente em solugéo ou em uma célula viva.
O cristal impde uma média temporal e espacial na estru-
tura deduzida de sua analise, e os estudos de difracao de
raios X fornecem poucas informagdes sobre os movimen-
tos moleculares no interior da proteina. A conformacio
das profefnas em um cristal pode, a principio, ser afeta-
da por fatores néo fisiolégicos como contatos proteina-
-proteina dentro do cristal. Entretanto, quando estrutu-
ras derivadas da andlise de cristais sdo comparadas com
informacgdes estruturais obtidas de outras formas (como
RMN, descrita a seguir), as estruturas derivadas do cris-
tal quase sempre representam a conformacéo funcional
da proteina. A cristalografia por raios X pode ser aplicada
com sucesso a proteinas grandes demais para serem es-
truturalmente analisadas por RMN.

Ressondncia magnética nuclear

Uma vantagem dos estudos de ressonincia magnética
nuclear (RMN) € que eles séo realizados com as macro-
moléculas em solucdo, enquanto a cristalografia é limi-
tada a moléculas que podem ser cristalizadas. A RMN
também pode esclarecer o lado dindmico da estrutura da
proteina, incluindo mudancas conformacionais, enovela-
mento proteico e interacdo com outras moléculas.

A RMN ¢€ a manifestacdo do momento angular do
spin nuclear, uma propriedade quintico-mecanica dos
nucleos atémicos. Somente alguns atomos, incluindo
'H, ¢, N, F e "'P, apresentam o tipo de spin nuclear
que gera sinal na RMN. O spin nuclear gera um dipolo
magnético. Quando um campo magnético estitico e for-
te é aplicado em uma solugdo contendo um tnico tipo
de macromolécula, os dipolos magnéticos sao alinhados
no campo em uma das duas orientacdes, paralela (bai-
Xa energia) ou antiparalela (alta energia). Um pequeno
(~10 us) pulso de energia eletromagnética de frequén-
cia adequada (a frequéncia de ressonéncia, que estd
dentro da faixa de radiofrequéncia) é aplicado, em cer-
tos &ngulos, aos nicleos alinhados no campo magnético.
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FIGURA Q-1 Etapas da determinacdo da estrutura da mioglobina de ca-
chalote via cristalografia por raios X. {a) O padrdo da difracdo por raios
X € gerado a partir de um cristal da proteina. (b) Os dados obtidos pelo
padrao de difragdo sdo utilizados para calcular um mapa de densidade
eletronica tridimensional. Somente a densidade eletrénica do heme, uma
pequena parte da estrutura, é mostrada aqui. (€} As regides de maior
densidade eletrénica revelam a localizacio do niicleo atdmico, esta in-
formacao é utilizada para construir a estrutura final. Aqui, a estrutura do
heme & modelada em seu mapa de densidade eletronica. (d) A estrutura
completa da mioglobina de cachalote, incluindo o heme (PDB ID 2MBW).

Alguma energia é absorvida & medida que o niicleo muda
para o estado de maior energia, e o espectro de absorgao
resultante contém informacoes sobre a identidade do ni-
cleo e seu ambiente quimico nas imediacées. Os dados
de diversos desses experimentos com a amostra sio reu-
nidos, aumentando a relacéo sinal-ruido, e é gerado um
espectro de RMN, como o da Figura Q-2.

O'Heé particularmente importante nos experimen-
tos de RMN, pois é altamente sensivel e naturalmente
abundante. Para macromoléculas, o espectro de RMN
de 'H pode ser bem complicado. Até mesmo uma pe-
quena proteina pode conter centenas de atomos de 'H,
normalmente gerando um espectro de RMN unidimen-
sional muito complexo para ser analisado. A anélise es-
trutural de proteinas se tornou possivel com o advento
das técnicas de RMN bidimensionais (Figura Q-3). Es-
ses métodos permitem a medida do acoplamento, de-
pendente da distancia, dos spins nucleares de atomos
espacialmente préximos (o efeito Overhauser nuclear
[NOE], em um método chamado de NOESY) ou o aco-
plamento dos spins nucleares de dtomos conectados
por ligacdes covalentes (espectroscopia de correlacgao
total, ou TOCSY).

A traducgido de um espectro de RMN bidimensional em
uma estrutura tridimensional completa é um processo
muito trabalhoso. Os sinais de NOE fornecem algumas
informacdes sobre as distdncias entre cada um dos ato-

(Continua na préxima pdgina)

1 I 1 ] 1 1 1

10,0 80 6,0 4,0 2,0 0,0 =20

Deslocamento quimico de 'H (ppm)

FIGURA Q-2 Espectro de RMN unidimensional da globina do verme-de-
-sangue marinho (Glycera sp.). Esta proteina e a mioglobina de cachalote
sdo analogos estruturais muito proximos, pertencendo a mesma familia
estrutural e compartilhando a fungdo de transporte de oxigénio.
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mos, mas para esses valores de distancias serem uteis,
os dlomos que originam cada sinal devem ser identifica-
dos. Os experimentos complementares de TOCSY podem
ajudar na identificacao de quais sinais de NOE refletem
dtomos que estdo ligados por ligacoes covalentes. Certos
padrdes de sinais de NOE tém sido associados com estru-
turas secundarias como hélices a. A engenharia genéti-
ca (Capitulo 9) pode ser usada para preparar proteinas
que contenham isGtopos raros como °C ou "N, Os novos
sinais de RMN produzidos por esses dtomos e o acopla-
mento com os sinais de 'H resultantes dessa substituicao
auxiliam na designacio de cada um dos sinais de 'H NOE.
O processo também é facilitado pelo conhecimento da
sequéncia do polipeptideo.

Para gerar a representacio de uma estrutura tridi-
mensional, os pesquisadores colocam em um computa-
dor as restrigoes de distancia, junto com as restricoes
geométricas conhecidas como quiralidade, raios de van

N
“a

1
=20

0.0

1 1
60 40 20
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QUADRO 4-5 m Métodos de determinacao da estrutura tridimensional de uma proteina (Continuacdo)

der Waals e distancia e angulo de ligagao. O computador
gera, entdo, um conjunto de estruturas altamente rela-
cionadas que representa um conjunto de conformacoes
consistentes com os valores observados no NOE (Figura
@-3c). A incerteza das estruturas geradas por RMN é em
parte um reflexo das vibracoes moleculares dentro de
uma proteina, discutidas em mais detalhes no Capitulo 5.
O erro experimental normal também influi.

As estruturas proteicas determinadas tanto por cris-
talografia por raios X quanto por RMN geralmente sio
bem coincidentes. Em alguns casos, a localizagio exata
de algumas cadeias laterais de aminodcidos especificos
da superficie da proteina é diferente, normalmente devi-
do aos efeitos relacionados com o empacotamento entre
proteinas adjacentes no cristal. Juntas, as duas técnicas
sd0 as responsaveis pelo rapido aumento da disponibili-
dade de informagdes estruturais sobre as macromolécu-
las de células vivas.

FIGURA Q-3 Uso de RMN bidimensional para determinar a estrutura
tridimensional da globina, a mesma proteina usada para gerar os dados
da Figura Q-2. A diagonal em um espectro de RMN bidimensional é equi-
valente ao espectro unidimensional. Os picos fora da diagonal sdo sinais
de NOE gerados pelas interacdes de curto alcance dos dtomos de 'H, que
podem gerar sinais bem distantes em um espectro unidimensional. Duas
destas interagdes sao identificadas em (a) e suas identidades estao mos-
tradas em linhas azuis em (b) (PDB ID 1VRF). 530 desenhadas trés linhas
para a interagdo 2 entre um grupo metil da proteina e um hidrogénio do
heme. O grupo metil gira rapidamente de forma que cada um dos seus
trés hidrogénios contribui igualmente para a interagdo e para o sinal de
RMN. Tal informacéo & usada para determinar a estrutura tridimensional
completa (PDB ID 1VRE), como em (). As muiltiplas linhas gue mostram
o0 esqueleto da proteina em (c) representam o conjunto de estruturas
consistentes com os dados de distancia da RMN. A semelhanga estrutural
com a mioglobina (Figura Q-1) € evidente. As proteinas estdo orientadas
da mesma forma nas duas figuras.

(c)




O primeiro termo € motivo, também chamado de es-
trutura supersecunddria ou enovelamento. U/'m mo-
tivo ou enovelamento € um padrdo de enovelamento
identificdvel, envolvendo dois ou mais elementos da
estrutura secunddria e a conexdo (ou conexdes) entre
eles. Um motivo pode ser muito simples, tal como dois ele-
mentos de estrutura secunddria dobrados um sobre o outro
e representa apenas uma pequena parte de uma proteina.
Um exemplo é uma al¢a B-a- (Figura 4-18a). Um moti-
vo também pode ter uma estrutura bem elaborada, envol-
vendo um grande mimero de segmentos proteicos dobrados
juntos, como o barril B (Figura 4-18b). Em alguns casos,
um unico e grande motivo pode abranger toda a proteina.
Os termos “motivo” e “enovelamento” sdo frequentemente
usados como sinénimos, embora “enovelamento” seja mais
comumente aplicado aos padroes de enovelamento ligeira-
mente mais complexos. Os termos incluem qualquer padrio
favorével de enovelamento, sendo 1til na descri¢do desses
padrdes. O segmento definido como um motivo pode, ou
nao, ser estdavel independentemente. Ja fol mencionado um
motivo bem estudado, a espiral enrolada da estrutura da
a-queratina, também encontrado em outras protefas. O ar-
ranjo caracteristico de oito hélices @ na mioglobina é repro-
duzido em todas as globinas e é chamado de enovelamento
de globina. Observe gque um motivo ndo é um elemento es-
trutural hierarquico que fica entre a estrutura secundaria e
a tercidria. Ele é simplesmente um padrao de enovelamen-
to. O termo sindnimo “estrutura supersecundéria” pode,
portanto, causar confusido, pois sugere uma hierarquia.

