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1. Aminoacidos

1. Desenhe a estrutura da metionina. Indique qual carbono ¢é quiral. Qual é a geometria do
carbono-a? Indique qual ligagdo ¢ o eixo de rotacdo dos angulos @, y1 e y3?

2. Quantos angulos de rotacdo internos existem em uma cadeia lateral de lisina?

3. Considere uma proteina hipotética que contém uma cadeia lateral de histidina na sua
superficie. Esta histidina ndo faz interagdes especificas com nenhum outro residuo. Qual a
fragdo das histidinas nessa posi¢ao na amostra é carregada em pH 7.04?

4. Derive a equago abaixo para um dcido monoamino e monocarboxilico. Use a equagao de
Henderson-Hasselbach.

pl = (PKnns + pKcoon)/2
2. Peptideos

1. A curva de titulag@o da alanina mostra a ionizagdo de dois grupos funcionais com pKal 2.34 e pKa2
9.69, correspondendo a ionizag¢do dos grupos carboxila e amino protonado, respectivamente. A
titulagdo de di- e tri- e oligopeptideos maiores de alanina também demonstra a ionizagdo de dois grupos
funcionais, embora os pKas experimentais sejam diferentes. A tendéncia dos valores de pKa esta
mostrada na tabela abaixo.

Amino acid or peptide pK, pK>
Ala 2.34 9.69
Ala-Ala 3.12 8.30
Ala-Ala-Ala 3.39 8.03
Ala—(Ala),-Ala, n = 4 3.42 7.94

a) Desenhe a estrutura da Ala-Ala-Ala. Identifique os grupos funcionais associados com os pKal
e pKa2

b) Por que o valor do pKal aumenta com a adi¢cdo de Ala no oligo peptideo?

¢) Por que o valor de pKa2 diminui com a adigdo de Ala?

2. Um método para separagdo de polipeptideos faz uso das diferentes solubilidades. A solubilidade de
polipeptideos grandes em agua depende da polaridade relativa dos grupos R, e particularmente do
nimero de grupos ionizaveis: quanto mais grupos ionizaveis mais soluvel serd o peptideo. Qual destes
peptideos sera mais soluvel no pH indicado?

a) (Gly)zo ou (Glu)zo a pH 7.0
b) (Lys-Ala); ou (Phe-Met); a pH 7.0
¢) (Ala-Ser-Gly)s ou (Asn-Ser-His)s e pH 6.0



d) (Ala-Asp-Gly)s ou (Asn-Ser-His)s a pH 3.0

3. Em estudos de difracdo de raios-X de peptideos, Linus Pauling e Robert Corey encontraram que a
ligagdo C-N da ligagdo peptidica possui uma distancia intermediaria (1.32 A) entre uma ligagio C-N
simples (tipicamente 1.49 A) e uma ligagio C-N dupla (1.27 A). Eles também encontraram que a
ligacdo peptidica é planar (todos os 4 atomos ligados ao grupo C-N estdo no mesmo plano), e que os
dois atomos Ca ligados ao grupo C-N sdo sempre frans um em relagdo ao outro (em lados opostos da
ligacao peptidica):
a) O que a distancia entre os atomos C-N na ligagdo peptidica indica sobre a energia da ligacdo e
a ordem (ou seja, se ¢ uma ligacdo simples, dupla, ou tripla)?
b) O que as observagdes de Pauling e Corey nos dizem sobre a facilidade de rotacdo ao reder da
ligacdo peptidica C-N?

4. A desnaturacdo de uma alfa-hélice formando um polipeptideo sem estrutura definida (random coil) é
acompanhada da diminui¢ao de uma propriedade chamada rotagdo especifica (a capacidade de uma
solucdo de alterar o plano da luz plano-polarizada). Poli-Glu, um polipeptideo constituido apenas por
residuos de L-Glu, assume conformagdo em alfa-hélice a pH 3.0. Quando o pH é aumentado para 7.0,
ocorre uma grade diminuig@o da rotagdo especifica da solugdo. De forma analoga, a poli-Lys (residuos
de L-Lys) forma uma alfa-hélice em pH 10.0, mas quando o pH ¢ diminuido para 7.0 a rotagéo
especifica da solug@o diminui conforme mostrado no grafico abaixo:
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Qual ¢é a explicagdo para o efeito do pH sobre a conformagaode poli-Glu e poli-Lys? Por que essa
transicdo ocorre em uma faixa tio estreita de pH?

