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Topicos:

- Estrutura de Lipideos (Cap. 12 Voet e Cap. 10 Lenhinger)

- Membranas (Profa lolanda)

- Proteinas de Membrana (Cap. 12 Voet e Cap.11 Lenhinger)

- Lipoproteinas (Cap. 12 Voet item 5)




Membrana contem uma diversidade de Proteinas
Singer&Nicolson 1972 Nicolson 2014

citoesqueleto
The fluid mosaic model of the structure of cell membranes The Fluid—Mosaic Model of Membrane Structure: Still relevant to understanding the
Singer, S. J. & Nicolson, G. L. Science 175, 720-731 (1972). structure, function and dynamics of biological membranes after more than 40 years.

Nicolson 2014 Biochim. Biophys. Acta (2014)

- Proteinas estdo imersas em um “mar” fluido de lipideos

- Estrutura e dindmica de proteina de mb s3do influenciadas pela fluidez da membrana e por componentes da
matriz extra- e intra-celular (citoesqueleto)

- Alta “Mosaicidade” (variabilidade) em termos de diversidade na composicdo lipidica, proteica, carboidratos
acompanhado da formacdo de nanodominios




Proteinas de Membrana

1/3 de todas as proteinas codificadas pelo genoma sdo proteinas de membrana



Proteinas de membrana podem ser classificadas em:
integrais, periféricas e ancoradas

Integrais Periféricas Ancoradas
por Lipideos
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Regides Transmembrana das proteinas integrais podem ser
constituidos de a-helices ou folhas 3

Figure 12-25a Structure of bacteriorhodopsin. (a) The Figure 12-27a X-Ray crystal structure of the E. coli OmpF
electron crystallography—based structure. porin. (a) A ribbon diagram of the monomer.




Possuem distribuicao assimétrica na membrana

Sao classificadas em 6 categorias de acordo com as
relacdes espaciais dos seus dominios
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Proteinas integrais de membrana sao anfifilicas
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Topologia de uma proteina integral
de membrana pode ser prevista
através da sequéncia de
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- Graficos de hidropatia permitem predizer

segmento hidrofébicos o
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https://doi.org/10.1016/0022-2836(82)90515-0

Table I: Web-based applications useful for predicting hydropathy

Location Experimental Default window
size
heep:/Avww rfcgr.mrcac.uk/Software/EMBOSS/ Kyte and Doolittle' 7
EMBOSS application pepwindow
htep:/Iwww rfcgr.mrecac.uk/Software/EMBOSS/ Kyte and Doolittle' 9
EMBOSS application pepinfo Sweet and Eisenberg’
Eisenberg et al?
heep:/vww rfcgr.mrcac.uk/Software/EMBOSS/ White and Whimley® 19
EMBOSS application octanol
htep:/Iwvww rfcgr.mrcac.uk/Software/EMBOSS/ Eisenberg et al? 10
EMBOSS application hmoment
GCG application PepPlot?* Kyte and Doolittle’ 9:6;20
Eisenberg et al?
Engelman et al®
http://bioinformatics.weizmann ac.il/hydroph/plot_hydroph.html Kyte and Doolittle’ 17
Hopp and Woods®
http:/fasta.bioch.virginia.edu/fasta/grease.htm Kyte and Doolittle’ 9
http:/mww bio.davidson edu/courses/compbio/flc/home.html Kyte and Doolittle’ User-defined
http://us.expasy.org/cgi-bin/protscale.pl?l/ Abraham and Leo’ 9

Mullan LJ. Hydropathy--a window on the evasion of water. Brief Bioinform. 2003;4(3):279-282. do0i:10.1093/bib/4.3.279



Grafico de hidropatia para Bacteriorodopsina

- Bacteriorodopsina possui 7 segmentos transmembrana (Tipo 1l1)

- Grafico de hidropatia mostra 7 segmentos de 20 residuos de aa

Amino
Outside terminus

Hydropathy index
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Residue number

Bacteriorhodopsin Carboxyl
Figure 11-11b terminus

Lehninger Principles of Biochemistry, Fifth Edition
© 2008 W.H.Freeman and Company



Localizacao dos aminoacidos em proteinas integrais

-Regiao transmembrana: Ala, lle, Leu, Val, Phe (apolares)
-Regido de interface (lipideo/4dgua): Trp, Tyr (“anfipaticos)*

-Regidao em contato com a dgua: Lys, His, Arg, Glu, Asp (polares com carga)**

@ Residuos carregados *cadeias laterais dos aminoacidos Trp e Tyr atuam como ancoras na interface da mb