O segundo termo que descreve padrdes estruturais é o
dominio. Um dominio, como definido por Jane Richardson
em 1981, é uma parte da cadeia polipeptidica que é inde-
pendentemente estavel ou pode se movimentar como uma
entidade isolada em relacéo ao resto da proteina. Polipepti-
deos com mais de algumas centenas de residuos de amino-
cidos normalmente se dobram em dois ou mais dominios,
algumas vezes com diferentes funcées. Muitas vezes, um
dominio de uma proteina grande ird conservar sua estru-
tura tridimensional nativa mesmo quando separado (p. ex.,
por uma clivagem proteolitica) do resto da cadeia polipep-
tidica. Em uma protefna com muiltiplos dominios, cada um

(a) Alca B-a-B (b) Barril 8

FIGURA4-18 Motivos estruturais. {a) Um motivo simples, a alga B-a-B.
{b) Um motivo mais elaborado, o barril B. Este barril 8 € o Unico dominio da
a-hemolisina (toxina que mata a célula, criando um orificio em sua membra-
na) da bactéria Staphylococcus aureus (derivada do PDB ID 7AHL).
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FIGURA 4-19 Dominios estruturais do polipeptideo troponina C.
(PDB ID 4TNC) Esta proteina ligadora de clcio encontrada no misculo tem
dois dominios ligadores de célcio separados, mostrados agui em marrom e
em azul.

deles pode aparecer como uma porc¢ao globular diferente
(Figura 4-19); mais frequentemente, extensos contatos
entre os dominios tornam dificil o discernimento entre eles.
Dominios diferentes em geral tém funcées diferentes, como
a ligacdo de pequenas moléculas ou interacio com outras
proteinas. Proteinas pequenas normalmente tém somente
um dominio (o dominio € a proteina).

0O enovelamento dos polipeptideos é sujeito a uma série
de limitacdes fisicas e quimicas, e virias regras foram pro-
postas a partir de estudos de padroes comuns de enovela-
mento proteico.

1. Asinteracdes hidrofébicas ddo uma grande contri-
buicdo para a estabilidade da estrutura de protei-
nas. O ocultamento dos grupos R dos aminodcidos
hidrofébicos, de modo a excluir a d4gua, necessita
de pelo menos duas camadas de estrutura secun-
déria. Motivos simples como a alca B-a-8 (Figura
4-18a) criam essas camadas.

2. Quando ocorrem juntas em uma proteina, as héli-
ces « e as folhas B geralmente séo encontradas em
camadas estruturais diferentes. Isso porque o seg-
mento do esqueleto polipeptidico em conformacéo
B (Figura 4-6) nao faz, com facilidade, ligacdes de
hidrogénio com uma hélice « adjacente a ele.

3. Segmentos adjacentes na sequéncia de aminoa-
cidos normalmente se posicionam de forma adja-
cente na estrutura dobrada. Segmentos distantes
do polipeptideo podem se aproximar na estrutura
tercidria, mas nao é a regra.

4. A conformacio B € mais estiavel quando os seg-
mentos individuais sdo levemente torcidos para a
direita. Isso influencia tanto o arranjo das folhas
B derivado dos segmentos supertorcidos quanto a
forma da conexio do polipeptideo entre elas. Duas
folhas B paralelas, por exemplo, devem ser conec-
tadas por uma fita cruzada (Figura 4-20a). Em
prineipio, essa fita pode ter uma conformacio no
sentido hordrio ou anti-horario, mas em protefnas
0 mais comum € no sentido horario. As conexdes
voltadas para a direita tendem a ser mais curtas do
que as conexdes voltadas para esquerda, e tendem
a dobrar-se com um ingulo menor, o que as torna
mais faceis de serem formadas. A torcéo de folhas
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it

Conexodes cruzadas
{raramente observadas)

D

Conexdes com sentido
anti-hordrio entre as fitas 8
(muito raras)

ol

( Conexdes comuns em
um motivo de fitas g

(b) Conexdes com sentido
horério entre as fitas

v

(<) Folha g torcida

FIGURA 4-20 Padrdes de enovelamento estiavel em proteinas. (a)
Conexdes entre fitas 8 em arranjos de folhas 8. As fitas aqui sdo visualizadas
a partir de uma extremidade, sem torcao. As linhas mais grossas representam
as conexdes nas extremidades mais proximas do observador; as linhas mais
finas representam as conexdes nas extremidades mais distantes das fitas g8,
As conexdes em uma das extremidades (p. ex, aguelas proximas ao obser-
vador) raramente se cruzam umas com as outras. Um exemplo de tal cruza-
mento raro esté ilustrado na fita amarela da estrutura a direita. (b) Devido &
tor¢do para a direita nas fitas B, as conexdes entre as fitas em geral sdo no
sentido horério. As conexdes no sentido anti-horério devem assumir angulos
mais agudos e sdo mais dificeis de serem formadas. (c) Esta folha 8 torcida
pertence a um dominio da fotoliase (proteina que repara certos tipos de da-
nos ao DNA) de £ coli (derivado do PDB ID 1DNP). As alcas de conexdo foram
removidas para que se foque no enovelamento da folha g.

B também resulta em uma tor¢io caracteristica das
estruturas formadas por virios desses segmentos,
como pode ser observado no barril 8 (Figura 4-18b)
e na folha B torcida (Figura 4-20c), que forma o ni-
cleo de varias estruturas maiores.

Seguindo essas regras, motivos complexos podem ser
construidos a partir daqueles mais simples. Por exemplo,
uma série de algas B-a-B arranjadas de tal forma que as
fitas B de um barril formem um motivo particularmente
comum e estavel, o barril a/B (Figura 4-21). Nessa es-
trutura, cada segmento B paralelo é conectado ao seu vizi-
nho por um segmento a-helicoidal. Todas as conexdes sdo
voltadas para direita. O barril o/B é encontrado em diversas
enzimas, geralmente com um sitio de ligagdo (de um cofa-
tor ou substrato) na forma de uma fenda préxima a uma das
extremidades do barril. Observe que dominios com padrio
semelhante de enovelamento sao ditos ter o mesmo motivo,
mesmo que suas hélices a e fitas B constituintes possam
diferir em tamanho.

Barril /B

Alca B-a-B

FIGURA4-21 A construcido de dominios maiores a partir dos meno-
res. O barril /B € um dominio que ocorre comumente, sendo formado por
repeticdes do motivo alca B-a-B. Este barril a/B € um dorminio da piruvato-
-cinase (enzima glicolitica) de coelho (derivada do PDB ID 1PKN).

Motivos de proteinas sao as bases da

classificacao estrutural

5 Arquitetura proteica - Estrutura terciaria de proteinas globulares gran-
des, IV. Classificacdo estrutural das proteinas. Como se vé, a com-
preensio da complexidade da estrutura tercidria é facilitada
pela consideracéo das subestruturas. Seguindo essa ideia, os
pesquisadores organizaram o contetido completo de bancos
de dados proteicos, de acordo com uma hierarquia dos niveis
estruturais. Todos esses bancos de dados se baseiam nos da-
dos e nas informacoes depositados no Protein Data Bank
(PDB, Banco de Dados de Proteinas). O banco de dados
Structural Classification of Proteins (SCOP, ou Classificagao
Estrutural de Proteinas) ¢ um bom exemplo desta importante
tendéncia na bioquimica. No mais alto nivel de classificacdo, o
banco de dados SCOP (http://scop.mrc-Imb.cam.ac.uk/scop)
utiliza um esquema ji em uso, com quatro classes de estrutu-
ras de proteinas: toda e, toda 8, a/f (com segmentos a e
intercalados ou alternados) e & + B (com regides a e B um
pouco separadas). Cada classe inclui dezenas a centenas de
diferentes combinacdes de enovelamentos (motivos), cons-
fruidas a partir de subestruturas gradativamente identifica-
veis. Alguns desses arranjos subestruturais sdo bem comuns,
outros foram encontrados em apenas uma proteina. A Figura
4-22 mostra a variedade desses motivos distribuidos entre as
quatro classes de estrutura de protefnas. Essa € apenas uma
pequena amostra das centenas de motivos conhecidos. En-
tretanto, o nimero de padrdes de enovelamento ndo € infini-
to. A medida que a velocidade na qual novas estruturas de
proteinas sdo elucidadas, a fracio dessas estruturas que con-
tém novos motivos tem diminuido. Ao todo, devem existir
menos de 1.000 motivos diferentes. A Figura 4-22 também
mostra como as proteinas podem ser organizadas em funcio
da presenca dos virios motivos. Os niveis de organizacio
mais superiores, classe e enovelamento, sio puramente es-
truturais. Abaixo do nivel de enovelamento (ver o cédigo de
cores na Figura 4-22), a classificagio tem como base as rela-
¢Oes evolutivas.
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Enovelamento Albumina sérica Fenitina Glicoamilas
Superfamilia Albumina sérica Bacterioferritina (citocromo b,) Glicoamilasee
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FIGURA 4-22 Organizacido das proteinas com base nos motivos.
Mostrados aqui estao apenas alguns das centenas de motivos estéveis co-
nhecidos, divididos em quatro classes: todo @, todo B, /B e & + B. Os dados
de classificacdo estrutural do banco de dados SCOP (Structural Classification
of Proteins, http://scop.mrc-imb.cam.ac.uk/scop) também sio fornecidos

{ver cadigo de cores). O identificador no PDB (listado inicialmente para cada
estrutura) corresponde ao cadigo Unico de acesso de cada estrutura depo-
sitada no Protein Data Bank (www.pdb.org). O barril a/B (ver Figura 4-21) é
outro motivo e/B particularmente comum. (Continua na préxima pdgina)
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a+p

2PIL I I 1EMA
Identificador no PDB Pilina Timidilato-sintase/dCMP-hidroximetilase Tipo GFP
Enovelamento Pilina Timidilato-sintase/dCMP-hidroximetilase Tipo GFP
Superfamilia Pilina Timidilato-sintase/dCMP-hidroximetilase Proteinas fluorescentes
Familia Pilina Timidilato-sintase Proteina verde fluorescente, GFP
Proteina l Neisseria gonorrhoeae . Escherichia coli (doinglés green fluorescent protein)
l Espécie Agua-viva (Aequorea victoria)
FIGURA4-22 (Continuagdo)