5. Algumas proteinas sdo ricas em pontes dissulfeto. As suas propriedades mecanicas (viscosidade,
dureza, resisténcia, etc) estdo correlacionadas com o numero de pontes dissulfeto presentes.

a) Glutenina, uma proteina do trigo rica em pontes dissulfeto, é responsavel pelo carater coesivo
e elastico da massa feita com farinha de trigo. A dureza do casco da tartaruga deve-se ao
grande niimero de pontes dissulfeto formadas pela alfa-queratina. Qual ¢ a base molecular
para a correlacdo entre o conteudeo de pontes dissulfeto e as propriedades mecénicas dessas
proteinas?

b) A maior parte das proteinas globulares sdo desnaturadas (perdem a sua estrutura) e perdem a
sua atividade se aquecidas até 65 C. No entanto, proteinas globulares contendo multiplas
pontes dissulfeto precisam ser aquecidas a temperaturas mais altas e por mais tempo para
perder a estrutura e a atividade. Um exemplo ¢ a proteina BPTI (bovine pancreatic trypsin
inhibitor) que possui 58 aminoacidos, ¢ formada por uma tnica cadeia polipeptidica, e contém
trés pontes dissulfeto. Qual € a base molecular para essa elevada resisténcia a desnaturagdo
térmica?



6. Atualmente, é possivel fazer boas predigdes sobre a estrutura secundaria de uma proteina com base
na estrutura primaria (ou seja, com base na sequéncia de aminoacidos). Considere a seguinte sequéncia
de aminoéacidos:

Ile 1 — Ala 2 — His 3 — Thr 4- Tyr 5- Gly 6- Pro 7—Phe 8 - Glu 9 — Ala 10 — Ala 11- Met 12 — Cys 13
—Lys 14 —Trp 15— Glu 16 — Ala 17 — GIn 18 — Pro 19 — Asp 20 — Gly 21 — Met 22 — Glu 23 — Cys 24
— Ala 25 — Phe 26 — His 27 — Arg 28

a) onde devem ocorrer dobras-beta?

b) onde pontes dissulfeto intra-moleculares podem ocorrer?

¢) assumindo que essa sequéncia ¢ parte de uma proteina globular, indique a provavel
localizacdo (superficie ou meio interior) dos seguintes aminoacidos: Asp, Ile, Thr, Ala, Gln,
Lys. Fundamente a sua resposta. Dica, observe a estrutura dos aminoacidos, a auséncia ou
presenga de carga em pH fisioldgico. Note que o interior de proteinas é altamente apolar.

7. Qual ¢ o comprimento de uma alfa-hélice que corresponde a uma cadeia polipeptidica de 20
aminoacidos? Qual seria o comprimento da cadeia se ela estivesse completamente extendida?

8. Um peptideo possui a seguinte sequéncia de aminoacidos:
Glu-His-Trp-Ser-Gly-Leu-Arg-Pro-Gly
a) Qual ¢ a carga liquida do peptideo em pH 3.8, e em pH 11? (use os valores de pKa da tabela
abaixo)

b) Faca uma estimativa do pl deste peptideo. Dados fornecidos: pKa(NH;3) = 9.67; pKa(His) =
6.0; pKa (Arg) = 12.48; pKa(COOH) = 2.17; pKa (Glu) = 4.25.

3. Estrutura de proteinas

Proteinas sdo polimeros de aminoacidos conectados por ligacdes peptidicas. A ligagao
peptidica ocorre devido a uma reagdo de condensagdo entre o grupo amino do
primeiro aminoacido e a extremidade carboxila do segundo aminoacido (Figura 1):
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Figura 1: Reagdo de condensagdo entre Alanina e Serina formando um dipeptideo Ala-Ser com
elimina¢do de uma molécula de H,O. As cargas liquidas do peptideo e dos aminoacidos nao estao
mostradas.

