Universidade de Sao Paulo
Departamento de Bioquimica e Imunologia

Propriedades e métodos de extracao de
macromoléculas

Profa. Livia Soares Zaramela



O que é uma macromolécula?




O que é uma macromolécula?

Molécula organica de grande massa molecular:
- Carboidratos
- Lipidios
- Proteinas

- Acidos nucleicos.



Dogma central da biologia




Dogma central da biologia

Proposta (modificada) Francis Crick (1970)

Replicacao Replicacao
Transcricao Tranducao P
DNA =2, RNA > ( Proteina
—
Transcricao
Reversa

A Informacao é:
Armazenada Decodificada Executada



Nucleotideos

Os nucleotideos sao moléculas onipresentes
com consideravel diversidade estrutural.
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O nucleotideos s&o compostos de uma
substancia base nitrogenada ligada a um agucar
ao qual também esta ligado a pelo menos um
grupo fosfato.




Nucleotideos

Os nucleotideos sao moléculas onipresentes
com consideravel diversidade estrutural.

O nucleotideos s&o compostos de uma N1/6 NN
substancia base nitrogenada ligada a um agucar . : 9'5>
ao qual também esta ligado a pelo menos um N3 N
grupo fosfato. N \H
Purine Pyrimidine

As bases nitrogenadas dos nucleotideos sao
moléculas planares, aromaticas e heterociclicas
que sao derivados estruturais de purina ou
pirimidina.



Purinas

Mais comuns: adenina e guanina;

Ligadas a um agucar de 5 carbonos, ribose, pelo atomo N9

TABLE 3-1 Names and Abbreviations of Nucleic Acid Bases, Nucleosides, and Nucleotides

Base Nucleoside Nucleotide”
Base Formula (X =H) (X = ribose?) (X = ribose phosphate®)
N Adenine Adenosine Adenylic acid
NG | N\> Ade Ado Adenosine monophosphate
kN N A A AMP
|
X
O
H\N N\ Guanine Guanosine Guanylic acid
/K | > Gua Guo Guanosine monophosphate
H,N~ N7 N
' G €] GMP

X



Pirimidinas

Mais comuns: citosina, uracil e timina;

Ligadas a um agucar de 5 carbonos, ribose, pelo atomo N1

NH,
NZ Cytosine Cytidine Cytidylic acid
d )\N | Cyt Cyd Cytidine monophosphate
|
% C C CMP
H\N Uracil Uridine Uridylic acid
2\ | Ura Urd Uridine monophosphate
S U U UMP
X
Q o Thymine Deoxythymidine Deoxythymidylic acid
H 3
N | Thy dThd Deoxythymidine monophosphate
O)\N T dT dTMP




Acidos nucléicos - DNA
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ATP

O nucleotideo mais conhecido é o
trifosfato de adenosina (ATP), um
nucleotideo contendo adenina, ribose e
um grupo trifosfato.

O ATP é frequentemente erroneamente
referida  como uma molécula de
armazenamento de energia, mas € mais
precisamente denominado transportador
de energia ou agente de transferéncia de
energia.

NH,
N7 N\
0 ) ) <\]j:1\>

ll Il Il
_O_II)_O_II)—O_II)_O—CHZ 0 + Hy,0
O~ (O (O

OH OH

Adenosine triphosphate (ATP)



ATP

O processo de fotossintese ou a quebra de combustiveis metabdlicos, como
carboidratos e acidos graxos, leva para a formacg¢ao de ATP a partir de difosfato de

adenosina (ADP):

Adenosine
A

N/
N
PN N
HPOf"+ HO—Il’—O—lr—O—CH2 0
(O (O H H
H H
OH OH

Adenosine diphosphate (ADP)

J

O O o k

ll Il Il

)= }i:’—O—II’—O—lr—O CH; o H,0
O~ (O (O H H
H H
OH OH

Adenosine triphosphate (ATP)



Acidos nucléicos - DNA

~ Timina
Adenina
5 termvgal 2 R
/ N2 ‘termina
{ ?\ N J
{
A o
O i
- H
o MM o\/o

Esqueleto de P Wz Too
fosfato- °:,'\° b
-desoxiribose 4
" /a'
A o
°/ N
l;:ff(ﬁmr\ég
-'{::‘: & - . )-
Cltosma?"