Vérios exemplos de dominios recorrentes ou motivos es-
truturais estdo disponiveis, revelando que a estrutura ter-
cidria das proteinas € mais conservada do que suas sequén-
cias de aminodcidos. A comparacio entre as estruturas de
proteinas pode, entdo, fornecer muita informacéo sobre sua
evolucao. Proteinas com significativa semelhanca na estru-
tura priméria e/ou com estrutura tercidria e funcoes seme-
lhantes fazem parte de uma mesma familia proteica. Uma
relacio evolutiva forte normalmente é evidente em uma fa-
milia de proteinas. Por exemplo, a familia globina apresenta
muitas proteinas diferentes com similaridade estrutural e de
sequéncia com a mioglobina (como visto nas proteinas usa-
das nos exemplos do Quadro 4-5 e no Capitulo 5). Duas ou
mais familias com pouca similaridade na sequéncia de ami-
nodcidos algumas vezes utilizam o mesmo motivo estrutural
geral e apresentam semelhancas funcionais; essas familias
sdo agrupadas como superfamilias. Uma relagio evolutiva
entre as familias em uma superfamilia é considerada prova-
vel, ainda que as diferencas temporais e funcionais — resul-
tantes de diferentes pressdes adaptativas — possam ter su-
primido muitas das relagdes reveladoras entre sequéncias.
Uma familia de proteinas pode estar distribuida em todos os
trés dominios de vida celular: Bacteria, Archaea e Eukarya,
sugerindo uma origem remota. Muitas proteinas envolvidas
no metabolismo intermedidrio e no metabolismo dos acidos
nucleicos e proteinas se encaixam nessa categoria. Outras
familias podem estar presentes somente em um pequeno
grupo de organismos, indicando que aquela estrutura surgiu
mais recentemente. Rastrear a histéria natural dos motivos
estruturais, usando as classificagcdes estruturais de bancos
de dados como o SCOP, fornece um grande complemento is
andlises de sequéncia na investigacao da relacio evolutiva.
O banco de dados SCOP é manualmente gerenciado, com o
objetivo de colocar as proteinas na sua rede evolutiva cor-
reta, com base nas caracteristicas estruturais conservadas.

Motivos estruturais se tornaram especialmente impor-
tantes na definicio de familias e superfamilias de protei-
nas. Sistemas aperfeicoados de classificacdo e elucidacio
de proteinas inevitavelmente levaram a elucidacéo de novas
relacdes funcionais. Dada a importincia das proteinas nos

sistemas vivos, essas comparacgdes estruturais podem aju-
dar no esclarecimento de todos os aspectos da bioquimica,
da evolugao de proteinas individuais até a histéria evolutiva
de rotas metabdlicas completas.

A estrutura quaternaria varia de dimeros simples
a grandes complexos

k] Arquitetura proteica — Estrutura quaterndria Muitas proteinas
tém muiltiplas subunidades polipeptidicas (de duas a cente-
nas). A associacio das cadeias polipeptidicas pode servir a
uma variedade de funcdes. Muitas proteinas com multiplas
subunidades podem ter func¢des reguladoras; a ligacdo de
pequenas moléculas pode afetar a interacio entre as subu-
nidades, causando grandes mudancas na atividade da pro-
teina em resposta a pequenas mudancas na concentragio
de substrato ou moléculas reguladoras (Capitulo 6). Em
outros casos, subunidades distintas assumem funcées dife-
rentes, mas relacionadas, como catdlise e regulacdo. Algu-
mas associagdes, como nas proteinas fibrosas consideradas
anteriormente neste capitulo e nas proteinas dos capsideos
dos virus, tém, principalmente, fungdes estruturais. Algu-
mas associacdes proteicas muito grandes formam sitios de
rea¢des complexas envolvendo muiltiplas etapas. Por exem-
plo, cada ribossomo, o local onde ocorre a sintese de protei-
nas, incorpora diizias de subunidades de proteinas com cer-
to nimero de moléculas de RNA.

Uma proteina de multiplas subunidades também é cha-
mada de multimero. Um multimero com apenas algumas
subunidades é chamado de oligémero. Se um multimero
apresenta subunidades nio idénticas, a estrutura total da
proteina pode ser assimétrica e bem complicada. Entretanto,
a maioria dos multimeros apresenta subunidades idénticas,
ou grupos de subunidades nio idénticas que se repetem, ge-
ralmente em arranjos simétricos. Como apresentado no Capi-
tulo 3, as unidades estruturais de repeticio em uma proteina
multimérica, tanto de um tinico tipo de subunidade quanto
de um grupo de subunidades, sdo chamadas de protémero.
Muitas vezes s@o utilizadas letras gregas para distinguir as
diferentes subunidades que fazem parte do protémero.
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A primeira proteina oligomérica que teve sua estrutura
tridimensional determinada foi a hemoglobina (M, 64.500),
que contém quatro cadeias polipeptidicas e quatro grupos
prostéticos heme, nos quais os dtomos de ferro se apre-
sentam no estado ferroso (Fe*") (Figura 4-17). A porcio
proteica, a globina, consiste em duas cadeias (141 residuos
em cada cadeia o) e duas cadeias B (146 residuos em cada
cadeia). Observe que neste caso, @ e 8 nio se referem as
estruturas secunddrias. Em uma pritica, que pode ser con-
fusa para o aluno iniciante, as letras gregas a e 8 (y e 6,
e outras) sdo frequentemente usadas para distinguir dois
tipos diferentes de subunidades em uma proteina com muil-
tiplas subunidades, independentemente de quais tipos de
estruturas secunddrias podem predominar nas subunida-
des. Como a hemoglobina é quatro vezes maior do que a
mioglobina, foi necessario muito mais tempo e esforgo para
resolver sua estrutura tridimensional por andlise de raios
X, o que foi finalmente obtido por Max Perutz, John Ken-
drew e seus colegas, em 1959. As subunidades da hemoglo-
bina estdo organizadas em pares simétricos (Figura 4-23).
Cada par tem uma subunidade a e uma subunidade 8. A
hemoglobina pode, portanto, ser descrita tanto como tet-
rimero quanto dimero de protémeros af. O papel dessas
subunidades distintas na funcio da hemoglobina é ampla-
mente discutido no Capitulo 5.

Max Perutz, 1914-2002 (esquerda) e John Kendrew, 1917-1997
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Algumas proteinas ou segmentos proteicos sao
intrinsecamente desordenados

Apesar de décadas de progresso no entendimento da estru-
tura proteica, muitas proteinas néo podem ser cristalizadas,
tornando dificil a determinacéo de suas estruturas fridi-
mensionais por métodos considerados classicos (ver Qua-
dro 4-5). Mesmo quando cristalizadas, partes da proteina
estdo suficientemente desordenadas no cristal de forma
que a estrutura determinada nao inclui essas partes. Algu-
mas vezes, isso se deve a caracteristicas sutis da estrutura
gue fornam a cristalizacao dificil. No entanto, a razdo pode
ser mais simples: algumas proteinas ou segmentos protei-
cos carecem de estruturas ordenadas em solugio.

O conceito de que algumas proteinas funcionam na au-
séncia de uma estrutura definida é um produto da reavalia-
cdo dos dados envolvendo muitas proteinas diferentes. Um
terco de todas as proteinas humanas pode ser desestrutu-
rado ou possuem segmentos desestruturados significativos.
Todos os organismos possuem algumas proteinas que se
encaixam nessa categoria. As proteinas intrinsecamente
desordenadas tém propriedades distintas das proteinas
estruturadas cldssicas. Elas carecem de um niicleo hidrofé-
bico e, ao contrario, sdo caracterizadas por alta densidade
de aminodcidos carregados, como Lys, Arg e Glu. Residuos
de Pro também sao proeminentes, ja que eles tendem a
romper estruturas ordenadas.

A desordem estrutural e a alta densidade de cargas po-
dem facilitar a atividade de algumas proteinas, como espa-
cadores, isoladores ou elementos de ligacdo em estruturas
maiores. Outras proteinas desordenadas sdo sequestrado-
ras, ligando fons e moléculas pequenas em solugéo e servin-
do de reservatérios ou depdsitos de lixo. No entanto, muitas
proteinas infrinsecamente desordenadas sdo o nicleo de
importantes redes de interacées proteicas. A falta de uma
estrutura ordenada pode facilitar um tipo de promiscuida-
de funcional, permitindo a interacdo de uma proteina com
multiplos parceiros. Algumas proteinas intrinsecamente de-
sordenadas atuam por inibir a atividade de outras proteinas
por um mecanismo nao usual: por envolver-se em torno de
suas proteinas-alvo. Uma proteina desordenada pode ter
algumas ou mesmo diizias de proteinas parceiras. A desor-
dem estrutural permite ao inibidor proteico se envolver em
torno de multiplos alvos de diferentes formas. A proteina

FIGURA 4-23 Estrutura quaternaria da
desoxi-hemoglobina. (PDB ID 2HHB) A
analise por difracio de raios X da desdxi-he-
maglobina (hemoglobina sem as moléculas
de oxigénio ligadas aos grupos heme) mostra
como as quatro subunidades polipeptidicas
estdo agrupadas. (a) Representacdo na forma
de fitas revela os elementos estruturais se-
cunddrios da estrutura e a posicao de todos
os cofatores hemes. (b) Modelo de contorno
de superficie mostra a cavidade em que os
cofatores hemes estdo ligados e ajuda a vi-
sualizar o empacotamento das subunidades.
As subunidades e sao mostradas em tons de
cinza, e as subunidades 8, em tons de azul.
Observe que os grupos heme (em vermelho)
estdo relativamente distantes entre si.