A ligacdo peptidica € planar devido a existéncia de delocalizacdo de elétrons do
nitrogénio e do oxigénio da ligacdo amida. A planaridade da ligacao peptidica possui
enormes consequéncias conformacionais. A primeira delas € que a conformagao do
esqueleto polipeptidico pode ser descrita por apenas trés angulos diedrais: o angulo
ao redor da ligacao peptidica, e os angulos ¢ ¢ W do carbono alfa. Os angulos ¢ e ¥
sdo correlacionados e nem todas as combinagdes sao permitidas devido ao
impedimento esterico gerado entre a carbonila e o N-H da ligagdo peptidica, e entre as



cadeias laterais de aminoacidos vizinhos. O grafico de correlagdo entre ¢ e W ¢
chamado de Diagrama de Ramachandran em homenagem ao biofisico indiano que o
desenvolveu, e ainda € a principal ferramenta utilizada para avaliar a qualidade
estereoquimica das estruturas de proteinas (Figura 2).
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Figura 2. Diagrama de Ramachandran. As regides delimitadas pelas linhas verdes demarcam
combinagdes permitidas de ¥ e ®. Pontos fora das regides delimitadas pelas linhas verdes indicam um
aminoacido com algum problema ,ou sdo glicinas. A glicina ndo possui cadeia lateral, e por isso pode
assumir uma distribui¢do mais ampla de angulos diedrais.

Estruturas tridimensionais de proteinas com resolugdo atobmica podem ser obtidas
experimentalmente através de cristalizacao e Difracao de Raios-X, Ressonancia
Magnética Nuclear em solu¢do, e mais recentemente Crio-Microscopia Eletronica.

Estrutura primaria

A sequéncia de aminoacidos de uma proteina ¢ chamada estrutura primaria. De
acordo com a “hipotese termodindmica de Anfinsen”, a estrutura tridimensional de
uma proteina ¢ determinada pela sequéncia de aminoacidos.

Um conceito fundamental em biologia ¢ que a fungao de uma macromolécula de
interesse biologico (acidos nucleicos, acglicares, proteinas) estd intimamente
relacionada com a sua estrutura tridimensional. Ou seja, se conhecermos a estrutura,
compreenderemos a funcgao.

A predi¢do da estrutura tridimensional de uma proteina a partir da sequéncia de
aminoacidos nao ¢ tarefa simples, especialmente para moléculas com mais de 100 aa.
No entanto, a analise da estrutura primaria pode oferecer pistas importantes sobre



topologia (presenca de hélices transmembranares), estrutura secundaria e grau de
desordem.

A relacdo evolutiva entre proteinas de diferentes organismos pode ser inferida a partir
de comparagdes entre sequéncias de aminoacidos. Familias de proteinas que
compartilham a mesma estrutura e a mesma funcao podem ser facilmente
identificadas com base em similaridades entre sequéncias de aminoacidos. Membros
de uma mesma familia sdo chamados de proteinas homodlogas. A fungao de uma
proteina desconhecida pode eventualmente ser deduzida a partir da comparagao de
sua sequéncia de aminodcidos com milhares de sequéncias de proteinas contidas nos
bancos de dados (por exemplo UNIPROT). Duas proteinas contendo ao menos 30%
de identidade de sequéncia geralmente compartilham a mesma estrutura e fungao.

Aminoacidos conservados sdo geralmente importantes para a funcao. Geralmente,
quando estes aminoacidos sdo alterados no decorrer da evolucao as propriedades
fisico-quimicas sdo mantidas. Este fendmeno ¢ chamado de mutacdo conservativa.
Por exemplo, a mutacao de uma Ile por uma Val na mesma posicao pode ser toleravel
pois trata-se de dois aminoacidos hidrofébicos. Ou a mutagdao de um aspartato por um
um acido glutamico também pode ser toleravel pois trata-se de dois aminodcidos com
carga negativa na cadeia lateral. As alteracOes Ile — Val e Asp - Glu seriam duas
mutacoes conservativas (Figura 3).
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Figura 3. Exemplo de alinhamento de sequéncias de duas proteinas “A” e “B” de organismos
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diferentes mas com a mesma funcdo, detectar a concentragdo de Ca” intracelular. Note que “gaps

foram introduzidos na sequéncia da proteina “A” para optimizar o alinhamento com a proteina “B”.