oM
3" terminal

Guanina 5' terminal



Acidos nucléicos - DNA
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Acidos nucléicos - RNA

0 o]
H,C
H  Thymine Base pair H  Uracil
- Nucleobases ’T . —
H H
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Deoxyribonucleic acid Ribonucleic Acid



Acidos nucléicos - RNA

Ribonucleic acid (RNA)
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Carboidratos




Carboidratos

Biomolécula mais abundante na terra;

Principalmente constituidos de C, H e O;

Unidades basicas chamadas monossacarideos com a férmula geneérica: (CH,O) ;
Acucares e amido sao os principais elementos da dieta de muitas partes do mundo;

Principal fonte para a produgao de energia.




Variedade estrutural: diversas atividades biologicas

- Energia; . o
- Estrutura; & CH,OH
- Constituintes do DNA e RNA;
CH,OH

HO

- Sinalizacio celular.
(@)
HO

Unidades de p-glicose
ligadas por ligacées (a1—4)

)




Monossacarideos

Monossacarideos representativos

Monossacarideos com quatro, cinco, seis e sete atomos de carbono no esqueleto sdo chamados,
respectivamente, de tetroses, pentoses, hexoses e heptoses.

D-acucares: o grupo hidroxila -OH do
C mais distante da carbonila (Projecao

de Fischer). H O H
\ 7/ I
I \ 7/ N4
o 8 D o i j
&V
CII H—(IZ—OH HO—C|—H HO—?—H H— (|: —OH (|ZH2
H—(|Z—OH (|Z=O H—Cl".—OH H—?—OH H— (|Z —OH H—C—OH
H—(|Z—OH H—%—OH H—Cl—OH H—(li—-OH H— ? —OH H—(|I—OH
H H CH,OH CH,OH CH,OH CH,OH
p-Gliceraldeido, Di-hidroxiacetona, p-Glicose, p-Frutose, p-Ribose, 2-desoxi-p-ribose,
aldotriose cetotriose aldo-hexose ceto-hexose aldopentose aldopentose

(a) (b) (©)



Ligacao glicosidica

Ligacao entre dois monémeros de agucar
Ligacao glicosidica
(ligagdo do C anomeérico ao O do alcool)

CH,OH CH,OH
0] hemiacetal O
H H H //_./ H H OH
oH H AT 7 OH H
HO OH ~HO b
H OH . H OH
a-p-Glicose S-p-Glicose

hidrélise || condensacao

H,0 H,O

6CH,OH
5

6CH,OH
O 5

o

Maltose
a-D-glicopiranosil-(1—4)-b-glicopiranose

Ligacao O-glicosidica

Como o carbono da carbonila pode ser oxidado somente
guando o agucar estiver em sua forma linear, a formacgao
de uma ligagao glicosidica gera um agucar n&o redutor.
Na descricao de dissacarideos ou polissacarideos, a
extremidade de uma cadeia com um carbono anomérico
livre normalmente é chamada de extremidade redutora.

Ligagao N-glicosidica

Nucleotideo

OH H

Desoxitimidilato
(desoxitimidina
5’-monofosfato)

T,dT, dTMP

Desoxitimidina



Polissacarideos

Ligacao entre varios monossacarideos através de ligagdes

incosidicas Homopolissacarideos

NZo ramificado = Ramificado

A maioria dos carboidratos ocorre na natureza como
polissacarideos.

Os polissacarideos, também chamados de glicanos, diferem
uns dos outros na identidade das unidades de
monossacarideos repetidas, no comprimento das cadeias, nos
tipos de ligagdes unindo as unidades e no grau de
ramificagao.

Heteropolissacarideos

Dois Multiplos
tipos de tipos de
mondmeros, mondmeros,

nao ramificado ramificado

| '
| 1



Amido

. , . 6CH,0H
- Homopolissacarideo de glicose. 5 o
H H OH
e ‘NoH H '
- Amido: principal reserva vegetal. HO H
2
H3 OH
B-p-Glicose

- Armazenado no cloroplasto das células vegetais.