194 ‘UAVID L. NEIMON & MICHAELM. TOX "~~~ 7

intrinsecamente desordenada p27 exerce um papel-chave
no controle da divisdo celular em mamiferos. Essa proteina
carece de estrutura definida quando em solucéo, Ela se en-
rola em torno e assim inibe a atividade de varias enzimas
chamadas proteinas-cinases (ver Capitulo 6) que facilitam
a divisdo. A estrutura flexivel da p27 a permite se acomodar
as suas protefnas-alvo distintas. Células tumorais humanas,
que sdo simplesmente células que perderam a capacidade
de controlar a divisdo celular normalmente, geralmente
possuem niveis reduzidos de p27; quanto menor o nivel
de p27, pior é o progndstico para o paciente de cancer. Da
mesma forma, as proteinas intrinsecamente desordenadas
estdo frequentemente presentes como concentradores ou
suportes no centro de redes proteicas que constituem as
vias de sinaliza¢do. Essas proteinas ou partes delas podem
interagir com muitos parceiros diferentes. Elas frequen-
temente assumem uma estrutura quando interagem com
outras proteinas, mas as estruturas que elas assumem po-
dem variar de acordo com o parceiro de ligacdo. A protefna
de mamiferos p53 também é fundamental no controle da
divisao celular. Ela tem segmentos estruturados e nio es-
truturados, e os segmentos distintos interagem com diizias
de outras proteinas. Uma regifo nio estruturada da p53 na
extremidade carboxil interage com pelo menos quatro par-
ceiros diferentes e assume uma estrutura distinta em cada
complexo (Figura 4-24).

(a)

== N-terminal

o== C-terminal

@1©§VOUPX®1 641 CP1@P1 iy

RESUMO0 4.3  Estruturas tercidria e quaterndria das proteinas

P A estrutura tercidria é a estrutura tridimensional da
cadeia polipeptidica. Muitas proteinas se encaixam em
uma ou duas classes de proteinas em geral, com base na
estrutura terciaria: fibrosa e globular.

P As proteinas fibrosas, utilizadas principalmente para
funcdes estruturais, sdo formadas por elementos de es-
trutura secunddria que se repetem.

P As proteinas globulares tém estruturas tercidrias mais
complicadas, geralmente contendo diversos tipos de es-
truturas secundérias na mesma cadeia polipeptidica. A
primeira estrutura de proteina globular a ser determi-
nada, por métodos de difracao de raios X, foi a estrutura
da mioglobina.

P As estruturas complexas das proteinas globulares po-
dem ser analisadas pela observacio dos padroes de eno-
velamento chamados de motivos (também chamados
de enovelamentos ou estruturas supersecundarias). Os
milhares de estruturas proteicas conhecidos geralmen-
te sdo formados por um repertério de apenas poucas
centenas de motivos. Os dominios séo regides de uma
cadeia polipeptidica que podem se dobrar de forma es-
tavel e independente.

B A estrutura quaterndria resulta de interacoes entre as
subunidades de proteinas com miiltiplas subunidades

(c)

o, Ciclina A
L9,
s _?'-' 4

Sirtuina

i

)-;}‘\"-‘ .. CBP dominio

’.’" bromo

* 51008 (BB)

(b)
1,0
o
o
=
o
= T
g o5 [EVEEEEE= = —JE
V\/ IV
g 1 1 1 | 1 1 1
o4 0 100 200 300

Residuos de aminoacidos

FIGURA 4-24 Ligacéo da regido carboxiterminal intrinsecamente
desordenada da proteina p53 aos seus ligantes. (a) A proteina p53 é
composta por varios segmentos diferentes (PDB ID 1XQH). Apenas o domi-
nio central € bem organizado. (b) A sequéncia linear da protelna p53 estd
representada na barra colorida. O gréfico sobreposto apresenta um diagra-
ma da pontuagao PONDR (Predictor of Natural Disordered Regions; Previsor
de Regides Naturalmente Desordenadas) versus a sequéncia da proteina.
PONDR é um dos melhores algoritmos disponiveis para predizer a probabi-
lidade que um determinado residuo de aminoacido estd em uma regido de
desordem intrinseca, com base na sequéncia de aminoécidos ao redor e na

composi¢do de aminoacidos, Uma pontuagdo de 1,0 indica uma probabili-
dade de 100% que a proteina estara desordenada. Nesta estrutura proteica,
o dominio central em bege estd organizado. As regides aminoterminal (azul)
e carboxiterminal (vermelho) estao desordenadas. A extremidade da regido
carboxiterminal tem muiltiplos ligadores e ela se dobra quando se liga a cada
um deles; no entanto, a estrutura tridimensional assumida quando ocorre
a ligacdo ¢ diferente para cada umna das interagdes mostradas, e por isso o
segmento carboxiterminal (residuos de 11 a 20) estd mostrado em cor dife-
rente em cada complexo (ciclina A, PDB ID 1H26; sirtuina, PDB ID 1MA3; CBP
dominio bromo, PDB 1D 1J5P; s1008 (88), PDB ID 1DT7).



(multiméricas) ou grandes associacoes de proteinas. Al-
gumas proteinas multiméricas possuem unidades repe-
tidas, formadas por uma tnica subunidade ou grupos de
subunidades, cada unidade chamada protémero.

P Algumas proteinas ou segmentos proteicos séo intrin-
secamente desordenados, carecendo de estruturas de-
finidas. Essas proteinas tém composicoes distintas de
aminodcidos que permitem uma estrutura mais flexivel.
Algumas dessas proteinas desordenadas funcionam
como componentes estruturais ou sequestradoras; ou-
tras podem interagir com muitas proteinas parceiras,
servindo como inibidores versateis ou como componen-
tes centrais de redes de interacdo de proteinas.

4.4 Desnaturacao e enovelamento das proteinas

As proteinas tém uma existéncia surpreendentemente preca-
ria. Como foi visto, a conformacéo de uma proteina nativa é
apenas marginalmente estdvel. Além disso, a maioria das pro-
teinas deve manter certa flexibilidade conformacional para
funcionar. A manutenc¢io continua do grupo ativo de protei-
nas celulares, necessérias em um dado conjunto de condi-
¢oes, é chamada proteostase. A proteostase celular requer a
atividade coordenada de vias para sintese e enovelamento de
proteinas, o redobramento de proteinas parcialmente desdo-
bradas e o sequestro e degradacio de proteinas irreversivel-
mente desdobradas. Em todas as células, essas redes envol-
vem centenas de enzimas e proteinas especializadas.

Como visto na Figura 4-25, a vida de uma proteina en-
globa muito mais do que sua sintese e degradacdo. A estabi-
lidade marginal da maioria das proteinas pode produzir um
balanco ténue entre os estados dobrados e desdobrados. A
medida que as proteinas sao sintetizadas nos ribossomos
(Capitulo 27), elas devem dobrar-se em sua conformacéo
nativa. Algumas vezes isso ocorre espontaneamente, porém
mais frequentemente isso ocorre com a assisténcia de en-
zimas e complexos especializados chamados chaperonas.
Muitos desses mesmos auxiliares do enovelamento atuam
para redobrar proteinas que se tornaram transitoriamente
desdobradas. As proteinas inapropriadamente dobradas
frequentemente expdem superficies hidrofébicas que as
tornam “pegajosas”, conduzindo & formacéio de agregados
inativos. Esses agregados podem perder suas fungdes nor-
mais, mas néo sido inertes; seu acimulo nas células situa-
-se no centro de doencas que vao de diabetes a doencas de
Parkinson e Alzheimer. Ndo surpreendentemente, todas as
células elaboraram vias de reciclagem e/ou degradacgéo de
proteinas irreversivelmente deformadas.

Agora serdo abordadas as transicdes entre os estados
dobrados e desdobrados, e a rede de vias que controlam
essas transicoes.

A perda de estrutura da proteina resulta na
perda de funcao

As estruturas proteicas evoluiram para atuar em determi-
nados ambientes celulares. Condigdes diferentes daquelas
da célula podem resultar em mudancas estruturais grandes
ou pequenas na proteina. A perda de estrutura tridimensio-
nal suficiente para causar a perda de funcéo é chamada de
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FIGURA 4-25 Vias que contribuem para proteostase. Trés tipos de
processos contribuem para proteostase. Primeiro, as proteinas sio sintetiza-
das no ribossomo. Segundo, multiplas vias contribuem para o enovelamento
proteico, muitas dessas envolvem a atividade de complexos chamados cha-
peronas. As chaperonas (incluindo as chaperoninas) também contribuem
para o redobramento de proteinas parcialmente ou transitoriamente desdo-
bradas. Finalmente, proteinas irreversivelmente desdobradas estio sujeitas
ao sequestro e a degradacdo por vérias vias adicionais. As proteinas desdo-
bradas e os intermediarios proteicos enovelados que escapam do controle
de qualidade das chaperonas e das vias de degradagao podem agregar, for-
mando tanto agregados desordenados quanto agregados organizados do
tipo amiloide que contribuem para doengas e processos de envelhecimento.

desnaturacio. O estado desnaturado ndo necessariamen-
te corresponde ao desdobramento completo da proteina e
a randomizacio da conformacéio. Na maioria das condigdes,
as proteinas desnaturadas existem como um conjunto de
estados parcialmente dobrados.

A maioria das proteinas pode ser desnaturada pelo calor,
que tem efeitos complexos nas muitas interacdes fracas da
proteina (principalmente sobre as ligagdes de hidrogénio).
Se a temperatura é aumentada lentamente, a conformacao
da proteina em geral permanece intacta até que, em uma
estreita faixa de temperatura, ocorre uma perda abrupta
da estrutura (e da funcéo) (Figura 4-26). A mudanca re-
pentina sugere que o desdobramento € um processo coo-
perativo: a perda de estrutura em uma parte da proteina
desestabiliza as outras partes. Os efeitos do aquecimento
sobre as proteinas ndo sao facilmente preditos. As protei-
nas altamente termorresistentes de bactérias termofilicas e
de arquibactérias evoluiram para funcionar na temperatura
das fontes termais (~100°C). Mesmo assim, as estruturas
dessas proteinas diferem pouco de suas proteinas homélo-
gas de bactérias como a Escherichia coli. Nao se sabe ao
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FIGURA4-26 Desnaturagio de proteinas. Os resultados correspondem a
proteinas desnaturadas por duas modificagées diferentes em seus ambientes.
Em cada caso, a transicdo entre o estado dobrado e o estado nao dobrade é
abrupta, sugerindo cooperatividade neste processo. (a) Desnaturacao térmica
da apomioglobina (mioglobina sem o grupo prostético heme) de cavalo e da
ribonuclease A (com suas ligagdes dissulfeto intactas; ver Figura 4-27). O ponto
meédio da faixa de temperatura em que ocorre a desnaturacao € chamado de
temperatura de fuséo, ou T, . A desnaturagdo da apomioglobina fol monitora-
da por dicroismo circular (ver Figura 4-10), que mede a quantidade de estrutu-
ra helicoidal na proteina. A desnaturagao da ribonuclease A foi acompanhada
pelo monitoramento das mudangas na fluorescéncia intrinseca da proteina,
que é afetada pelas mudangas no ambiente dos residuos de Trp. (b) Desnatu-
racao da ribonuclease A, com suas ligagdes dissulfeto intactas, pelo hidroclore-
to de guanidina (GdnHCl), menitorado por dicroismo circular.

certo como essas pequenas diferencas garantem a estabili-
dade estrutural em altas temperaturas.

