Q
Institu de Sao Carlos

ynliversidade de S3ao Paulo

Aula de Bioquimica

Tema:

Estrutura, funcao e dinamica de proteinas

Prof. Dr. Julio César Borges
Depto. de Quimica e Fisica Molecular - DQFM
Instituto de Quimica de Sao Carlos - IQSC
Universidade de Sao Paulo — USP
E-mail: borgesjcwiqsc.usp.br



TSP O

aversidadecde 530 Faulo Dogma central da Biologia

Instituto de Quimica de Sao Carlos

A Informacao é:

Armazenada =2 Decodificada = Executada
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Importancia e Funcao
Catalise enzimatica;
Transporte e estoque;
Movimento;

Suporte mecanico;

Protecao imune;
Sinalizacao intra e extracelular;

etc.

Variedade Funcional -2 Diferentes Estruturas Tridimensionais

Estrutura 3D = Estrutura Estavel em funcao do tempo
Estabilidade versus flexibilidade

Funcao e conformacao.
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Repertorio de 20 unidades basicas: Aminoacidos

Diferem entre si
pela cadeia lateral
(grupo R).

Aminoacidos: Propriedades

= 20 Aminoacidos “Padrao” diferem no seu grupo R considerando:
1) Tamanho 2) Formato 3) Reatividade

4) Carga 5) Formacao de ligacoes de Hidrogénio

Nomenclatura dos aminoacidos naturais

- Codigo de 3 Letras: 1° letra maiascula e duas minuasculas ex: Alanina: Ala

- Codigo de 1 Letra ex: Alanina: A
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- Carbono a - opticamente ativo (exceto glicina)

L] L d L] L] - L] + :

Aminoacidos possuem dois possiveis NHj

estereisomeros (imagens especulares nao '
superponiveis, ou enantiomeros):

- devido ao arranjo tetraédrico dos
ligantes ao redor do Ca

COO™

Sabor doce Sabor amargo b,L- oU (R.S)-
Aspartame

Y

T1R2

LL- ou (5,5)-
Aspartame

= Interacao espacial especifica

= Em proteinas: somente isomero L

CHO COO0™
X X _ : : :
-~ A : + :
Asa%ailatic (0] Phenylalanine E E
OH H O Methanol CHon R
HaN -CHy . .
5 L-Glyceraldehyde L-o-Amino acid

Aspartame
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Nomenclatura dos aminoacidos naturais

- Codigo de 3 Letras: 1° letra maiascula e duas minuasculas ex: Alanina: Ala

- Codigo de 1 Letra ex: Alanina: A

Asparagina -> aspargo
Glutamato — gluten de trigo
Tirosina — queijo (do grego: tyros = queijo)

Glicina — doce (do grego glykos = doce)
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Aminoacidos de cadeia Lateral

alifatica
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Isoleucina

COO~

.
Ile H.N—C—H

|
I H—t|:1—CH3
CH,

|
CH,

Glicina (?DO B
gly  HN C-H
H
G
Alanina [|300 -
Ala H?ﬁ [|1 H
CH
A 3
Valina {%OO -
v H&CH
CH
A4 ™
CH; CH;

Leucina {%OO_
Leu Hgﬁ—?—H
L ?Hz
CH
2N
CH; CH,4
Metionina ?OO_
Mot HallCH
CHs
M |
"
i
CHs

Prolina — Pro - P

COO~

C*”’H
H,N C|1H2

& e
H,C—CH,

Iminoacido
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Aminoacidos de cadeia Lateral Aromatica

Fenilalanina COO™ Tirosina ) {%OO -
CH
F CH, Y 2
OH
Triptofano COO-
+
Trp HSN—{|3 —H
W (|:ng
C _CKH
NH
\_/

Absorbancia

Os Aminoacidos Trp e

Tyr absorvem luz UV

Permite
monitoramento e
quantificacao

o]

Instituto de Quimica

de Sao Carlos

Tirosina

Fenilalanina

Triptofano

0
230 240 250 260 270 280 290 300
Comprimento de onda (nm)