N

- Base da alimentagdo humana (batata, farinha de trigo, ...




Amido

O amido contém dois tipos de polimero de glicose, amilose e amilopectina. A amilose consiste em

cadeias longas, nao ramificadas, de residuos de d-glicose conectados por ligagdes (a1—4) (como na
maltose).

6CH,OH CH,OH CH,OH CH,OH

H @ H H & H H (@) B
4 - Na 4 H Na 4 H N, Extremidade
O M OH H OH H redutora
(0] O o)
H OH H OH H OH

(a) Amilose

Extremidade
nao redutora
(0]

Ponto de
ramificacdo
Ramificacdo

Amilose consiste em cadeias longas, ndo ramificadas,
de residuos de d-glicose conectados por ligagdes (a1—4)
(como na maltose).

Amilopectina também tem massa molecular elevada, ao

contrario da amilose, é altamente ramificada.
Cadeia

principal

(b) Amilopectina



Glicogénio

Principal polissacarideo de armazenamento das células
animais;

Mais abundante na musculatura esquelética e figado; Ponto de
ramificacao
Ramificacéo (a1—6)
Como a amilopectina, o glicogénio é um polimero de
residuos de glicose ligados por ligacdes (a1—4), com
ligacbes (a1—6) nas ramificagdes; o glicogénio, porém, é
mais ramificado (em média a cada 8 a 12 residuos) e mais
compacto do que o amido.
Cadeia
principal

(b) Amilopectina



Glicogénio

A estrutura do glicogénio
altamente ramificada permite a
rapida mobilizagao da glicose
em periodos de necessidade
metabdlica.

-

o O HO
QH OH

HO

Extremidades nao

) w redutoras
HO. OH
Lo

a-1,6-glycosidic bond
L/T\‘\ /

u 1,4- glyc:05|d|c bonds

oo

o
00000000000‘808

08 Pontos de
O ramificacao
OOO OOooo ¢

o




Celulose

A celulose — substancia fibrosa, resistente e

insoluvel em agua — € encontrada na parede
celular de plantas.

OH 111 OH
11 HO 6 olll
4
o) 5 ;
. , . - - o) o)
Homopolissacarideo linear e nao ramificado / O 11l HO \
SH 3 0] 1

H

Polimero linear consistindo de 10.000 a 15.000 Unicades derglice ladmporigaies -4)
unidades residuos de D-glicose unidos por
ligagdes glicosidicas B(1—4)



Celulose

Estrutura altamente coesiva. Insoluveis em agua;

Cadeias sao unidas por ligagcbes de H intra- e inter-

moleculares;

As fibras de celulose consistem em ~40 cadeias de glicano
estendidas paralelas.




Quitina

Homopolissacarideo linear composto por residuos de
N-acetilglicosamina em ligacées 1—4).

A Uunica diferenca quimica deste polissacarideo em
relagao a celulose é a substituicdo de um grupo hidroxila
em C-2 por um grupo amina acetilado.




Quitina

Homopolissacarideo linear composto por residuos de
N-acetilglicosamina em ligacées 1—4).

A Uunica diferenca quimica deste polissacarideo em
relagao a celulose é a substituicdo de um grupo hidroxila
em C-2 por um grupo amina acetilado.

A quitina forma fibras longas similares as fibras da
celulose e, como a celulose, ndo pode ser digerida por
vertebrados.




Quitina

Homopolissacarideo linear composto por residuos de
N-acetilglicosamina em ligacdes 31—4).

A Unica diferenga quimica deste polissacarideo em
relagao a celulose é a substituicdo de um grupo hidroxila
em C-2 por um grupo amina acetilado.

A quitina forma fibras longas similares as fibras da
celulose e, como a celulose, ndo pode ser digerida por
vertebrados.

A quitina é o principal componente
dos exoesqueletos duros dos
artropodos (insetos, lagostas e
caranguejos)



Glicoconjugados

Os polissacarideos € os oligossacarideos séao
transportadores de informacao.