As proteinas também podem ser desnaturadas por pHs
extremos, por certos solventes orginicos misciveis, como
dlcool ou acetona, por certos solutos como ureia e hidroclo-
reto de guanidina, ou por detergentes. Cada um desses agen-
tes desnaturantes representa um tratamento relativamente
brando, ja que nenhuma liga¢ao covalente da cadeia polipep-
tidica é rompida. Solventes orgénicos, ureia e detergentes
atuam, principalmente, rompendo as interacdes hidrofébi-
cas que mantém o nuicleo estdvel das proteinas globulares;
a ureia também rompe as ligagGes de hidrogénio; extremos
de pH alteram a carga liquida da proteina, causando repulsio
eletrostdtica e o rompimento de algumas ligacdes de hidro-
génio. As estruturas desnaturadas resultantes desses virios
tratamentos ndo sio, necessariamente, as mesmas.

A desnaturacao frequentemente leva a precipitacgio de
proteinas, uma consequéncia da formacio de agregados
proteicos pela exposi¢do de superficies hidrofébicas asso-
cladas. Os agregados sdo, com frequéncia, altamente desor-
denados. O precipitado proteico visto apés ferver um ovo é
um exemplo. Agregados mais ordenados também sdo obser-
vados em algumas proteinas, como seré visto.

A sequéncia de aminodcidos determina a
estrutura terciaria

A estrutura tercidria de uma proteina globular é determi-
nada por sua sequéncia de aminodcidos. A prova mais im-
portante disso vem dos experimentos que mostram que
a desnaturacdo de algumas proteinas € reversivel. Certas
proteinas globulares desnaturadas por temperatura, extre-
mos de pH ou agentes desnaturantes reassumem suas es-
truturas nativas e suas atividades biolégicas se retornarem
as condi¢des nas quais a conformacéo nativa € estével. Esse
processo € chamado de renaturacio.

Um exemplo classico € a desnaturacdo e a renaturacéo
daribonuclease A, demonstradas por Christian Anfinsen nos
anos 1950. A ribonuclease A purificada desnatura completa-
mente em uma solucéo concentrada de ureia, na presenca
de um agente redutor. O agente redutor rompe as quatro li-
gacdes dissulfeto, resultando em oito residuos Cys, € a ureia
rompe as interagdes hidrofébicas de estabilizaco, desta for-
ma liberando todo o polipeptideo de sua conformacéo do-
brada. A desnaturacdo da ribonuclease é acompanhada por
uma completa perda de atividade catalitica. Quando a ureia
e 0 agente redutor sdo removidos, a ribonuclease desnatura-
da, aleatoriamente enrolada, se dobra de modo espontaneo
em sua estrutura tercidria correta, com restauracéo total de
sua atividade catalitica (Figura 4-27). O reenovelamento
da ribonuclease € tdo preciso que as quatro ligacoes dissul-
feto intramoleculares sio restabelecidas na molécula rena-
turada nas mesmas posicdes da ribonuclease nativa. Mais
tarde, resultados semelhantes foram obtidos utilizando a
ribonuclease A cataliticamente ativa quimicamente sinteti-
zada. Isso elimina a possibilidade de que algum contaminan-
te minoritario da preparacio da ribonuclease purificada por
Anfinsen tenha contribuido para a renaturagio da enzima,
afastando assim qualquer divida que poderia restar de que
essa enzima se dobra espontaneamente.

O experimento de Anfinsen forneceu a primeira evidén-
cia de que a sequéncia de aminoécidos de uma cadeia po-
lipeptidica contém todas as informacées necessarias para
o enovelamento da cadeia em sua estrutura tridimensional
nativa. Trabalhos posteriores demonstraram que somente
uma minoria de proteinas, muitas delas pequenas e estdveis
por natureza, se dobrard espontaneamente em sua forma
nativa. Apesar de todas as proteinas terem o potencial de se
dobrar em sua estrutura nativa, muitas delas necessitam de
alguma assisténcia.

0s polipeptideos dobram-se rapidamente por um
processo gradual

Nas células vivas, as proteinas sio construidas, a partir dos
aminodcidos, em uma velocidade muito alta. Por exemplo,
as células de E. coli podem fazer uma molécula de proteina
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FIGURA4-27 Renaturacio da ribonuclease desnaturada e desdobra-
da. A ureia desnatura a ribonuclease, e o mercaptoetanol (HOCH,CH,SH) a
reduz, rompendo as ligacdes dissulfeto e liberando os oito residuos de Cys.
A renaturagao envolve o restabelecimento correto das ligagoes dissulfeto
transversais.

completa, biologicamente ativa, com 100 residuos de ami-
nodcidos, em 5 segundos a 37°C. No entanto, a sintese das
ligacdes peptidicas no ribossomo nio é suficiente; a pro-
teina deve dobrar-se.

Como a cadeia polipeptidica chega a sua conformacio
nativa? Suponha-se, de forma conservadora, que cada um
dos residuos de aminodcidos pode assumir, em média, 10
conformacdes diferentes, resultando em 10" conforma-
¢oes diferentes do polipeptideo. Suponha-se, também, que
a proteina se dobra espontaneamente por um processo
aleatério no qual ela testa todas as conformacgdes possi-
veis em torno de cada uma das ligagdes de seu esqueleto
até encontrar sua forma nativa, biologicamente ativa. Se
cada conformacio fosse testada no menor tempo possivel
(~107" segundos, ou o tempo necessério para uma tnica
vibragdo molecular), levaria aproximadamente 107 anos
para testar todas as possiveis conformacgdes. Claramente,
o enovelamento de proteinas ndo é um processo comple-
tamente aleatério, de tentativa e erro. Deve haver atalhos.
Esse problema foi apontado pela primeira vez por Cyrus
Levinthal, em 1968, sendo algumas vezes chamado de pa-
radoxo de Levinthal.
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A rota de enovelamento de uma cadeia polipeptidica
grande € muito complicada. No entanto, rdpido progresso
tem sido feito nesse campo, o suficiente para produzir al-
goritmos robustos que podem frequentemente predizer a
estrutura de protefnas menores, com base em suas sequén-
cias de aminodcidos. As principais vias de enovelamento sio
hierdrquicas. As estruturas secunddrias locais se formam
primeiro. Certas sequéncias de aminoédcidos se dobram
prontamente em hélices « ou folhas B, guiadas por restri-
¢Oes como aquelas revisadas na discussio sobre estruturas
secunddrias. Interacdes idnicas, envolvendo grupos carre-
gados que normalmente estio proximos na sequéncia linear
da cadeia polipeptidica, podem ter um papel importante
no direcionamento dos primeiros passos de enovelamento.
O arranjo de estruturas locais é seguido por interacdes de
longo alcance entre, por exemplo, elementos da estrutura
secunddria que se aproximam para formar estruturas eno-
veladas estdveis. As interagdes hidrofébicas exercem um
papel significativo ao longo do processo, ja que a agregacio
das cadeias laterais de aminodcidos apolares fornece uma
estabilizacfo entrdpica a intermediarios e, por fim, & estru-
tura enovelada final. O processo continua até a formacéo
de dominios completos e até que todo o polipeptideo esteja
dobrado (Figura 4-28). Proteinas nas quais predominam
as interagdes de curto alcance (entre pares de residuos ge-
ralmente localizados préximos um do outro na sequéncia
polipeptidica) tendem a se dobrar mais rapidamente do que

Sequéncia de aminoéacidos de um peptideo de 56 residuos.
MTYKLIL NGKTLKGE TTTEAVDAATAEKY FKQYANDN GVDGEWT YDDATKTF TVTE
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FIGURA4-28 Uma via de enovelamento proteico definida para uma
proteina pequena. Uma via hierdrquica é mostrada com base em modela-
gem computacional. Primeiro, pequenas regides de estrutura secundaria sao
agrupadas e, entdo, gradualmente incarporadas em estruturas maiores. O pro-
grama usado para este modelo tem tido muito éxito na predigéo da estrutura
tridimensional de pequenas proteinas a partir de sua sequéncia de aminoéci-
dos. Os nimeros indicam os residuos de aminoécidos desse peptideo de 56
residuos que adquiriu sua estrutura final em cada uma das etapas mostradas.
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proteinas com padrdes de enovelamento mais complexos e
com mais interagdes de longo alcance entre os diferentes
segmentos. A medida que as proteinas com multiplos do-
minios sdo sintetizadas, dominios préximos & extremidade
aminoterminal (sintetizadas primeiro) podem se dobrar an-
tes do polipeptideo inteiro ter sido montado.