Funcgao: proteinas que ligam Oxigénio (O,)

Proteinas assumem diversas funcdes, mas uma das fun¢des mais comuns ¢ a ligacao
especifica e reversivel de outras moléculas. A molécula que se liga a proteina ¢
chamada de ligante. O ligante liga-se a um sitio de ligagdo, o qual deve ser
complementar em forma, tamanho, carga e hidrofilicidade ou hidrofobicidade ao
ligante (modelo chave-fechadura). A interacdo entre o ligante e a proteina ¢
especifica, de forma que a proteina pode distinguir o ligante entre milhares de outras
moléculas parecidas. Exemplo: enzimas reconhecem especificamente o substrato.
No caso das enzimas, o sitio de ligacao ao ligante ¢ conhecido como sitio catalitico.
Enzimas frequentemente reconhecem um substrato de acordo com um modelo de

complementariedade espacial, chave-fechadura.

Proteinas sdo flexiveis, isto ¢, experimentam conformacdes distintas que se
interconvertem em diferentes escalas de tempo. A interagdo com um ligante
frequentemente induz uma mudanga conformacional na proteina de forma a tornar o
sitio de ligacdo o mais complementar possivel ao ligante, um processo conhecido
como “induced fit”. Alternativamente, a proteina em solugdo esta em equilibrio entre
distintas conformacgdes sendo que apenas uma delas € espacialmente complementar ao
ligante. A interagdo com o ligante desloca o equilibrio conformacional no sentido da



conformagdo complementar, um processo conhecido como “selecao de conformeros”
ou “modelo sequencial”.

A hemoglobina ¢ a mioglobina foram as duas primeiras proteinas cuja estrutura
tridimensional foi determinada experimentalmente. Elas transportam oxigénio.
Proteinas ndao sdo capazes de coordenar oxigénio, para isso elas utilizam ions
metalicos como Fe(Il). O Fe(Il) normalmente liga-se a proteina na forma complexada
a um grupo prostético chamado Heme. O heme ¢ uma protoporfirina que liga um ion
Fe’* (Figura 4). O grupo Heme esté ligado nio covalentemente a proteina (veja PDB
IMBO).

HO
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Figura 4. Grupo Heme encontrado na mioglobina ¢ na hemoglobina. O fon Fe*' faz ligacdes de
coordenagio com os quatro atomos de nitrogénio do anel. O Fe?" ainda pode formar duas outras
ligacdes de coordenagdo que sao formadas com as histidinas proximal e distal (veja PDB 1MBO).

Equilibrios de ligacio e cooperatividade

A mioglobina consiste de um unico polipeptideo de 153 aminoécidos. O equilibrio de
associacao entre a mioglobina e uma molécula de O, ¢ descrito como:

[PL] _ kq

Ka = -
TP T kg

(1

onde P ¢ a proteina, L. ¢ o ligante, ¢ k, e kg sdo as constantes de velocidade de
associacao (segunda ordem) e de dissociagdo (primeira ordem) do complexo. A fracao
de sitios ocupados pelo ligante ¢ dada por 6:

9_fragéodeprotel’nasligadas_ [PL] _ KalP][L] _ Ka[l] _ [L]

Proteina total [PLI+[P] ~ Ka[P][L]+[P] ~ KalL}+1  [L]+Kgq’ @)

em que [L] ¢ a concentragdo de ligante total. O comportamento de 6 em funcao de [L]
¢ uma hipérbole (Figura 5). E facil observar que quando a proteina possui menor
afinidade (maior K4) € necessario adicionar maior quantidade de ligante para atingir
saturacdo (Figura 5). Note que Ky (constante de dissociagdo) ¢ equivalente a



concentracdo de ligantes necessaria para saturar 50% dos sitios de ligagdo. Portanto o
valor de K4 ¢ uma medida clara da afinidade de uma proteina pelo ligante.
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Figura 5. Simulag¢do da curvas de ligagdo para um complexo ligante:proteina com
afinidade estimada por um K4 de 10 uM (azul) e 100 uM (vermelho).

