Niveis de organizacao das proteinas
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mportancia da estrutura primaria
Hb normal | - Thr- Pro-Glu-Glu-Lys-Ala
Hb falciforme - Thr- Pro-Val-Glu-Lys-Ala
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Estrutura secundaria

Os atomos envolvidos na ligacdo peptidica se-encontram
no mesmo plano: ®=180° (trans) ou 0° (cis)
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Angulos de rotac&o da cadeia polipeptitica em torno de um carbono alfa
Os angulos ¢ (phi) e v (ps1) tem “livre” rotagao

Y- (psi ) — angulo de rotacao entre o Cae o C
@ (fi) — angulo de rotacao entre 0o Cae N

Configuracao em trans de seus atomos de H e O — mais estavel

A configuracéo cis é desfavoravel em virtude do impedimento estérico
entre os grupos R



Estrutura em a- hélice

Filme
fotografico
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O filamento de aminoacidos enrola-se
ao redor de um eixo, formando uma

escada helicoidal

chamada alfa-

hélice.
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0 enovelamento €& estabilizado por
pontes de hidrogénio entre atomos
das ligacdes peptidicas de qualquer
aminoacido, exceto prolina;

as dos aminoacidos
voltam-se para fora da hélice.



Estrutura secundaria — Folha

amino acid
side chain

H-bond
hydrogen _ k
carbon ;
N2

bond (@~

antiparalela

-Par-as}el?gtorqé@kérdireita

Parallel, left-handed

Paralela, torcdo a esquerda



Alcas e voltas reversas Protuberancia p
A = B. p—
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\)

tipo 2

" Notar ligacdo de
hidrogénio entre o0s
grupos peptidicos do 1°
e 4° residuo.

E comum encontrar Pro
e Gly nestas estruturas

hélice-dobra-hélice Zinc-finger




Estruturas supersecundarias

Beta-alfa-beta SO beta S0 alfa

fa) I g ki I l |
motivos Barril beta

Rubredo>_<ir)a Albumina Triose fosfato isomerase
de Clostridium humana de musculo de galinha

Barril alfa-beta




Estrutura Terciaria

Hélices e fitas B podem ser combinadas de varias maneiras



Diagrama de Ramachandran

Regiao permitida — vermelho
Regiao adicionalmente permitida
amarelo

Regiao A — alfa helice
Regiao B — folha —beta
Regiao L — loops
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Referéncia:Laskowski, R.A_; MacArthur, MW _, Moss, D.5 |
Thomton, J M. PROCHECK: a program to check the
stereochemical quality of protein structures. J. of Appl.
Cryst. 26(2), 283-291, (1993).



Como determinar a estrutura terciaria de proteinas?

Cristalizacao de Proteinas

*Obter o cristal

sIncidir o feixe de raio X

Uma parte dos raios X é refratado
*Obtem-se um mapa de densidade eletrénica

v O padrdo é produzido quando os elétrons em cada atomo da
molecula dispersam raio X

v O numero de elétrons no a&tomo determina a intensidade da sua
dispersdo de raio X.; atomos mais pesados dispersam mais
eficientemente que os mais leves

v As informacdes sao extraidas dos padrbes de difracdo mediante uma

analise matematica, serie de Fourier. 9
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Determinacéo das Estruturas de Proteinas
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Método de cristalizagao:

Difusao de vapor: “processo de equilibrio entre duas solugoes através
da fase de vapor num meio fechado”

Proteina em solu¢cdo menos concentrada

5 -
)

AN o0

Ocorre nucleacéo espontanea
dos cristais

Solugéo mais concentrada

0ocorre se o0 processo for favoravel do ponto de vista da
termodinamica

* 0S precipitantes removem agua do meio forcando as moléculas a se
associarem 1



Ressonancia Magnética Nuclear - RMN

RMN de proteinas
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Ressonancia Magnética Nuclear - RMN

Resumo da técnica:

v/ analisa os nucleos (prétons e néutrons), enquanto a cristalizacdo
analisa os elétrons.

v' Aradiacdo que é emitida € do comprimento de ondas de radio.

v' Amostra é colocada em um recipiente com ima muito potente e quando
sob um campo magnetico as particulas se excitam e mudam de estado
energeético. Quando elas voltam ao estado de energia elas emitem
radiacao.

v A técnica identifica atomos que estdo espacialmente proximos que
podem sentir o campo magnético de um atomo vizinho

13



Ressonancia Magnética Nuclear - RMN

v O atomo precisa ter numero impar de prétons e elétrons.. Por
exemplo na proteina temos H, C, O e N. Todos eles tem numero
par de protons e eletros.