Termodinamicamente, o processo de enovelamento pode
ser visto como um tipo de funil de energia livre (Figura
4-29). Os estados ndo dobrados sdo caracterizados por um
alto grau de entropia conformacional e energia livre relati-
vamente alta. A medida que o enovelamento ocorre, o es-
treitamento do funil reflete a diminui¢ao do espago confor-
macional que deve ser procurado, a medida que a proteina
se aproxima de seu estado nativo. As pequenas depressdes
ao longo das paredes do funil de energia livre representam
intermedidrios semiestaveis, que podem tornar o processo
de enovelamento um pouco mais lento. No fundo do funil, o
conjunto de intermedidrios dobrados € reduzido a uma tnica
conformagao nativa (ou a um pequeno conjunto de confor-
macdes nativas). Os funis podem ter uma variedade de for-
mas dependendo da complexidade da via de enovelamento,
da existéncia de intermediarios semiestaveis, e do potencial
de intermedidrios em particular se reunirem em agregados
de proteinas erroneamente dobradas (Figura 4-29).

A estabilidade termodindmica nao é igualmente distri-
buida na estrutura da proteina — a molécula tem regides
de relativamente alta estabilidade e outras de estabilidade
baixa ou desprezivel. Por exemplo, uma proteina pode ter
dois dominios estdveis ligados por um segmento inteira-
mente desordenado. Regides de menor estabilidade podem
permitir & proteina alterar sua conformacéo entre dois ou
mais estados. Como sera visto nos préximos dois capitulos,
variacdes na estabilidade em regides de uma proteina sdo,
com frequéncia, essenciais para sua funcéo. Proteinas ou

(a) (b}

FIGURA 4-29 Termodinamica do enovelamento proteico, mostrado
como funil de energia livre. A medida que as proteinas se dobram, o
espago conformacional que pode ser explorado pela estrutura fica restrito.
Este é modelado como funil termodinamico tridimensional, com AG repre-
sentado como profundidade e com a estrutura nativa (N) no fundo (ponto
de menor energia-livre). O funil para determinada proteina pode ter uma
variedade de formas, dependendo do nimero e dos tipos de intermedia-
rios de enovelamento nas vias de enovelamento. Qualquer intermediério
de enovelamento com estabilidade significativa e um tempo de vida finita
estaria representade como um minimo de energia-livre local - uma depres-
sao na superficie do funil. {a) Um funil simples, mas relativamente amplo
e suave representa uma proteina com multiplas vias de enovelamento (ou
seja, a ordem em que as partes distintas da proteina se dobram seria de al-
gumna forma aleatoria), mas que assume suas estruturas tridimensionais sem

segmentos proteicos intrinsecamente desordenados ndo se
dobram de forma alguma.

A medida que o entendimento sobre estrutura e eno-
velamento de proteinas evolui, programas computacionais
sofisticados para a predicio da estrutura das proteinas a
partir da sequéncia de aminodcidos tém sido desenvolvi-
dos. A predicao da estrutura tridimensional das proteinas é
uma das especialidades da bioinformatica, e os progressos
nessa area sdo monitorados com um teste bianual chama-
do de competicdo CASP (Critical Assessment of Structural
Prediction, ou Avaliagdo Critica da Predicdo Estrutural).
Grupos de diversas partes do mundo tentam predizer a
estrutura de certa proteina (cuja estrutura ja fol deter-
minada, mas ainda nio foi publicada). Os grupos que tém
mais sucesso sdo convidados a apresentar seus resultados
na conferéncia da CASP. O sucesso desses esforcos esta
melhorando rapidamente.

Algumas proteinas se dobram de forma assistida

Nem todas as proteinas se dobram espontaneamente 4 me-
dida que séo sintetizadas dentro da célula. O enovelamento
de muitas proteinas necessita de chaperonas, protefnas
que interagem com polipeptideos parcialmente dobrados
ou dobrados de forma incorreta, facilitando os mecanismos
de enovelamento correto ou garantindo um microambien-
te adequado para ocorrer o enovelamento. Varios tipos de
chaperonas moleculares foram encontrados em organismos
que vao desde bactérias até humanos. As duas principais
familias de chaperonas, ambas bem estudadas, sdo a familia
da Hsp70 e as chaperoninas.

A familia de proteinas Hsp70 geralmente tem massa
molecular préxima de 70.000 e sdo abundantes em células
submetidas a altas temperaturas (por isso, a denomina-

(3] )

intermediarios de enovelamento com estabilidade significativa. (b) Este funil
representa uma protelna mais comum com multiplos intermediarios de enc-
velamento possivels com estabilidade significativa nas varias vias que levam
a estrutura nativa. (€) Umna proteina com estrutura nativa estavel, essencial-
mente sem intermedidrios de enovelamento com estabilidade significativa,
€ apenas uma ou muito poucas vias de enovelamento produtivo estad mos-
trada como um funil com uma depressédo estreita levando a forma nativa.
(d) Uma proteina com intermediarios de enovelamento com estabilidade
substancial em praticamente qualquer via que leva ao estado nativo (ou seja,
uma preteina na qual um motivo ou dominio particular sempre se dobra
rapidamente, mas as outras partes da proteina se dobram mais lentamente
e em ordem aleatdria) estd representada por um funil com uma depressao
principal ao redor da depressao que leva & forma nativa.



cdo “proteinas de choque térmico”, do inglés heat shock
proteins, de M, 70.000, ou Hsp70). As proteinas Hsp70 se
ligam a regides nao dobradas do peptideo rico em residuos
hidrofébicos. Dessa forma, essas chaperonas “protegem”
da desnaturagio pela temperatura tanto as moléculas de
proteina quanto as novas moléculas de peptideo que es-
tdo sendo sintetizadas (e ainda nido estdo dobradas). As
proteinas Hsp70 também blogueiam o enovelamento de
certas proteinas que devem permanecer nio dobradas até
que sejam deslocadas através da membrana (como des-
crito no Capitulo 27). Algumas chaperonas também faci-
litam o arranjo quaterndrio de proteinas oligoméricas. As
proteinas Hsp70 se ligam aos polipeptideos e os liberam
em um ciclo que utiliza a energia da hidrélise do ATP e
envolve diversas outras proteinas (incluindo uma classe
chamada de Hsp40). A Figura 4-30 ilustra um enovela-
mento assistido por chaperona, como o elucidado para as
chaperonas Hsp70 e Hsp40 eucariéticas. A ligacdo de um
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de enovelamento nativa
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Hsp70-ADP fechada
Alta afinidade

FIGURA 4-30 As chaperonas no enovelamento proteico. A rota pela
qual as chaperonas da classe Hsp70 se ligam aos polipeptideos e os liberam
€ ilustrada pelas chaperonas eucaridticas Hsp70 e Hsp40. As chaperonas nao
promovem diretamente o enovelamento da proteina, mas evitam a forma-
¢do de agregados de peptideos néo dobrados. As proteinas nao dobradas
ou parcialmente dobradas primeiro se ligam a forma aberta da Hsp70 ligada
ao ATP (PDB ID 2QXL). A Hsp40 entdo interage com esse complexo e induz a
hidrélise do ATP produzindo a forma fechada do complexo (derivado de PDB
ID 2KHO e 1DKZ), na qual os dominios coloridos em cor de laranja e amarelo
estao juntos como as duas partes de uma mandibula, mantendo presas par-
tes da proteina desdobrada. A dissociacdo do ADP e a reciclagem de Hsp70
requer a interagao com outra proteina, um fator de troca de nucleotideo
{NEF). Em uma populagdo de moléculas de polipeptideocs, alguma fracdo das
moléculas liberadas apos a ligacdo transitoria das proteinas parcialmente
dobradas pela Hsp70 assumira a conformacio nativa. As remanescentes sao
novamente ligadas pela Hsp 70 ou desviadas para o sistema das chapero-
ninas (Hsp60; ver Figura 4-31). Em bactérias, as chaperonas Hsp70 e Hsp40
sao chamadas DnaK e Dnal, respectivamente. DnaK e Dnal foram primeiro
identificadas como proteinas necessarias para a replicacdo in vitro de certas
moléculas de DNA viral {por isso a designagio ‘Dna’).
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peptideo ndo dobrado a chaperona Hsp70 pode quebrar
um agregado proteico ou prevenir a formacao de um novo
agregado. Quando o peptideo ligado é liberado, ele tem a
chance de retomar o enovelamento & sua estrutura nativa.
Se o0 enovelamento néo ocorrer rapido o suficiente, o po-
lipeptideo pode ser ligado de novo e o processo se repete.
Alternativamente, o polipeptideo ligado a Hsp70 pode ser
entregue a uma chaperonina.

Chaperoninas sdo complexos elaborados de proteinas
necessdrios para o enovelamento de algumas proteinas
celulares que ndo se dobram espontaneamente. Em E.
coli, estima-se que de 10 a 15% das proteinas celulares ne-
cessitam do sistema de chaperoninas residentes, chama-
do de GroEL/GroES, para o enovelamento nas condigdes
normais (mais de 30% precisam de assisténcia quando as
células sdo submetidas ao estresse por calor). Em eucario-
tos, o sistema de chaperoninas andlogo chama-se Hsp60.
As chaperoninas se tornaram conhecidas quando foram
consideradas necessdrias para o crescimento de certos vi-
rus bacterianos (por isso, a designacédo “Gro”, de growth).
Essa familia de proteinas é estruturada como uma série
de anéis de miltiplas subunidades, formando duas cdma-
ras orientadas uma de costas para a outra. Uma proteina
desdobrada primeiro se liga a uma superficie hidrofébica
exposta proxima a extremidade apical de uma cédmara
GroEL. A proteina é entdo presa dentro da cdmara, fecha-
da transitoriamente, pela “tampa” GroES (Figura 4-31).
A GroEL sofre mudancas conformacionais substanciais,
associadas a hidrélise lenta de ATP que também regula a
ligacdo e a liberacdo de GroES. Dentro da cidmara, uma
proteina tem cerca de 10 segundos para se dobrar — o tem-
po necessario para a hidrélise do ATP ligado. A restricao
de uma proteina dentro da cimara previne a agregacio
proteica inapropriada e também restringe o espago con-
formacional que a cadeia polipeptidica pode explorar &
medida que ela se enovela. A proteina é liberada quando
GroES se dissocia, mas pode religar rapidamente para ou-
tro ciclo se o enovelamento nao tiver sido completo. As
duas cAmaras em um complexo GroEL se alternam na liga-
¢do e liberacdo dos substratos polipeptidicos. Em eucario-
tos, o sistema Hsp60 utiliza um sistema semelhante para o
enovelamento de proteinas. No entanto, em vez da tampa
GroES, protrusdes dos dominios apicais das subunidades
se flexionam e fecham a cAmara. O ciclo hidrolitico do ATP
também € mais lento nos complexos Hsp60, dando mais
tempo & proteina retida na cdmara para o enovelamento.