Em 4gua, o grupo heme liga-se ao monoxido de carbono (CO) com 20 mil vezes
maior afinidade do que ao oxigénio. Por outro lado, quando o heme estd ligado na
mioglobina a diferenca de afinidade cai para 200 vezes. Detalhes estruturais, em
particular a interacdo com a histidina distal explicam porque a afinidade do grupo
heme pelo CO diminui.

A hemoglobina possui estrutura quaterndria, ela ¢ um tetramero formado por duas
subunidades o ¢ duas subunidades . Ambas as subunidades o ¢ § sdo homologas a
mioglobina, mas mesmo assim apresentam baixa identidade de sequéncia (Figura 6).
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Figura 6. Alinhamento de sequéncia da mioglobina (PDB 1MBO) com as cadeias
alfa e beta da hemoglobina (PDB 1HGA).

Apesar de diferengas na sequéncia de aminoacidos, as estruturas
tridimensionais da mioglobina (PDB 1MBO) e da hemoglobina (PDB 1HGA) sao
muito parecidas. A hemoglobina possui quatro grupos heme, um em cada subunidade,
podendo transportar até 4 moléculas de O,.

A presenca de quatro sitios de ligagdo e 4 subunidades afeta profundamente as
caracteristicas da hemoglobina como molécula carreadora de oxigénio. A curva de
ligacdo do oxigénio na hemoglobina ¢ sigmoide, indicando que oxigénio liga-se
cooperativamente a proteina (Figura 7). Em um processo cooperativo, a interacdo do
ligante com o primeiro sitio altera a afinidade do segundo sitio e assim por diante.

Como consequéncia da cooperatividade observada na curva de ligacdo a
oxigénio, a porcentagem de saturacdo da hemoglobina varia muito mais rapidamente
com a concentragdo de oxigénio do que no caso da mioglobina que ndo ¢ cooperativa.
Por exemplo, no equilibrio de ligagdo mostrado na Figura 7, nota-se que para ir de
20% a 80% de saturagdo seria necessario aumentar a concentracao de ligante apenas
duas vezes, de 12.6 para 25.2 nM (Figura 7). Enquanto que no caso de um equilibrio
ndo cooperativo como exemplificado na Figura 5, a concentragdo de ligante deveria
ser aumentada aproximadamente 10 vezes para aumentar a fracao de sitios ocupados
de 20 a 80%. Portanto, uma proteina cooperativa ¢ muito mais sensivel a pequenas
alteracdes na concentracdo de ligante. Esta caracteristica torna a hemoglobina capaz
de captar oxigénio nos pulmdes, onde a pressdo de O, ¢ maior, e liberar nos tecidos
onde a pressao de O, ¢ menor.
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Figura 7. Curva de Hill para uma proteina com 4 sitios de ligacdo e Kd 0.1 uM. A
concentracao total de proteina ¢ 1 mM.

A ligagdo cooperativa de um ligante com oxigénio em uma consequéncia da
interacdo entre as subunidades. A estrutura quaterndria da hemoglobina envolve um
grande numero de interagdes fracas (eletrostatica, ligagdo de hidrogénio e van der
Waals) entre as subunidades alfa e beta. Estas interacdes sdo cruciais para modular a
afinidade dos diferentes sitios de ligacdo pelo oxigénio. Como ?

Monod, Wyman e Changeaux propuseram um modelo para explicar a
cooperatividade da hemoglobina. Este modelo, chamado de ‘“concerted model”,
propde que a hemoglobina estd em equilibrio entre um estado tenso (“T”’) e outro
relaxado (“R”):

T R

O O; liga-se mais fortemente ao estado R deslocando o equilibrio na direcao da forma
“T”. Assim, quando O, liga-se a primeira subunidades todas as outas subunidades
mudam de conformacao para a forma “R” concomitantemente.

Questoes

1. Analise a estrutura do inibidor de tripsina bovino (BPTI) (PDB ID 1BPI) e desenhe o diagrama de
topologia para essa proteina indicando as pontes dissulfeto. Qual ¢ a resolugdo desta estrutura
cristalografica? Note as diferengas entre a primeira e a tltima a-hélice, como elas sdo classificadas?