Comunicacéao entre as células e a matriz extracelular
circundante

Marcam proteinas para o transporte e a localizagao
em organelas especificas, ou para degradacao

Atuam como pontos de reconhecimento para
moléculas de sinalizagao extracelulares (p. ex., fatores
de crescimento) ou parasitas extracelulares (bactérias
e virus).

Proteoglicanos

+NH3
ﬂ Condroitin-sulfato
iﬁw
Heparan-sulfato
Ser A Fuc
O Gal
@ Glc
Glicoproteinas ® Man
"NH3 %* Xyl
N-glicano _ﬂ]_ O GalNAc
Asn & GIcA
H B GIcNACc
Asn <> IdoA
@ NeuSAc
‘{f‘ Glicoesfingolipideos
. Ser/Thr
O-glicano I
QOO Ser/Thr

Fora

Membrana

OO0 IOOOCOOOOO00O0

Dentro
COO" CO0O~



Lipidios

Os lipidios constituem um grupo heterogéneo de compostos incluindo:
- Gorduras
- Oleos
- Esterdides

- Ceras




Lipidios

Possuem uma propriedade comum de ser
- Insoluveis em agua

- Soluveis em solvente n&do-polares (éter e cloroférmio)



Lipidios

Sao classificados de acordo com caracteristicas estruturais e funcionais:

- Lipidios estruturais: componentes das membranas celulares (por exemplo, fosfolipidios,
esfingolipidios).

- Armazenamento de lipidios: armazenamento de energia (por exemplo, triacilglicerais).

- Lipidos de sinalizagao: envolvidos na comunicagdo dentro e entre as células (por
exemplo, horménios esteroides).

- Lipidios protetores: previnem a perda de agua e fornecem barreiras (por exemplo,
ceras, cutina nas plantas).



Lipidios

OH O OH 0 OH 0 OH
N\ / \ / \W4 N/
. c c C
Observem a estrutura: = S X N
/cn2 /CH2 /CH2 /CH2
C{'I2 C{'Iz C{'Iz C{'lz
O que chama mais a atencio? o, o, o, cH,
\
/CH2 /CH2 /cn2 /CH2
C\Hz C{'Iz C{iz C{‘Iz
/CH2 H ‘/CH.Z g CHs b OHe
CH i N o
\CHZ /("'\ /("\ /("\
/ H cH, H CH H CH,
CH, 7 L: CS i 7
\ CH, 12( 120
CH, \ [I
/ CH, /(T\ /(1\
C, / H" “cn, H° “cm,
CH, / H ~
/CH_;: \ CH, 150
on CH, o Il
\ 2 / CH, P
CH, / H CH
CH. \ 2
Vi CH, /
CH FHa & CH
2 / «CH, 18413
\CH IBCHl} X
18 3

Stearic acid Oleic acid Linoleic acid a-Linolenic acid



Lipidios

Esterdides
Observem a estrutura:

O que chama mais a atencao?

HO

R = X Vitamin D, (cholecalciferol)
R = Y Vitamin D, (ergocalciferol)

0

Cortisol (hydrocortisone)
(a glucocorticoid)

CH>;0H
o |
| ¢=0
HC
HO
HsC
Aldosterone

(a mineralocorticoid)

H3C

H3C

Testosterone
(an androgen)

H,C

HO :

B-Estradiol
(an estrogen)

OH

OH



Proteinas

Dentre as macromoléculas:

- Acidos nucléicos
- Carboidratos
- Lipidios

- Proteinas

Table 7.1 Approximate composition of cells. The
numbers given are weight percent

Bacterial Mammalian
Component cell cell
Water 70 70
Small molecules
Inorganic ions 1 1
Small metabolites 3 3
Macromolecules >55%
Protein 15 18
RNA 6 Tl
DNA 1 0.25
Phospholipids 2 3
Other lipids 0 2
Polysaccharides 2
Total volume (um3) 2 4000
Relative size 1 2000
From Ref. [7].

BioNumbers, Harvard.