**regra do positivo dentro (Heijne 1989, https://doi.org/10.1038/341456a0): residuos carregados
positivamente (Lys, Arg) ocorrem mais frequentemente na face citoplasmatica da membrana

Maltoporina Fosfolipase A da
membrana externa


https://doi.org/10.1038/341456a0

Associacdao de segmentos transmembrana de
a-hélices anfipaticas formam canais
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Associacdo de segmentos transmebrana em

folha B formam canais

- Folhas beta
transmebranares possuem
um padrao onde todo
segundo aminoacido é
hidrofdbico

Maltoporina

- Folhas beta
normalmente contem Trp
e Tyr nas regides

conectoras localizadas na
interface da membrana

204

25A

(c)

N-azul
O-vermelho
C-verde

Trp e Tyr-cinza



Proteinas Integrais de Membrana - Monotdpicas

Interagem com uma das faces da membrana

Dominio N-terminal
_ hidrofflico, contendo

AA }?/Aheme

Domfnio
Sequéncia Cterminal s hidrofébico

110
- - Thr Asn Trp Val lle Pro Ala lle Ser Ala Val Val Val Ala Leu Met Tyr

130
Arg lle Tyr Thr Ala Glu Asp COO

Citocromo b5 hepatico
Ancorado na membrana por um
segmento C-terminal hidrofébico

Estrutura de raio X da Hidrolase de
acidos graxos hepatico

Ancorado na membrana por um
segmento C-terminal hidrofébico
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Proteinas periféricas ancoradas por lipideos
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Letminges rincples of iochemistry, Fikh diion - A cidos Graxos e Isoprenos ancoram proteinas na Ancoram
proteinas na Face Interna



Proteinas periféricas associadas eletrostaticamente

Associam-se a membrana por meio
de interacGes eletrostaticas e/ou
pontes de hidrogénio com proteinas
ou com as cabecas polares dos
lipideos

Podem ser liberados por tratamentos
brandos, aumentando-se a forca
ionica do meio (KCl, NaCl) ou o pH

Sao facilmente sollUveis em meio
aquaso

Proteinas
periféricas

Mudanca no pH;

agente quelante;

ureia; carbonato

24
Ca“

Proteinas
anfitropicas

Regulacao
biologica

i



Proteinas

CondigOes usadas para isolar periféricas
proteinas ajudam a revelar o tipo s ot
de associacdo com a membrana  ieacabonat

Proteinas
anfitropicas
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biolégica
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- Proteinas integrais de membrana
requerem uso de detergentes pois
estdo firmemente associadas as

regides hidrofobicas da membrana

- Proteinas ancoradas requerem uso de
fosfolipases

e




Estrutura por raio X de proteinas revelam lipideos
firmemente associados a proteina: “lipideos anelares”

Bulk lipids

PDB ID 2B60

Top view

PDB ID 2BL2

Francesc-Xabier Contreras et al. Cold Spring
Harb Perspect Biol 2011;3:a004705

(b) V,da ATPase do tipo V



Dinamica das Proteinas na Membrana

Rastreamento de proteinas na membrana

Proteinas marcadas com anticorpos
especificos ligados a probes fluorescentes

Mouse cell Human cell
]
- ‘ | . .
A
Sendai virus
”
Fusion
(b) f

Rastreamento de lipideos na membrana

Lipideos ligados a probes fluorescentes

—
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Ambos os experimentos mostram que tanto as proteinas quantos os lipideos sao difusiveis na membrana



Movimentos restritos devido a ligacdes com o citoesqueleto
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Lipoproteinas

Voet Cap 12 Item 5
Lenhinger Cap 21



Estrutura Geral de Lipoproteinas

Cholesteryl ester
Phospholipid

Unesterified cholesterol

Monocamada de
fosfolipideos e colesterol

Apolipoprotein B-100

Cerne hidrofdbico
contendo lipideos
apolares

(triacilglicerois e ésteres
de colesterol)

2% Apoproteina

VLDL, LDL e IDL



Apoproteina € uma proteina anfipatica

Anel tetramérico de alfa-hélices Alfa-hélice Anfipatica
anfipaticas recobrem a particula v

Non-  Apolar

polar

Polar

~

Polar

Figure 12-73a X-Ray structure of human . . I
apo A(1—43)A-1. Figure 12-72 A helical wheel projection of the

amphipathic a helix constituting residues 148
to 164 of apolipoprotein A-l.