2. Uma determinada proteina interage com um ligante em uma fenda na superficie. Nao ha nenhum
4tomo polar enterrado na interface proteina-ligante. Este complexo esconde um total de 400 A de
superficie hidrofébica. Estime a constante de dissociagdo do complexo a 300 K.

3. Submeta a estrutura da acilfosfatase para o servidor DALI
(http://ekhidna.biocenter.helsinki.fi/dali_server/). Quais outras proteinas possuem a mesma topologia?

4. Técnicas experimentais de desdobramento de proteinas sdo uteis na elucidag@o da estrutura e das
interagdes que mantém o dobramento da mesma. O grafico abaixo registra o desenovelamento de
uma proteina em concentragdes crescentes de uréia.
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A variagio de energia livre (AG’ = -RTInK) da proteina em 4agua calculada neste experimento
apresentou o valor de AG = 0.58 Kcal/mol.
a) Levando em consideragdo este valor de AG, que conclusdo € possivel inferir sobre a
estrutura da proteina?



b) Por que é importante escolher um processo de desenovelamento que seja reversivel?

¢) O desenovelamento pode ser acompanhado por andlise de fluorescéncia, absorbancia,
dicroismo circular e ressondncia magnética nuclear (RMN). Discuta as vantagens e/ou
desvantagens e aplicagdes destes métodos

d) Suponha que foi introduzida uma mutag@o pontual que aumenta a estabilidade da proteina.
O que deve ocorrer com o grafico acima? E o que ocorre com o grafico se esta mutacio
desestabilizar a proteina?

5. A figura abaixo mostra a lisozima do fago T4 (PDB 1LYD) com destaque para a ponte salina entre a
His31 e o Asp70. Desenhe uma curva hipotética de desnaturacdo desta enzima com uréia. Qual seria a
alteracdo observada nesta curva caso o Asp70 fosse substituido por i) glutamina e ii) arginina?

A estrutura do mutante M102K da lisozima (PDB 1L.54) ¢ mostrada abaixo em duas orientagdes
diferentes. Os atomos da Lys102 estdo representados como esferas; eles estdo inacessiveis ao solvente.
Como vocé espera que seja a curva de desnaturagdo desde mutante em comparagdo a da enzima
selvagem? Por qué?

6. A proteina A interage com o ligante X com Ky 10° M. A proteina B interage com o mesmo ligante
mas com K4 10 M. Qual proteina possui maior afinidade pelo ligante X? Explique.

7. A proteina calcineurina liga-se a calmodulina com uma velocidade de associagdo de 10° M's™, e
uma constante de dissociagdo, Kd, de 10 nM. Calcule a velocidade de dissociacdo do complexo (Kofr),
inclua as unidades adequadas.

8. Desenhe a curva de desnaturagdo de uma proteina A em funcao da temperatura. Assuma que a
proteina A seja pequena, e portanto o equilibrio de desnaturagdo envolve apenas dois estados. Em
seguida, suponha que um mutante foi construido. Este mutante envolve a troca de dois residuos de Ser
por Cys, de tal forma que as duas cisteinas estdo proximas uma da outra na estrutura tridimensional da
proteina, e formam uma ponte dissulfeto estabilizando a estrutura. Desenhe sobre o mesmo grafico, a
curva de desnaturagdo do mutante.



9. Estudos de transporte de oxigénio em fémeas gravidas mostraram que as curvas de saturagdo com
oxigénio do sangue do feto e do sangue materno sdo diferentes. Os eritrocitos do feto contém uma
variante estrutural da hemoglobina (HbF), que consiste de duas subunidades o e duas y (a2g2).
Enquanto que a hemoglobina da mae (HbA) consiste de a232. Qual hemoglobina possui maior
afinidade pelo oxigé€nio nas condi¢des nativas? Explique.
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10. Depois de passar alguns dias em altitudes muito elevadas, a concentracdo de BPG nos eritrocitos
aumenta. Qual sera o efeito do aumento da concentra¢do de BPG na curva de saturagdo da
hemoglobina? Proponha uma explica¢do para porque essa adaptacdo seria benéfica para o
funcionamento do organismo em altas altitudes. Desenhe graficos para fundamentar a sua resposta.



