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Amino acid residues a Helix Polypeptide chain Assembled subunits



Condensacao de 2 a-aminoacidos para
formar um dipeptideo
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Ligacao Peptidica
(Emil Fischer & Franz Hofmeister 1902)



Amino- Carboxyl-
terminal end terminal end



(a) Primary
structure

o

Sequéncia de
Aminodcidos
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(b) Secondary
structure
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Conformagdo Local
Regular do Esqueleto

(c) Tertiary

structure
t (d) Quaternary
structure
Conformagdo
Tridimensional '

Interacdo entre
subunidades



Estrutura Secundaria

A estrutura secundaria e definida como:
a conformacao local do esqueleto de

/ ligacoes peptidicas.

Arranjo espacial dos atomos de uma proteina




Estudos de Raio X de Aminoacidos e Peptideos
(1930-1940)

Linus Pauling, 1901-1994
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Ligacao Peptidica

A ligagcao peptidica possui uma estrutura planar e rigida
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Ligacao Peptidica

Os grupos peptidicos, com poucas exceg¢des, assumem a configuragéo trans
(Ca estdo em lados opostos da ligagcdo peptidica)
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A conformggéo da cadeia peptidica é determinada
pelos Angulos de Torcao: Phi (®) e Psi (V)

® (phi) na ligagao N=C, (hetero)

¥ (psi) na ligagéao C,-C (same)

Phi (®) e Psi (¥) podem variar entre +180° a -180 °.... POREM



Certos valores de Phi (D) e Psi (V) ndo sao
permitidas devido a impedimentos estéricos

entre atomos de grupos vizinhos



Conformacao nao permitida devido a
impedimento estérico




Valores Estericamente Permitidos de ¢ e y:
Diagramas de Ramachandran
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Figura: Diagrama de Ramachandran para Polialanina



Valores Estericamente Permitidos de ¢ e y:
Diagramas de Ramachandran
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Figura: Diagrama de Ramachandran mostrando angulos de
torsdo determinados para 12 proteinas diferentes




Estrutura Secundaria

Existem 2 estruturas regulares
predominantes: a-hélice e a follha-3




a-hélice

Figure 8-47b (Voet, 3ed.)
Estrutura por raio-X de proteina de feixe de 4 hélices.
(b) Horménio do crescimento humano.



o~helice
* A a-hélice € um tipo de estrutura secundaria comum de proteinas.

- E a estrutura predominante das a-queratinas (cabelos, chifre, unhas, etc.)

O esqueleto do polipeptideo
esta organizado ao redor de
um eixo maior da molécula na
forma de uma hélice.

¢ = -60°

v = -45 a -50°

Grupos R dos aminoacidos
projetam-se para fora.

Irving Geis /Geis Archives Trust. Copyright Howard Hughes Medical Institute. Reproduced with perimssion.






Pontes de Hidrogénio Mantém a Estrutura Helicoidal

@ Carbon
Amino terminus | O Hydrogen
Q Oxygen

@ Nitrogen

Pontes de H paralelo
R
‘ group aoeixoentreo1°eo
N 4° residuo.
5.4 A

Um passo da
hélice tem cerca
de 0.54 nm=5,4A
(3,6 residuos).

A direcao da hélice
€ de mao direita.

(a) Carboxyl terminus (b)



Cadeias Laterais estao projetadas para fora do eixo

Space-filling Model




A estabilidade da a-hélice

Fatores que impoe restricoes na estabilidade da hélice:

1. Repulsao (ou Atracao) eletrostatica entre cadeias
laterais carregadas (grupos R)

2. Grupos R muito volumosos

3. Presenca de Prolina e Glicina



Prolina desestabiliza a hélice: o atomo de
nitrogénio faz parte de um anel rigido.

trans C1S
Proline isomers



Folhas 3

103 residuos

Folhas [3 representadas por
setas planas apontando para o
C-terminal.