310
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Sao aminoacidos polares nao carregados

Aminoacidos de cadeia Lateral hidrofilica

o]
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Glutamina

Serina COO-

+
S CH,OH
Treonina fT’JDO‘
Thr H31‘+~I—(|3—H
T H—C|3—OH

CH,

Cisteina COO™
CYS Hgﬁ_c _H
C CH,

SH

E|100‘
Q [|‘,Hz
"
C
X
N~ 0
Asparagina
Asn N ?OO
N H:-N—C—H
™
C
VAN
HN. 0
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Carga Positiva

Basicos

Carga Negativa

Acidos

Aminoacidos de

cadeia Lateral Carregada

o]
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Lisina CO0- Arginina {%OO‘ Histidina
; H,N—C—H COO™
Lys HSN—C|I—H Arg 7 His ., |
CH H:N—C—H
K TH2 R . g
CH
(|3Hz ?HE [
CH C—NH
i I‘LIHE H CH
Vs
CH, |4 C—N
o C—=NH, H
NH, |
NH-
Aspartato _ Glutamato COO~
0 H;N—C—H
Asp H.N—C—H Glu ST
E CH;
D 2 E
CH,
. .. COO~ . .. _
(Ac. Aspartico) (Ac. Glutamico) COO
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Curva de ionizacao de aminoacidos

Aminoacidos

o]
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Aminoacidos sao Ions dipolares ou Zwitterions — Anfoteros ou Anfoélitos.

. __r.
"HiN OH =-|i . *HqN O~ :|“ H-M 0"

\ Jwitterionic form

Concentration ——e

v

Both groups
protonated

Both groups
deprotonate

d

12

14
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Aminoacidos
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Curva de ionizacao de aminoacidos

NH, NH, NH,
pK; 4\ pK;
'H, ——  CH, ——  CH,
'0O0H 00~ 00~

0 0.5 1 1.5 2
OH~ (equivalents)

Ponto Isoelétrico: pl

pH no qual o somatorio das cargas de uma
molécula ionica dipolar é igual a ZERO

H H+ H H+ H
| Ny Py
R—?—CDDH + B—C—CO00- > R—?—GDD'
Net "NH, "NH, NH,
charge: +1 0 -1

Quanto mais distante o pH da solucao do
pl da molécula, maior sera a carga desta

1 1
pl = 5 (pKy + pKy) = 5 (2.34 + 9.60) = 5.97
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Aminoacidos
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A acidez de um aminoacido € maior do que o acido correspondente

1- Repulsao entre o grupo NH;* e o H* do grupo COOH
2- As cargas opostas dos grupos carregados estabiliza a espécie ionica dipolar

pk, 2 4 6 8 10 12

Grupos carboxila e H* H

amino substituidos +
por meti % CH,—COO-  CH,—NH, % CH,—NH,
H~ H"
Metilamina

O pK_ normal para um grupo
amino & de cerca de 10,6.

CH,—COOH

Acido acético
O pK, normal para um grupo
carboxila & de cerca de 4,8.

Grupos amino NH, H* NH Ht NH
e carboxil | i’ | f | -
na glicina H—C——CO0OH H—C—COO~ H—C—COO0~
= | g
H H H H H
a-Aminoacido (glicina) «-Aminoacido (glicina)
pK, =234 pK, = 9,60
Grupos com cargas opostas Atomos de oxigénio eletronegativos
diminuem o pK_ pela no grupo carboxila puxam os

estabilizacao do zwitterion.

elétrons para longe do grupo amino,
reduzindo seu pk_.
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Aminoacidos
Cadeia Lateral Ionizavel