Proteina: importancia e funcao

- Catélise enzimatica; Diversidade Funcional
- Transporte de nutrientes;
- Movimento; 1

- Suporte mecanico; -
P Variabilidade estrutural

- Protegao imune; Estrutura Tridimensional (3D)
- Sinalizacao intra e extracelular.

Stryer, 82 edigao.



Propriedade das proteinas

Polimeros de aminoacidos;

Contém multiplos grupos funcionais (grupos reativos);

Podem interagir entre elas formando estruturas complexas;

Varia em estabilidade e flexibilidade.

Lactoferrina (leite
de mamiferos)
modulacao do
sistema imune.

Ferro

Figura 2.3 - Stryer, 82 edicao.



Aminoacidos com grupos R apolares, alifaticos

Grupos R apolares, alifaticos
COO™ COO0~ COO~ COO~
. . [ _H |
H3N—C—H H;N—C—H +/C\ H3N—C—H
I l H,N CH, I
H CHs | | /CQ
HC——CH, CH; CH;
Glicina Alanina Prolina Valina
COO~ COO~ COO~
i | + | T
H3N—(|Z—H H3N—(|Z—H H3N—(IZ—H
(i:Hz H_(i:_CH3 (l:HZ
CH CH, CH,
TAS | |
CH3 CH3 CH3 ?
CH;
Leucina Isoleucina Metionina

Figura 3.5 - Lehninger, 72 edigéo.



Aminoacidos com grupos R aromaticos

Fenilalanina, tirosina e triptofano: apresentam cadeia
aromatico (anel benzeno) e sao levemente apolares. Grupos R arométicos
COO™ COO™ COO™
- | - -
H3N—(IZ—H H3N—(IZ—H H3N—(|Z—H
CH, CH, cI:H2
C=CH
\
NH
OH
Fenilalanina Tirosina Triptofano

Figura 3.5 e Figura 3.6 - Lehninger, 72 edigao.



Aminoacidos polares com grupos R nao carregados

Grupos R polares, nao carregados

COO~ COO~
+ | + |
H3N—CI—H H;N—C—H
(I:Hz H—C—OH
OH CH;
Serina Treonina
COO~
% |
H3N—(lZ—H
i
/C\
H,N

Asparagina

CO0™
i
mN—%—H
CH,

I
SH

Cisteina

/
H,N 0

Glutamina




Aminoacidos polares carregados positivamente

Em pH 7 apresentam carga positiva e estao dentre os

mais hidrofilicos.

Figura 3.5 - Lehninger, 72 edigéo.

Grupos R carregados positivamente

COO~
+
H3N—C|—H
CH,

I
CH,

Lisina

ele COO™
2. I +
H3N—C|—H H3N—CI—H
cIH2 CH,
i
CH,

|

ITH

Cl@ Ressonancia
NH>

Arginina Histidina




Ligacoes peptidicas

Duas moléculas de aminoacidos podem ser
ligadas por ligagao covalente por meio de uma
ligagao entre o grupo amino e a hidroxila do
grupo carboxilico.

amida substituida, denominada
, produzindo, assim, um dipeptideo.

- Biossintese de ligacOes peptidicas requer gasto
de energia;

- Ligagao covalente altamente estavel, hidrolise
em agua lenta (~1000 anos).

Figura 3.13 - Lehninger, 72 edig¢ao.

R! R2
+ | |
H;N—CH + CH—COO~

Hp%% H,O

R! H R2
+ |
H;;N—CH—%—N—CH—COO‘
O



Ligacoes peptidicas

Duas moléculas de aminoacidos podem ser
ligadas por ligagao covalente por meio de uma
ligagao entre o grupo amino e a hidroxila do
grupo carboxilico.

amida substituida, denominada
, produzindo, assim, um dipeptideo.

- Biossintese de ligacOes peptidicas requer gasto
de energia;

- Ligagao covalente altamente estavel, hidrolise
em agua lenta (~1000 anos).

Figura 3.13 - Lehninger, 72 edig¢ao.