Lipoproteinas — Captacao mediada por Receptores

ApoB-1
Membrana Estere’:(ziBe - Pt iBL.
= articula
plasn|1at|ca =< colesterila é
& O rece| i
ptor de LDL liga
< > - < / ©  apoB-100 da LDL,
A iniciando a
) \ » endocitose.
PiSS J -
& » S
N ® LDL éinternalizado
em um endossomo.
> @ O receptordelDLé /
Golgi segregado em &
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\Teg Li
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©® OreceptordeLDL
RE sintetizado no reticulo ® O endossomo com LDL
endoplasmatico rugoso ©%, fusiona-se com o lisossomo.
move-se para a Y
membrana plasmatica via Oeo©
sistema de Golgi. ® Enzimas liticas no lissosomo
degradam apoB-100 e ésteres de
colesterila, liberando aminoacidos,
acidos graxos e colesterol.
Aminoacidos  Acidos Colesterol
graxos \
Nucleo Goticulas de

gordura

FIGURA21-41 Captacao do colesterol por endocitose mediada por receptor.



Tipos de Lipoproteinas do Plasma Sanguineo

PRINCIPIOS DE BIOQUIMICA DE LEHNINGER 865

ApoB-100 Triacilglicerois

Colesterol livre

(nao esterificado)
\

Esteres de
colesterila

Monocamada
de fosfolipideo

LDL (%X180.000) HDL (>180.000)

(a) (b)



Lipoproteinas sao classificadas com base na densidade relativa,

densidade depende do conteldo relativo de lipidios / proteinas

tamanho
densidade

Chylomicrons VLDL IDL LDL HDL
Density (g - cm ) <0.95 <1.006 1.006-1.019 1.019-1.063 1.063-1.210
Particle diameter (A)________ 750-12,000 ________300=800__________250-350 _______ 180-250 ________50-120__
Particle mass (kD) 400,000 10,000-80,000 5000-10.000 2300 175-360
% Protein’ _______________15-25_ ___________ 510 ____15-20________20-25_________40-55 _
% Phospholipids* 7-9 15-20 22 15-20 20-35
% Free cholesterol” 1-3 5-10 8 7-10 3-4
% Triacylglycerols’ [ 84-89 50-65 | 22 7-10 3-5
% Cholesteryl esters” 3-5 10-15 30 [ 35-40 12 ]
Major apolipoproteins A-I, A-II, B-48, C-1, B-100, C-1, C-II1, B-100, C-1, C-II, B-100 A-I, A-II, C-I,

C-I1, C-II1, E C-III, E C-I1II, E C-II, C-III, D, E
“Surface components.
"Core lipids. l Y / \ }

Ricos em TAG !

Ricos em CE

CE:TAG (~4:1)



Transporte de Colesterol e Triacilglicerol no Plasma Humano

Extrahepatic tissue




Corpusculos Lipidicos (lipid droplets = LD)

a Schematic LD architecture b LDs visualized by fluorescence C LDs visualized by electron

microscopy microscopy
o ¥ O‘"’u P A T

: B &
QQ O
Cg Lipid droplet J}
% TAG éD
CE

Q /(, \*\, 3
e

Neutral lipids LD proteins

[ Neutral lipids Presentes em adipdcitos e em varias outras
Phospholipid monolayer II | d )

T células do organismo.

Qv ?

Sao recobertos por monocamada de
fosfolipideos, colesterol e proteinas (ex. proteinas
da familia das perilipinas)

4{ Walther TC, Farese RV Jr. 2012.
Annu. Rev. Biochem. 81:687-714




Exercicios

22. Uso do diagrama da roda helicoidal. Uma roda heli-
coidal é uma representacao em duas dimensoes de uma héli-
ce, uma visao ao longo de seu eixo central (ver Figura 11-30b;
ver também a Figura 4-4d). Use o diagrama da roda helicoidal
mostrado aqui para determinar a distribuicao de residuos de
aminoacidos em um segmento de hélice com a sequéncia -Val-
-Asp-Arg-Val-Phe-Ser-Asn-Val-Cys-Thr-His-Leu-Lys-Thr-Leu-
-GIn-Asp-Lys-

O que vocé pode dizer sobre as propriedades da superficie
dessa hélice? Que orientacao da hélice vocé esperaria na estru-
tura terciaria da proteina integral de membrana?