Cargafinal: +1 0 -1 -2

l l :
0 1,0 2,0 3,0 0 1,0 2,0 3,0

(a) OH™ (equivalentes) (b) OH™ (equivalentes)
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Tabela 2.1 Valores tipicos de pK, de grupos ionizaveis de proteinas.
Grupo Acido - Base pK, tipico®
Q
Carboxila a terminal g — ([:: - 3l
P Gl /H P
o)
£ ; 0) 0
Acido aspartico [ S s 41
Acido glutamico e, = \O’H 5% o = ¥
H
N N
Histidina @ _ O 6,0
N\ N, NN,
H H
+ H
Amina o terminal —NQ.. H — —NQ‘“H 8,0
H
Cisteina - S/H —_— — 8,3
H
Tirosina O — 3 10,9
+ /H
Lisina . N\H —= ik N'\H 10,8
H H
H H
N- N
Argini H\N-—jrc/ T e H\N ¢ ,
rginina A ] = \ 12,5
N-H N-H
H’ H

*QOs valores de pK, dependem da temperatura, forca iénica e do microambiente do grupo ionizavel.

o’

Instituto de Quimica de Sao Carlos

=» Cadeia Lateral Ionizavel

-> A capacidade de ionizacao
influencia a reatividade quimica do

aminoacido.

- As Cargas elétricas das cadeias
laterais dos aminoacidos nas
proteinas geram proteinas carregadas

e portanto com pl
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Aminoacidos: Outras modificacoes

o]

Fosforilacao, Hidroxilacao, Carboxilacao,
Acetilacao, Metilacao, Glicosilacao, Pontes Dissulfeto

O

] HN
D—F—D—CHE—{%H—CGG +ij—NH—CHE—GHE—GHE—(EH—GDD_ H
&
- + HN |
0 NH, | "NH, HO—C——CH,
Fosfosserina CH - {lj (le coo-
o-N-Metilarginina Nl
O CH, 1 H
| +
0 +NH3 C=0 NH; s

Fosfotreonina CH, H;N—CH,— (|3H— CH,—CH, —(l'JH— COO~

5 6-N-Acetil-lisina Ol “NH,
o - NH, 5-Hidroxilisina

0O—P—0 CH,—CH—COO (|3
By | e
0 *NH, b L em 0
Fosfotirosina SNTTON ,/"O'“‘*EQC_D_P_OQCHE _?H_CDO_
H H, 0 *NH,
H H
OH OH ?DD_
CH;—NH—CH,—CH,—CH,—CH,—CH—C00" | T 000 CH-OH, ~0H-C00"
+ NH3 " NHa

6-N-Metil-lisina

y-Carboxiglutamato

Instituto de Quimica de Sao Carlos
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Fosforilacao, Hidroxilacao, Carboxilacao,
Acetilacao Glicolizacao, Pontes Dissulfeto
(|300— (|300—
H,N—CH H,N—CH
Cisteina (|3H2 (|3H2 g
| OH* + 2e~ | ®
SH S
- j = | Cistina Disulfide
SH N\ S
| 2H* + 2~ |
CH, CH,
Cisteina | N | N
(|3H —NHj; CH—NH;
COO- COO~

HSe—CHy;—CH—COO™

|
*NH,

Selenocysteine
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= HO
] ;o\
00C —,CH, —(CH, CH, HO CH,
i N . U
H3N _'}'CHZ HgN _CHZ H3N _CH2
v-Aminobutyric acid (GABA) Histamine Dopamine
0
| CH, —C=N
HN —C —NH, NH . .
| | H;N —CH —C00~
CH, CH,
B-Cyanoalanine
CH, CH,
CH, CH, 0
|

+ +
H;N—CH —C00~ H;N—CH —C00™

|

+
H;N —CH —C00™

Citrulline Ornithine

Aminoacidos: Derivados e variacoes

H;N—CH —C00™

Homocysteine

CH, —0—C —CH #

Azaserine

o]

Instituto de Quimica de Sao Carlos

HO 0 CH,

+ |

| , HsN—CH —C00™

Thyroxine

CH, —CH, —SH

— N~

OH OH

H;N —CH —C00"~

S-Adenosylmethionine
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Aminoacidos moldam as propriedades das proteinas

- Diferentes cadeias laterais = tamanhos, formas, cargas;
- Capacidade de preencher o interior da proteina;
- Capacidade de formacao de estruturas secundarias;
- Capacidade de ionizacao e reatividade quimica;
- Capacidade de interacao com ions;

- Capacidade de formar ligacoes de Hidrogénio.