Figure 8-48 (Voet, 3ed.)
O padrao de dobramento das imunoglobulinas.
Estrutura por raio-X do dominio N-terminal do fragmento FabNew da
imunoglobulina humana.



Folhas 3

A conformacéao 3 € um tipo de estrutura
secundaria que maximiza as pontes de
hidrogénio entre os esqueletos peptidicos,
equanto mantém os angulos de torsao

permitidos.

O esqueleto da cadeia polipeptidica é
extendido em zig-zag.

Irving Geis/Geis Archives Trust. Copyright Howard Hughes Medical Institute. Reproduced with permission.



Folhas 3

« EX.: fibroina da seda e teias de aranha

* As cadeias polipeptidicas encontram-se dispostas lado a lado
formando uma estrutura em folha pregueada f.
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Folhas 3

(b) Parallel |

AN N >
- | p » »
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As cadeias podem ser: paralelas ou anti-paralelas.
Pontes de H perpendiculares ao eixo da cadeia
Grupos R projetam-se para cima e para baixo da cadeia

Grupos R pequenos (Gly, Ala) prevalecem




Dobramento das cadeias polipeptidicas ilustrando a torcao a direita das
folhas B (representado por setas apontando para o C-terminal)

Carboxipeptidase A bovina A \\[ﬁ

(307 residuos, folha p mista de 8 fitas) /( (S
) (¢

Triose-Fosfato Isomerase
do musculo de galinha
(247 residuos, folhas 3
paralela de 8 fita formando
uma estrutura em barril)




Estruturas Secundarias Nao Repetitivas

+ EX.: Algas ou Voltas.

Voltas 3

- Ocorre com frequéncia quando uma cadeia polipeptidica faz uma volta abrupta.
- Envolve 4 residuos de aa.
- A carbonila da ligacao peptidica do primeiro aminoacido forma ponte de H com o N do quarto aa .

- Gly (pgno e flexivel) e Pro (ligagao imino assume facilmente a configuragao cis) ocorrem com
frequéncia em voltas beta.

(a) 8 Turns

Proline isomers
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o-Helice, Folhas B e Voltas 3

Figure 8-52 (Voet, 3ed.) Estrutura por raio-X da enzima triose-fosfato
isomerase, de 247 residuos, do musculo da galinha.



Relative Probabilities of Amino Acids

Glu
Met
Ala

Leu

Phe
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Localizacao das Estruturas Secundarias no
Diagrama de Ramachandran
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Estrutura Terciaria



(a) Primary
structure

o

Sequéncia de (b) Secondary
Aminodcidos structure

o

Conformagdo Local
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(c) Tertiary
structure

T

Conformagdo
Tridimensional

(d) Quaternary

structure

o

Interacdo entre
subunidades



Estrutura Terciaria

Descreve o dobramento final da proteina por interagao entre
regides com estrutruras regulares (alfa-helices e follhas beta)
ou nao regulares (regides conectoras: alcas, voltas).

Neste nivel de organizacao segmentos distantes podem se
aproximar e interagir.

A estrutura € mantida por ligacoes fracas (nao-covalentes)
entre as cadeias laterais dos residuos de aminoacidos.

LigacOes covalentes (ligacoes de —S-S-) também estao
envolvidos.



Os quatro tipos de interacoes fracas

TABLE 2-5 Four Types of Noncovalent (“Weak”)

Interactions among Biomolecules in Aqueous Solvent

1 Hydrogen bonds
' Between neutral groups

Between peptide bonds

2 . lonic interactions
Attraction
Repulsion
3 . Hydrophobic interactions
4 . van der Waals interactions

N
C=0111H—0—
/ 1

>C=Ol 1 IH——N<

I
—*NH; =<« -0 —C—

—+NH, «— H,N*+ —

water
CHé {ICH3
h
i

Any two atoms in
close proximity

Approx. energy

~ 20 kd/mole

20-40 kJ/mole

~ 8 kd/mole

~ 4 kd/mole



Polypeptide backbone

(a) Disulfide bond

() soe :‘-lt CH2

(b) Hydrogen bond

I
CH,—CH,—CH,—CH,—=NH;* “0—C—CH,

(c) lonic bond

(d) Van der Waals and
hydrophobic interactions

Copyright @ 2003 Pearson Education, Inc., publishing as Banjamin Cummings.