Finalmente, as rotas de enovelamento de algumas pro-
teinas requerem duas enzimas que catalisam reacoes de
isomerizagéo. A proteina dissulfeto-isomerase (PDI)
€ uma enzima amplamente distribuida que catalisa a inter-
conversao, ou modificacdo, de ligacdes dissulfeto até que
as ligacdes da conformacéo nativa sejam formadas. Entre
suas funcgdes, a PDI catalisa a eliminagéo de intermedia-
rios dobrados com ligacdes dissulfeto transversais inade-
quadas. A peptideo-prolil-cis-trans-isomerase (PPI)
catalisa a interconversao de isémeros cis e trans de liga-
¢oes peptidicas de residuos de Pro (Figura 4-8), que pode
representar um passo lento no enovelamento de proteinas
que contém algumas ligactes peptidicas com Pro na con-
formacao cis.
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FIGURA 4-31 As chaperoninas no enovelamento de proteinas. (a)
Mecanismo de agéo proposto para as chaperoninas GroEL {(membro da fami-
lia de proteinas Hsp60) e GroES de E. coli. Cada complexo GroEL consiste em
dois anéis heptaméricos que farmam duas camaras grandes (cada subuni-
dade com M, 57.000). A GroES, também um heptamero (subunidades de M,
10.000), blogueia a entrada de uma das camaras na GroEL depois da ligacio,
dentro da cdmara, de uma proteina desdobrada. A camara com a proteina
desdobrada € designada como ¢is; 0 oposto é designado trans. O enove-

Defeitos no enovelamento proteico fornecem a
base molecular para uma ampla gama de doencas
genéticas em humanos

Apesar da participacdo de muitos processos que assis-
¥ tem o enovelamento proteico, erros podem ocorrer. De
fato, o enovelamento proteico errado é um problema subs-
tancial para a célula, e um quarto ou mais de todos os poli-
peptideos sintetizados é destrufdo por nio se dobrar correta-
mente. Em alguns casos, 0s erros de enovelamento causam
ou contribuem para o desenvolvimento de doencas graves.
Muitas condi¢des, incluindo diabetes do tipo 2, doenca
de Alzheimer, doenga de Huntington e doenca de Parkinson,
estdo associadas com um mecanismo de enovelamento errd-
neo: uma proteina soltivel normalmente secretada pela célula
é secretada em um estado de enovelamento errado, sendo
convertida em uma fibra amiloide extracelular insolivel. As
doengas sdo coletivamente chamadas de amiloidoses. As
fibras sdo altamente ordenadas e ndo ramificadas, com um
didmetro de 7 a 10 nm e alto conteddo de estruturas do tipo
folha B. Os segmentos B sdo orientados de forma perpendicu-
lar ao eixo da fibra. Em algumas fibras amiloides, a estrutura
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lamento ocorre no interior da cdmara cis, durante o tempo que leva para
hidrolisar os 7 ATP ligados as subunidades no anel heptamérico. As molécu-
las de GroES e de ADP entéo se dissociam, e a proteina € liberada. As duas
camaras do sistema GroEL/Hsp60 alternam a ligacao e facilitam o enovela-
mento das proteinas clientes. (b) Imagens da superficie e corte longitudinal
do complexo GroEL/GroES (PDB ID 1AON). O corte (abaixo) ilustra o grande
espaco interno no qual as outras proteinas se ligam.

geral apresenta duas camadas de folhas 8 longas, como aque-
la mostrada para o peptideo B-amiloide, na Figura 4-32.

Muitas proteinas podem assumir a estrutura da fibrila
amiloide como alternativa para sua conformacdo dobrada
normal, e a maioria dessas proteinas tem grande concentra-
¢do de residuos de aminoicidos arométicos em uma regiio
central das folhas 8 ou hélice a. As proteinas sio secreta-
das em uma conformacio nio totalmente dobrada. O nicleo
(ou parte dele) se dobra em uma folha 8 antes que o resto
da proteina se dobre corretamente, e as folhas 8 de duas ou
mais moléculas de proteinas com enovelamento incompleto
se associam para comecar a formacao de uma fibrila amiloi-
de. A fibrila cresce no espago extracelular. Outras partes da
proteina, entdo, se dobram de forma diferente, ficando exter-
nas ao nucleo de folhas B da fibrila em formagao. O efeito dos
aminoécidos arométicos na estabilizagfo da estrutura é mos-
trado na Figura 4-32¢. A maioria das moléculas proteicas se
dobra corretamente; por isso, o surgimento dos sintomas das
amiloidoses geralmente é muito lento. Se uma pessoa herda
uma mutagio, como a substituicio de um residuo aromaético
em uma posicdo que favorece a formagio de fibrilas amiloi-
des, os sintomas da doenga podem comecar mais cedo.
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(b)  Peptideo B-amiloide (c) Fibrilas amiloides

FIGURA4-32 Formacéo das fibrilas amiloides causadoras de doengas.
(a) Moléculas de proteinas cuja estrutura normal inclui regides de folhas 8
passam por enovelamento parcial. Em um pegueno nimero de moléculas,
antes do enovelamento completo, as regides de folhas 8 de um polipeptideo
se associam com a mesma regido de outro polipeptideo, formando o nicleo
de um amiloide. Outras moléculas de proteina lentamente se associam ao
amiloide e o estendem para formar uma fibrila. (b) O peptideo B-amiloide
inicia como dois segmentos a-helicoidais de uma proteina maior. A clivagem
proteolitica desta proteina maior libera o peptideo B-amiloide relativamente
instavel, que perde sua estrutura e-helicoidal. Ele pode, entao, lentamente ser
organizado em fibrilas amiloides (c), que contribuem para as placas caracte-
risticas no exterior do tecido nervoso das pessoas com doenga de Alzheimer.
As cadeias laterais aromaticas mostradas aqui exercem um papel significativo
na estabilizagéo da estrutura amiloide. A estrutura amiloide é rica em folhas
B, com as fitas 8 arranjadas perpendicularmente ao eixo da fibrila amiloide. O
peptideo B-amiloide assume a forma de duas camadas de folhas g8 paralelas
estendidas. Alguns peptideos formadores de amiloide podem se dobrar na
forma de hélices B voltadas para esquerda (ver Figura 4-22).

Em eucariotos, as proteinas destinadas a secrecio ini-
ciam seu enovelamento no reticulo endoplasmético (RE;
conferir via no Capftulo 27). Quando ocorrem condigdes
de estresse ou quando a sinfese proteica ameaca sobrecar-
regar a capacidade de enovelamento proteico do RE, pode
ocorrer o acumulo de proteinas desdobradas. Essas condi-
¢des disparam a resposta a proteinas nao dobradas (UPR,
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de unfolded protein response). Um conjunto de regulado-
res transcricionais que constituem a UPR alinha os vérios
sistemas por aumentar a concentracio de chaperonas no
RE ou por diminuir a taxa global de sintese proteica, ou am-
bos. Os agregados amiloides que se formam antes da UPR
podem ser removidos. Alguns sdo degradados por autofa-
gia. Nesse processo, eles sdao primeiro encapsulados em
uma membrana, e, entdo, o contetido da vesicula resultante
é degradado ap6s a fusao com um lisossomo citosolico. Al-
ternativamente, as proteinas erroneamente dobradas po-
dem ser degradadas por um sistema de proteases chamado
sistema ubiquitina-proteossomo (descrito no Capitulo 27).
Defeitos em qualquer um desses sistemas diminuem a ca-
pacidade de lidar com proteinas erroneamente dobradas e
aumentam a propensao para o desenvolvimento de doencas
amiloides.

Algumas amiloidoses séo sistémicas, envolvendo virios
tecidos. A mais simples é causada pela deposicio de fibrilas
formadas por cadeias leves de imunoglobulinas com enovela-
mento incorreto (ver Capitulo 5), ou fragmentos de cadeias
leves derivados da degradacio proteolitica. A idade média de
aparecimento é de 65 anos. Os pacientes tém sintomas como
fadiga, rouquidao, inchago e perda de peso, e muitos morrem
dentro de um ano apés o diagnéstico. Os rins e o coracio
geralmente sdo os 6rgdos mais afetados. Algumas amiloido-
ses estdo associadas com outros tipos de doencas. Indivi-
duos com certas infeccgdes cronicas ou doencas inflamatdrias
como artrite reumatoide, tuberculose, fibrose cistica e alguns
canceres podem ter um grande aumento de secre¢io de um
polipeptideo pré-amiloide chamado de proteina amiloide sé-
rica A (SAA, do inglés serum amyloid A). Essa proteina, ou
fragmentos dessa proteina, se deposita no tecido conectivo
do baco, dos rins, do figado e ao redor do coracdo. Individuos
com essa condicdo, conhecida como amiloidose sistémica se-
cunddria, apresentam intimeros sintomas, dependendo dos
orgidos inicialmente afetados. A doenca geralmente é fatal
dentro de poucos anos. Mais de 80 amiloidoses estdo associa-
das com mutagdes na transtirretina (proteina que se liga aos
horménios da tireoide e os transporta, distribuindo-os pelo
corpo e cérebro). Uma grande variedade de mutagdes nessa
proteina leva a deposi¢ao amiloide, concentrada ao redor de
diferentes tecidos, produzindo assim diferentes sintomas. As
amiloidoses também estdo associadas com mutacdes here-
ditdrias nas proteinas lisozima, cadeia « do fibrinogénio A
e apolipoproteinas A-I e A-II, todas descritas nos capitulos
posteriores.