On the basis of the following hydropathy plots for
three proteins, predict which would be membrane
proteins. What are the ambiguities with respect to
using such plots to determine if a protein is a
membrane protein?
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Fonte: https://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK22504/

* Para responder esta questdo reveja os dados
de espessura de membrana e tamanho da
cadeia polipeptidica necessdria para a
atravessar a membrana


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK22504/

Leitura de
exercicio
resolvido

(a resposta se
encontra no
slide seguinte)

Problema de analise de dados

25. O modelo do mosaico fluido da estrutura da mem-
brana biolégica. A Figura 11-3 mostra o modelo de mosaico
fluido da estrutura da membrana biolégica, aceito atualmente.
Esse modelo foi apresentado em detalhe em um artigo de revi-
sao por S. J. Singer em 1971. No artigo, Singer apresentou os
trés modelos da estrutura de membrana que foram propostos
naquela época:

A. O Modelo de Davson-Danielli-Robertson. Esse era o mo-
delo mais amplamente aceito em 1971, quando a revisio de
Singer foi publicada. Nesse modelo, os fosfolipideos estao ar-
ranjados como uma bicamada. Proteinas sao encontradas em
ambas as superficies da bicamada, ligadas a ela por interagoes
i6nicas entre grupos polares carregados dos fosfolipideos e
grupos carregados das proteinas. Nao hd proteinas no interior
da bicamada.

B. O Modelo da Subunidade Lipoproteica de Benson. Aqui,
as proteinas sao globulares, e a membrana é uma mistura de
proteina e lipideo. As caudas hidrofébicas dos lipideos estao
embebidas nas partes hidrofébicas das proteinas. Os grupos
polares lipidicos estao expostos ao solvente. Nao ha bicamada
lipidica.

C. O Modelo do Mosaico da Proteina Globular-Lipideo. Esse
é o modelo mostrado na Figura 11-3. Os lipideos formam uma
bicamada e as proteinas estdo embebidas nela, algumas se es-
tendendo através da bicamada e outras nao. As proteinas estao
ancoradas na bicamada por interagoes hidrofébicas entre as

caudas hidrofébicas dos lipideos e as porgoes hidrofébicas da
proteina.

Considerando os dados disponiveis a seguir, considere
como cada parte de informacgao se encaixa com cada um dos
trés modelos da estrutura da membrana. Qual(is) modelo(s)
€(sao0) mantido(s), quais nao sio, e que restrigdes vocé tem so-
bre os dados ou suas interpretagoes? Explique seu raciocinio.

(a) Quando as células foram fixadas, coradas com tetréxido
de 6smio e examinadas sob microscopia eletrénica, as mem-
branas mostram uma aparéncia de “via férrea”, com duas li-
nhas escuras separadas por um espaco claro.

(b) O valor encontrado para a espessura das membranas
das células fixadas e coradas da mesma forma foi de 5 a 9 nm.
A espessura de uma bicamada fosfolipidica “nua”, sem protei-
nas, foi de 4 a 4,5 nm. A espessura de uma tinica monocamada
de proteinas era de cerca de 1 nm.

(c) Singer escreveu em seu artigo: “A composi¢ao média
de aminodcidos das proteinas de membrana nao é distingui-
vel daquela das proteinas soliiveis. Em particular, uma fracao
substancial de residuos é hidrofébica™ (p. 165).

(d) Como descrito nos Problemas 1 e 2 deste capitulo, pes-
quisadores extrairam membranas de células, extrairam os lipi-
deos e compararam a drea da monocamada lipidica com a drea
da membrana da célula original. A interpretagao dos resultados
tornou-se complicada pela questio ilustrada no grifico do Pro-
blema 1: a drea da monocamada dependia da forga usada para
presssiond-la. Com pressdes muito leves, a razdo entre a drea
da monocamada e a drea da membrana estava em torno de 2,0.
Com pressoes mais altas — supostamente como as encontradas
em células — a razao era substancialmente mais baixa.

(e) Espectroscopia de dicroismo circular utiliza mudangas
na polarizagio da luz UV para fazer inferéncias quanto a es-
trutura secundaria da proteina (ver Figura 4-10). Em média,
essa técnica mostrou que as proteinas de membrana tém uma
grande quantidade de hélices a e pouca ou nenhuma folha B.
Esse achado foi consistente com a maioria das proteinas de
membrana que possuiam estrutura globular.

(f) A fosfolipase C é uma enzima que remove o0 grupo po-
lar (incluindo o fosfato) de fosfolipideos. Em virios estudos, o
tratamento de membranas intactas com fosfolipase C removeu
cerca de 70% dos grupos polares sem interromper a estrutura
de “via férrea” da membrana.

(g) Singer descreveu em seu artigo um estudo no qual “a
glicoproteina com massa molecular aproximada de 31.000 em
membranas de células sanguineas vermelhas era hidrolisada
em glicopeptideos soliveis com massa molecular aproximada
de 10.000, apés tratamento triptico de membranas, enquan-
to as demais porgoes eram bastante hidrofébicas™ (p. 199). O
tratamento com tripsina niao causou mudangas grosseiras nas
membranas, que permaneceram intactas.