R! R2
+ | |
H;N—CH + CH—COO~

Hp%% H,O

R! H R2
+ |
H;;N—CH—%—N—CH—COO‘
O



Visao geral

Extracao

Separacao

Marcacao

Quantificagao

Visualizacao

A célula
e suas organelas

Complexos
supramoleculares

Membrana plasmatica
—_—

Parede celular

. Unidades
Macromoléculas ..
monoméricas
Nucleotideos 1
DNA Nﬂ
—_— 9 oA

H H

OH H

///" B
£ €00~ \
—_— H3N—(IZ—H ]
A CHs /

Proteina ®
Aminoacidos

Celulose %

W

o v/ on

—_— e \'\0\)\

CH, On
V\ Q
\

Aclcares




Extracao



Solubilidade

Trés tipos de interagdes intermoleculares estao envolvidas na formacao da solucéo:

1. As interacbes soluto-soluto entre particulas de soluto devem ser superadas para dispersar o particulas de
soluto através do solvente.

2. As interacdes solvente-solvente entre particulas de solvente devem ser superadas para fazer espacgo para as
particulas de soluto no solvente.

3. As interagdes solvente-soluto entre o solvente e as particulas de soluto ocorrem como o par mistura de tiques.



Extracao DNA

Diversos métodos disponiveis

o
A
84
CEl ]
CE_]

Lavagem Eluicao
oV
Fase ac;%q»vd*f;a centrifugacao centrifugacao DNA
s6lida Wom N
Adigao fenol Fase Separagao
Organica cloroférmio Separagio ' Fase aquosa
. ~ iitacio 2 DNA
Lisado centrifugacao Proteinas e precipitacao
Lipideos
) \\ 40.
A
Sy, -£a
Salti t ceh’r@/vag?\ \
aiting ou 'fagagi ~ Separagio
90 sobrenadante
~ DNA

Proteinas
Debris celulares



Extracao Proteinas

Diversos métodos disponiveis: Proteinas citoplasmaticas e Proteinas de membrana

ANy
/LN, T

Purificagdo em

gel
Eletroforese

Purificagao em
coluna

'. — .
| Cromatografia
Ur

Proteins

: Purificagao

utilizando
Cloroférmio  Bead beating Sonicacio esferas
Metanol com urea com urea magneticas




Extracao Lipideos

/\' v 3 chloroform
.methanol

Yolk

ﬁ

\\

Shake

Q¥

Water

il / Proteins

Carbohydrate
Salt

=———pCellular
debris

| = Lipids

//’:::cani

-

upper
layer

—l=

/'\

Lipids



Extracao carboidratos

A 34h ~2h ~5h
DLOs - Free glycans
Cell pellet | Extraction ‘Acid hydrolysis Desalting e

. " !

Step 1. Wash (repeat 2 times)
Cell pellet ® 5 min Pellet 1

@1,800 x g
@25¢C
Methanol Centrifugation

(Swing rotor)

Decantation

Step 2. Wash (repeat 2 times)

Pellet 1 ®© 5min

@1,800xg
@25C
C/M (2:1) Centrifugation Decantation

I
¥

No stream
(Swing rotor)

Step 3. Wash (repeat 2 times)

Pellet 2 © 5min Pellet 3
@ 1,800 x g
@25C
4 mM MgCl, Centrifugation Decantation
in M/W (1:1) (Swing rotor)
Step 4. Extraction (repeat 2 times)
g DLO extract
Pellet 3 © 5 min ® 5min (supernatant) DLO pellet
@1,800xg
@25¢C ®~2h
— 2
CMMW (10:10:3) |@37°C Centrifugation Pipetting Speed-Vac
(Swing rotor) Glass tube
Step 5. Mild acid hydrolysis and desalting
DLO pellet © 30 min © 3~5min DLO hydrolysate
Free glycans
O®~1h ' O®©~5h
. :
20 mM HCI (@ 100°C Ice Speed-Vac Desalting W
Speed-Vac

in 50% 2- propanol

Acetone \ NH,HCO, \
C — —— C —
-80°C
Fat
Defatted milk HMOs Glycoproteins

Milk

DTT, IAA

0

Transfer

HMOs, DTT,
1AA, etc.

Permethylated Purified MALDI TOF MS
N-glycans
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