Estrutura Terciaria

Proteinas Fibrosas

Proteinas Globulares




Proteinas Fibrosas

Caracteristicas:
-Moléculas alongadas;

- Estao envolvidos em papel estrutural na celula;

Exemplos: alfa-queratina do cabelo, penas, unhas e colageno.



Cabelo é composto de varios filamentos de alfa-queratina
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Fibrilas de Colageno

O colageno é constituido de uma
hélice tripla chamada
tropocolageno.

Mon&mero possui ~ 1000 aa

As cadeias podem ter sequéncia
de aa diferentes

Tripla hélice possui ligagdes
cruzadas que conferem maior
resisténcia a fibra

A sequéncia de aminoacidos no
colageno ¢ geralmente uma
unidade tripeptidica repetitiva Gly-
X-Pro ou Gly-X-Hyp (Hyp= 4-
hidroxiprolina).

nm  Heads of collagen

Cross-striations

molecules 640 A (64 nm)
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Estrutura do Colageno

Hélice Tripla

Glicina

(a) (b) (e) (d)

E uma hélice como as alfa-queratinas mas é peculiar por ser uma hélice de méao
esquerda e tem 3 aminoacidos por volta (3,6 na alfa-queratina).



LigacOes covalentes entre cadeias
aumenta a forca dessas estruturas

« Na alfa-queratina, as ligacoes cruzadas tém a contribuicao de
pontes de dissulfeto.

* No colageno ocorre uma ligagao nao usual entre residuos de
lisina.

/ N
H—N\ /N H
/CH—CHZ—CHz—CHz—CH:N CH,—CH—CH,—CH, (IE
O=C\ OH Y C=0
Polypeptide Lys residue HyLys Polypeptide

chain minus e-amino residue chain
group (norleucine)

Dehydrohydroxylysinonorleucine

O enrijecimento do tecido conectivo em pessoas idosas € 0
resultado de acumulo de ligagdes cruzadas no colageno.



A associacao entre as cadeias ¢é frequentemente reforgcada pela
presenca de pontes de dissulfeto
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-Aumento da resisténcia da fibra

-Padrao de distribuicao dessas pontes estao relacionadas ao grau de
ondulacao do cabelo



Outro tipo de ligacao covalente que
ocorre e a ligacao (ponte) dissulfeto

COO~ COO~
- -
HsN—CH HsN—CH
Cysteine OH OF
- 2H™ + 2~ :
SH S
= . Cystine
SH N\ S
2H™ + 2~

CH CH
Cysteine ’ + : +

CH—NHj; CH—NHj;




26

COO

B chain

Insulina

-Frederick Sanger 1953

-Sequenciamento envolveu o trabalho de
muitos cientistas

-App.100 g de insulina foram utilizados



Estrutura da Fibroina

Ala side chain  Gly side chain
(a)

70 pm

(b)

-Fibras formadas por folhas 3 antiparalelas estabilizada por pontes de H

-Alto conteudo de Ala e Gly que permite maior empacotamento das cadeias



Estrutura Terciaria

Proteinas Fibrosas

Proteinas Globulares




Proteinas Globulares

Caracteristicas:
-Forma “esférica”;

-Composto basicamente da associacao de estruturas
secundarias;

- As proteinas globulares incluem: enzimas, proteinas de
transporte, alguns hormonios peptidicos e
Imunoglobulinas.



Mioglobina (John Kendrew, 1950)

 E uma proteina armazenadora
de oxigénio

* Relativamente pequena (PM=
16.700).