Algumas doencas amiloides estdo associadas com 6r-
gios especificos. A proteina pré-amiloide geralmente é se-
cretada somente pelos tecidos afetados, e sua alta concen-
tracdo local leva a deposicdo de amiloide ao redor do tecido
(embora algumas proteinas possam estar sistematicamente
distribuidas). Um lugar comum de deposicdo de amiloide é
préximo as células das ilhotas B pancredticas, responsaveis
pela secrecéo de insulina e regulacdo do metabolismo de
glicose (ver Figura 23-26). A secrecéo pelas células 8 de
um pequeno peptideo (37 aminodcidos), chamado de poli-
peptideo amiloide das ilhotas (PPAI, ou IAPP, do inglés islet
amyloid polypeptide), pode levar & deposicido de amiloide
ao redor das ilhotas, destruindo gradualmente as células.
Um adulto saudavel tem de 1 a 1,5 milh&o de células B pan-
credticas. Com a perda progressiva dessas células, a home-
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QUADRO 4-6 _;‘jh L1 (<L Morte por enovelamento errado: as doencas prionicas

Uma proteina cerebral dobrada de forma errada parece
ser o agente causador de doencas cerebrais neurodege-
nerativas raras em mamiferos. Talvez a mais conhecida
seja a encefalopatia espongiforme bovina (EEB, ou BSE,
do inglés bovine spongiform encephalopathy; também

nadas incluem a kuru e a doenca de Creutzfeldt-Jakob
em humanos, scrapie em ovinos, e doenca debilitante
cronica em cervos e alces. Essas doencgas também sdo
conhecidas como encefalopatias espongiformes porque o
cérebro doente frequentemente se torna cheio de bura-
cos (Figura @-1). A deterioracio progressiva do cérebro
leva a um espectro de sintomas neurolégicos, incluindo
perda de peso, comportamento erritico, problemas de
postura, equilibrio e coordenacio, e perda da capacidade
cognitiva. Essas doengas sdo fatais.

Nos anos de 1960, pesquisadores descobriram que
amostras de agentes causadores de doenca pareciam néo
conter 4cidos nucleicos. Naguela época, Tikvah Alper su-
geriu que o agente fosse uma proteina. Inicialmente, a
ideia pareceu uma heresia. Todos os agentes causadores
de doencas conhecidos até aquele momento — virus, bac-
térias, fungos, e assim por diante — continham Acidos nu-
cleicos, e sua viruléncia estava relacionada a reproducéo
genética e propagacdo. Entretanto, quatro décadas de
investigacdes, realizadas mais notavelmente por Stanley
Prusiner, forneceram evidéncias de que as encefalopatias
espongiformes sio diferentes.

Os agentes infecciosos foram identificados como uma
dnica proteina (A, 28.000), que Prusiner apelidou de
proteina prion (PrP). O nome foi derivado de protei-
naceous infectious (proteina infecciosa), mas Prusiner

L

conhecida como doenca da vaca louca). Doencas relacio-

paciente com a doenga de Creutzfeldt-Jakob, mostra a degeneracéo es-
pongiforme {vacuolar), a caracterfstica neuro-histoldgica mais comum. Os
vacliolos amarelados sdo intracelulares e ocorrem, majoritariamente, em
processos pré e pos-sindpticos de neurdnios. Os vaclolos nesta seccéo
variam de 20 a 100 wm em didgmetro.

achou que “prion” soava melhor do que “proin”. A pro-
teina prion € um constituinte normal do tecido cerebral
em todos os mamiferos. Seu papel néo é conhecido em
detalhes, mas deve ter uma funcéo de sinalizacdo mole-
cular. Linhagens de camundongos sem o gene para PrP
(e, por isso, sem a proteina) sofrem efeitos maléficos nio
6bvios. A doenga ocorre somente quando a PrP celular
normal, ou PrP", apresenta uma conformacao alterada
chamada de PrP™ (Sc significa scrapie). A estrutura de
PrP‘ caracteriza-se por duas hélices a. A estrutura de

ostase de glicose € afetada e, no final, quando 50% ou mais
células sdo perdidas, a condigao evolui para diabetes melito
do tipo 2 (independente de insulina).

As doencas de deposicdo amiloide que induzem neuro-
degeneracdo, especialmente em adultos idosos, sdo uma
classe especial de amiloidoses localizadas. A doenca de
Alzheimer estd associada com deposi¢do amiloide extra-
celular pelos neurdnios, envolvendo o peptideo amiloide
B (Figura 4-32b), derivado de uma grande proteina trans-
membrana (proteina precursora de amiloide 8) encontra-
da na maioria dos tecidos humanos. Quando ele faz parte
de uma proteina maior, o peptideo é composto por dois
segmentos a-helicoidais que atravessam a membrana.
Quando os dominios externos e internos séo clivados por
proteases especificas, o peptideo S-amiloide relativamen-
te instavel deixa a membrana e perde sua estrutura a-he-
licoidal. Ele pode entao tomar a forma de duas camadas
de folhas B paralelas estendidas, que lentamente podem
se reunir em fibrilas amiloides (Figura 4-32c¢). O depé-
sito dessas fibras amiloides parece ser a causa priméria
da doenca de Alzheimer, mas um segundo tipo de agrega-
do do tipo amiloide, envolvendo a proteina chamada tau,

também ocorre intracelularmente (nos neurdnios) em
pessoas com doenca de Alzheimer. Mutacdes hereditarias
na proteina tau ndo resultam em Alzheimer, mas causam
deméncia frontotemporal e parkinsonismo (condigio com
sintomas que lembram a doenca de Parkinson), que pode
ser igualmente devastadora.

Vérias outras condicdes neurodegenerativas envolvem
agregacio intracelular de proteinas com enovelamento
errado. Na doenca de Parkinson, a forma mal dobrada
da proteina a-sinucleina se agrega em massas esféricas
filamentosas, chamadas de corpos de Lewy. A doenca de
Huntington envolve a proteina huntingtina, que tem uma
longa repeticao de poliglutaminas. Em alguns individuos,
essa repeticdo é maior do que o normal, ocorrendo um
tipo de agregacio intracelular mais sutil. Notavelmen-
te, quando proteinas mutantes humanas envolvidas nas
doencgas de Parkinson e Huntington séo expressas em
Drosophila melanogaster, as moscas demonstram de-
generacdo expressa como deterioracéo dos olhos, tremo-
res e morte precoce. Todos esses sintomas sio altamente
suprimidos se a expressio da chaperona Hsp70 também
estiver aumentada.



PrP* é muito diferente, com a maior parte da estrutu-
ra convertida em folhas B semelhante 4 amiloide (Figura
Q-2). A interacéo da PrP* com a PrP" converte a ultima
em PrP¥| iniciando um efeito dominé no qual cada vez
mais proteinas do cérebro se convertem na forma cau-
sadora da doenca. O mecanismo pelo qual a presenca de
PrP™ resulta em encefalopatia espongiforme nao é co-
nhecido.

A forma hereditdria das doencas priénicas, uma mu-
tagdo no gene que codifica a PrP, produz uma mudanca
em um residuo de aminodcido que acredita-se tornar a
conversio de PrP” em PrP* mais favoravel. Um completo
entendimento das doencas pridnicas aguarda novas in-
formacoes de como uma proteina prion afeta as funcées
cerebrais. Informacdes estruturais sobre PrP estdo come-
cando a fornecer indicativos quanto ao processo mole-
cular que permite as proteinas pridnicas interagirem de
forma a alterar sua conformacéo (Figura Q-2).

FIGURAQ-2 Estrutura do dominio globular de uma PrP humana (PDB
ID 1QLX) e dos modelos de PrP* mal dobrada, na conformacao causado-
ra de doenca e de um agregado PrP™, As hélices a estao marcadas para
ajudar a ilustrar a mudanga conformacional. A hélice A é incorporada na
estrutura da folha B da conformacao mal dobrada.
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O mal enovelamento proteico ndo necessariamente sig-
nifica que a formacio de amiloide cause doencas sérias. Por
exemplo, a fibrose cistica é causada por defeitos em uma
proteina de membrana chamada de reguladora transmerm-
brana da fibrose cistica (CFTR, do inglés cystic fibrosis
transmembrane conductance), que atua como canal de
ions cloreto. A muta¢do mais comum que causa a fibrose
cistica € uma dele¢io de um residuo Phe na posicdo 508
da CFTR, que causa o enovelamento inapropriado da pro-
teina. A maior parte dessa proteina é entdo degradada, e
sua fung¢io normal é perdida (ver Quadro 11-2), Muitas das
doengas relacionadas com mutagdes no coldgeno (p. 130)
também causam um enovelamento defeituoso. Um tipo par-
ticular e famoso de enovelamento errado de proteina pode
ser visto nas doengas pridnicas (Quadro 4-6). M

RESUMO4.4  Desnaturacao e enovelamento das proteinas

P A manutengio do estado estével da colecio de proteinas
celulares ativas necessirias em um conjunto de condi-
¢oes especificas — chamada proteoestase — envolve um
conjunto elaborado de vias e processos que dobram, re-
dobram e degradam cadeias polipeptidicas.

P A estrutura tridimensional e a fungdo da maioria das
protefnas podem ser destruidas pela desnaturagéo, de-
monstrando uma relacéo entre estrutura e funcio. Algu-
mas proteinas desnaturadas podem renaturar esponta-
neamente para formar proteinas biologicamente ativas,
mostrando que as estruturas tercidrias sdo determina-
das pela sequéncia de aminoécidos.

B O enovelamento de proteinas nas células é geralmente
hierdrquico. Inicialmente, regides de estrutura secunda-
ria podem se formar, o que é seguido pelo enovelamento
em motivos e dominios. Grandes conjuntos de interme-
didrios dobrados séo rapidamente conduzidos a uma
Unica conformacao nativa.

B Para muitas protefnas, o enovelamento é facilitado por
chaperonas Hsp70 e por chaperoninas. A formacéo de li-
gacdes dissulfeto e a isomerizacao cis-trans de ligagbes
peptidicas contendo Pro sio catalisadas por enzimas es-
pecificas.

P O enovelamento errado é a base molecular de uma
grande variedade de doengas humanas, incluindo as
amiloidoses.