Ex. carbono. Ex. 6 P e 6 eletrons. Os spins se anulam.
Como fazer?

Existem os isotopos. Ex. C13 ( 6 protons e 7 neutrons), H2, N15, O
17. Sao raros e por isso RMN € uma técnica cara.

Entdo, € preciso expressar as proteinas em um meio contendo
esses isOtopos para que possam ser incorporados as proteinas e
permitir a analise por RMN.

Ex. cultivar em glicose marcada

Os espectros bidimensionais sdao mais adequados para analisar
moléculas maiores, como as proteinas. Também ¢é necessaria uma
equacao matematica para interpretar o espectro.

14
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Comparacao do metodos

1) Cristalografia de Proteinas

2) Ressonancia Magnética Nuclear de Proteinas

Métodos complementares, cada um com suas vantagens e desvantagens

1) Cristalografia de Proteinas
Vantagens:

- Maior resolucéao

-Nao ha limite tedrico sobre o tamanho
(5000 g/mol até 107 g/mol)

Desvantagens:

- Dindmica conformacional pode néo
ser evidente

- Nao aplicavel a proteinas com grande
flexibilidade conformacional

- Dificil estudar a cinética de processos
- Passo limitante: obter cristais que
difratam

2) Ressonancia Magnética Nuclear
Vantagens:

- Aplicavel a proteinas pequenas (atée
70 kDa, incluindo oligopeptideos)

- Pode ser utilizado para estudar
VAarios tipos de dindmica
conformacional com frequéncias de
10°satéls

-Pode ser utilizado para estudar a
cinetica de processos e interacoes e
enovelamento de proteinas

Desvantagens: 16
- Limite de tamanho: < 70 kDa



Dobramento e estabilidade de Proteinas

Ponte de
Hidrogenio

v Ponte de
Dissulfeto

FORCAS NAO COVALENTES

Pontes de H
-Aminoéacidos polares

LigacOes ibnicas
- Aminoacidos carregados
Interacdes hidrofébicas

-Aminoacidos apolares

Forcas de Van der Waals
-Qualquer aminoacido

17



Desnaturacao - Renaturacao

100

Condicoes diferentes das celulares g Ribonuclease A
levam as proteinas a desnaturacéao £
£ &0
$ T
E 40
Perda da estrutura pode levar g AT
também & perda da funcéo |
0 20 dily G B0 1040
[F11] Temperatura (%C)
Calor, pHs extremos, temperatura (?), oo
solventes organicos, detergentes g
Z 80
E
% a0 Ribonuclease A
Renaturacéo 5
E_ 40
. - ’ - ~ 5
A sequéncia dos aminoacidos (n&o alterada E 20
&

na desnaturacdo) é 0 que determina a
estrutura 3D das proteinas — Experimentos o eamenny
de Christian Anfinsen com Ribonuclease A.

=]

Ureia e mercaptoetanol
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Fontes de proteinas

Ovo — 6,3 g proteina (alta digestibilidade — 97%)

Clara - ovoalbumina (fosfoglicoproteina); ovotransferina,
lisozima, ovomucina e avidina

Interface clara-gema - ovomucina

Gema - fosfovitina, lipovitelina, lipovitelenina, livetina .

por que a gema cozinha depois da clara?

19



Carne - 74% agua, 22% proteina, 2% gordura, 1%
minerais e menos de 1% de carboidratos

Digestibilidade — 94%

consumir carne crua seria a melhor opcao para
agueles que desejam garantir um maior
aproveitamento das proteinas ?

Carne ao vinho — acido malico e tartarico

20



Estrutura quaternaria

Simple Quaternary Structure
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Proteina
) (biologicamente ativa; dimero nao covalente )
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Dobramento das proteinas
Rota

* Lento e gradual Q_/Lia
P
 Diminuic&o da entropia 'U/ N

até alcancar um estado

estavel % Y,

« Algumas proteinas se dobram \({(;’4—— %,f“\
de forma assistida pelas Comes ot d Mo o
proteinas chaperonas W

Percentagem de residuos da proteina
na conformagfo nativa

(b)

Talessemia — foma inutil da HB

Bt 22
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