« Contém uma unica cadeia
polipeptidica com 153 residuos
de aa e um grupo ferro-
porfirinico




The Heme Group

0 o)
Ld [d Ld O O
“Heme is present in myoglobin, (e S
hemoglobin , cytochrome and other C/H /\CH2
heme proteins” “CH, CH,
N
. . 7 N7 N\~ \
Heme is consists of CH3—C\/ (”‘ Cl‘ \/C—CH3
protoporphyrin and iron atom. SL—N_ N—C
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‘“ The iron atom in the center of the heme group has two bonding
position perpendicular to the plane”.

Coordination compound

el

CH,
N
/ ) mistidine(93)
N

Fe*? (ferrous)—0, binding \/ /X
Fe

Fe+3(ferric)—No O, binding

O, Molecular oxygen

(b)



Cadeias laterais hidrofobicas: Leu, lle, Val, Phe (em azul)
Grupo Heme (em vermelho) Sperm whale myoglobin



Proteinas globulares tem uma variedade de estruturas terciarias

‘vtochrome ¢ i
b Ribonuclease



TABLE 4-2 Approximate Amounts of a Helix and
b Conformation in Some Single-Chain Proteins

Residues (%)*

Protein (total residues) a Helix 3 Conformation
Chymotrypsin (247) 14 45
Ribonuclease (124) 26 35
Carboxypeptidase (307) 38 17
Cytochrome ¢ (104) 39 0
Lysozyme (129) 40 12
Myoglobin (153) 78 0

Source: Data from Cantor, C.R. & Schimmel, PR. (1980) Biophysical Chemistry, Part |: The Confor-
mation of Biological Macromolecules, p. 100, W. H. Freeman and Company, New York.

*Portions of the polypeptide chains that are not accounted for by « helix or 8 conformation con-
sist of bends and irregularly coiled or extended stretches. Segments of « helix and 8 conforma-
tion sometimes deviate slightly from their normal dimensions and geometry.



DOMINIOS

Troponin C : muscle protein

Ca** binding domain

Regides compactas de estrutura terciaria ligadas por um segmento peptidico



Combinacoes de estruturas secundarias...

- =

>
‘} Right-handed connection Left-handed connection
o WAL i, between S strands between 3 strands

(very rare)
) a-a Corner

Typical connections  Crossover connection
in an all- 8 motif (not observed)

(3 Barrel Twisted 3 sheet



Estrutura Quaternaria



Primary Secondary Tertiary Quaternary
structure structure structure structure

Amino acid residues a Helix Polypeptide chain Assembled subunits



Estrutura Quaternaria

A primeira proteina oligomeérica submetida
a analise por raios-X fo1 a hemoglobina

(PM=64500).
* A hemoglobina conteém 4 cadeias
polipeptidicas, € 4 grupos prostéticos heme.
A parte proteica, chamada globina, consiste
de duas cadeias alfa (141 residuos) e duas

cadeias beta (146 residuos). Alfa e beta nao
querem dizer conformacao.



Interacoes fracas mantém a estrutura
quaternaria

« Apesar de existirem poucos contatos entre
as 2 cadeias alfa e as duas beta, existem
varios pontos de contato entre alfa e beta.

* Esses contatos,consistem em grande parte,
por interacoes entre residuos hidrofobicos,
mas tambeém incluem interacoes 10nicas
envolvendo grupos carboxila terminal nas 4
subunidades.






(b)



Estrutura Quaternaria

Descreve a estrutura 3 D de proteinas multiméricas
(com mais de uma cadeia polipeptidica)

Heme Hemoglobin A

B subunit of
hemoglobin




Max Perutz (1914-2002) and John Kendrew (1917-1997)



Estrutura Quaternaria

Cadeias Alfa

* A hemoglobina contem 4
cadeias polipeptidicas, e 4
grupos prostéticos heme.

« A parte protéica, chamada
globina, consiste de duas
cadeias alfa (141 residuos) e
duas cadeias beta (146
residuos). Alfa e beta nao
querem dizer conformacao.