A revisio de Singer também incluiu muitos outros estudos
nessa area. No final, entretanto, os dados disponiveis em 1971
nao provavam conclusivamente que o Modelo C estava correto.
A medida que mais dados foram se acumulando, esse modelo
da estrutura da membrana foi sendo aceito pela comunidade
cientifica.



Resposta do ex. 25

25. (a) Modelo A: mantido. As duas linhas escuras sdo ou as camadas

de proteina ou os grupos polares dos fosfolipideos, e o espaco claro
é ou a bicamada ou o micleo hidrofébico, respectivamente. Modelo
B: nao mantido. Esse modelo requer uma banda corada mais ou me-
nos uniformemente circundando a célula. Modelo C: mantido, com
restricdo. As duas linhas escuras sdo os grupos polares dos fosfolipi-
deos; as zonas claras sdo suas caudas. Assume-se que as proteinas da
membrana nao sao visiveis, porque nao se coram com 6smio ou nao
se encontram nas regioes vistas. (b) Modelo A: mantido. Uma bica-
mada “nua” (4,5 nm) + duas camadas de proteinas (2 nm) somam
6,5 nm, que estd dentro do limite de espessura observado. Modelo
B: nem um nem outro. Esse modelo nao mantido faz predicées so-
bre a espessura da membrana. Modelo C: obscuro. E dificil conciliar
o resultado com esse modelo, o qual prediz que a membrana é tao
espessa quanto ou ligeiramente mais espessa (em virtude das extre-
midades das proteinas inseridas, que se projetam) do que a bicamada
“nua”. O modelo é mantido somente se uma quantidade substancial
de proteina se projetar da bicamada. (¢) Modelo A: obscuro. E dificil
conciliar o resultado com este modelo. Se as proteinas estdo ligadas
a membrana por interacoes i6nicas, o modelo prediz que elas contém
alta proporcao de aminoacidos carregados, ao contrario do que foi
observado. Também, uma vez que a camada proteica deve ser muito
fina [ver (b)], ndo deve ter muito espaco para um nicleo proteico
hidrofébico, de forma que os residuos hidrofébicos estariam expos-

tos ao solvente. Modelo B: mantido. As proteinas tém uma mistura
de residuos hidrofébicos (que interagem com os lipideos) e de resi-
duos carregados (que interagem com a dgua). Modelo C: mantido. As
proteinas tém uma mistura de residuos hidrofébicos (ancorados na
membrana) e de residuos carregados (que interagem com a dgua).
(d) Modelo A: obscuro. E dificil conciliar o resultado com este mo-
delo, que prediz uma proporcao exata de 2,0; isso pode ser dificil de
alcancar sob condicoes de pressao fisiologicamente relevantes. Mo-
delo B: nem um nem outro. Esse modelo nao faz predi¢des sobre a
quantidade de lipideos na membrana. Modelo C: mantido. Alguma
area de superficie da membrana esta ocupada por proteinas, de forma
que a propor¢ao deve ser menos de 2,0, conforme foi observado sob
condicées fisiologicamente mais relevantes. (e) Modelo A: obscuro.
O modelo prediz proteinas em conformacio estendida e nao globular,
portanto mantido somente se for aceito que as proteinas posicionadas
na superficie incluam segmentos helicoidais. Modelo B: mantido. O
modelo prediz principalmente proteinas globulares (contendo alguns
segmentos helicoidais). Modelo C: mantido. O modelo prediz prin-
cipalmente proteinas globulares. (f) Modelo A: obscuro. Os grupos
polares fosforilamina estao protegidos pela camada proteica, mas os
fosfolipideos somente estarao completamente protegidos da fosfolipa-
se se as proteinas cobrirem totalmente a superficie. Modelo B: manti-
do. A maioria dos grupos polares esta acessivel a fosfolipase. Modelo
C: mantido. Todos os grupos polares estdo acessiveis a fosfolipase.
(g) Modelo A: nao mantido. As proteinas estao totalmente acessiveis
a digestdo por tripsina, e praticamente todas sofrerdo muiltipla hidré-
lise, sem segmentos hidrofébicos protegidos. Modelo B: nao mantido.
Praticamente todas as proteinas estao na bicamada e inacessiveis a
tripsina. Modelo C: mantido. Os segmentos de proteina que penetram
ou que atravessam a bicamada estdo protegidos da tripsina; aqueles
expostos na superficie serao hidrolisados. As porcoes resistentes a
tripsina tém alta proporcao de residuos hidrofébicos.