Cadeias Beta

Hemoglobina



Interacoes fracas mantém a estrutura

guaternaria
Cadeias Alfa

» Contato entre cadeias alfa e
beta,consistem em grande parte,
por interacoes entre residuos \
hidrofébicos, mas também incluem
interacoes ibnicas envolvendo

grupos carboxila terminal nas 4
subunidades.

Cadeias Beta
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A sequéncia de aminoacidos
determina a estrutura terciaria



Desnaturacao

» As proteinas perdem a sua estrutura e
funcao quando sao denaturadas.

* Isso ocorre quando um ovo ¢ cozido. A

clara do ovo que contém albumina, coagula
formando um solido branco. Nao adianta
tentar redissolver abaixando a temperatura.



Ribonuclease A

Anfisem 1950:

12 evidéncia de que
sequéncia determina a
estrutura 3D

Native state;
catalytically active.

addition of urea and
mercapto-ethanol

-Uréia: desestabiliza as
interacdes hidrofébicas

-Mercaptoetanol: Agente
redutor (Quebra a ponte de
dissulfeto)



Ribonuclease A

Native state;
catalytically active.

addition of urea and Desnatu ragéo

mercapto-ethanol

Unfolded state;
inactive. Disulfide
cross-links reduced to
yield Cys residues.

mercapto-ethanol

lremoval of urea and Renatu raQéO

Native,

catalytically

active state.
Disulfide cross-links
correctly re-formed.




* A estrutura € dependente do ambiente em
gue ela esta.

* As proteinas perdem a sua estrutura e
funcao quando sofrem alteracoes na
conformacao (denaturadas).



Agentes Desnaturantes

Calor, pH, alguns solventes organicos misciveis
com agua, como alcool e acetona. Solutos como
ureia e cloreto de guanidina.

Mercaptoetanol (HS-CH,-CH,-OH) rompe
pontes de dissulfeto.

Detergentes.

Em geral esses sao tratamentos brandos, onde
as ligacoes peptidicas nao sao rompidas.
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Native pnotein
Cactive Lorm)

@

Pemairing
agent

A3

Denatared protein
(inactve form)

i

Native pratein

-

)

{

Detergoem

-

Devavued protein

RQ“I

T~ 'J- 3

|
\'{_;\ A

VA \
L3 VYNV =

Anonie
detergent

Native protein

Re-Urea

Ureas o R=——

Hydvogen
Loy

Denatured
protein

(8
I
lrea HoN=C=NH,

NH, CI1° '

"
Guanidine  HL,N=C=NI,
hvdrochlonide




O enovelamento dos polipeptidios €
UM Processo passo-a -passo

* O processo de enovelamento € complicado.
Existem varios modelos para explicar.

 Nem todas as proteinas se enovelam

espontaneamente quando sao sintetizadas
nas celulas.

Existem proteinas que facilitam o
enovelamento- sdo chamadas molecular

“chaperones” ou proteinas de ligacdo de
cadeias polipeptidicas.




O enovelamento dos polipeptidios €
UM Processo passo-a -passo

@«@%
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A sequéncia de aminoacidos determina a

estrutura terciaria.

A ribonuclease pode ser denaturada com
uré¢ia ¢ agente denaturante.

* Quando sao removidos, a enzima volta a ter
atividade.

* Por meio da tecnica de mutagenese-sitio
dirigida pode-se deletar, inserir ou

learranjar aa e verificar efeito na estrutura.




A estrutura terciaria nao ¢ rigida

* Algumas proteinas como a hemoglobina,
tém uma conformag¢ao quando o ox1génio
liga e outra quando desliga.

o/ Muitas enzimas tambeém sofrem mudancas
conformacionais quando ligam-se os

substratos.



Anemia Falciforme ?







Anemia Falciforme

* Uma Unica substituicao de um aa

* Val no lugar de Glu