> INTERACAO COM A AGUA!!!!!

Observacao
As funcoes das proteinas derivam da diversidade e versatilidade

dos 20 aminoacidos naturais e suas variacoes
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Polimeros de aminoacidos

o]

Resultado da uniao do grupo a-carboxil no aminoacido n com o grupo a-amino do n+1

Two aminoe acids

Remowal of a

S Jormanon of
the CO—NH

Carboxyl end

warter molecule...

Ligacao Peptidica
Equilibrio: hidroélise
Residuo = Unidade Repetitiva
- t;,,= 7 anos em condicoes brandas

Nomenclatura:

- Sequéncia de aminoacidos
XYZ # XZY

Peptideos
Composicao variavel de aminoacidos
Variacao dependente de 20"
n: naumero de aminoacidos no polimero
202%: 400 dipeptideos com aa padrao
203: 8000 tripeptideos

Instituto de Quimica de Sao Carlos
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Peptideos: < 50 aminoacidos - muitos com atividade biologica
Polipeptidios: >50 e <100 aminoacidos

Proteinas: a priori > 100 aminoacidos

n=100 > 20100 = 1,27x10!3° proteinas diferentes de 100 aminoacidos padrao

Polimeros de aminoacidos

Massa Numero de Numero de cadeias
molecular residuos polipeptidicas
Citocromo ¢ (humano) 12.400 104 1
Ribonuclease A (pincreas bovino) 13.700 124 1
Lisozima (clara de ovo de galinha) 14.300 129 1
Mioglobina {coracio de equinos) 16.700 153 1
himotripsina {péAncreas bovino) 20,200 241 a
Guimotripsinogénio (bovinos) 25,700 245 1
Hemoglobina (humana) 64,500 574 4
Albumina sérica (humana) 66,000 609 1
Hexocinazse (levedura) 107,900 872 a
RNA-polimerase (E. coli) 450,000 4. 158 b
Apolipoproteina B (humana) 513.000 4.536 1
Glutamina-sintetase (E. cold) 619,000 5.628 12
Titina (hurmana) 2.993.000 26.926 1

o’

Instituto de Quimica de Sao Carlos
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E Rigida e Planar

- Ressonancia: Caracteristica de ligacao dupla
'ﬁ' ':|-_|:'E-— 0"
|

C Cpo —> C.. &+
~co N7 T ~ol NT .

(¢) The wrue electron density is

A pure double bond between C intermediate. The barrier to The other extreme would prohibit
and O would permit free rotation C — N bond rotation of about C — N bond rotadon but would
around the C —N bond. 88 k] /mol is enough 10 place 100 great a charge on

keep the amide group planar. Oand N.
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o]

E Rigida e Planar

: Restricao
Extremidade
carboxiterminal conformacional
'Y angulacao Phi e Psi 2
¢ Estrutura
Extremidade . o .
aminoterminal tridimensional
i
= Conformacao Trans é favorecida por - Exceto para a Prolina, choques
reduzir choques estéricos entre os grupos R ocorrem em ambas conformacées

,:;gj -—«“"

Trans Cis

Trans
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Rigidez e Planaridade

Angulos Phi e Psi em 0° > Impedimento estérico devido a sobreposicao entre:

1) Hidrogénio alfa-Amino do Aminoacido n e o Oxigénio alfa-carboxiln + 1

2) Grupos R

-> Diagrama de Ramachandram

Mostra os angulos ® e W permitidos

+180

120

&0
|
L

&0 I

. | AR

-
_1B0D — — 4 |

B0 -120 60 0 60 120 4180 {6 =90° y=-007)
Disfavorad

n-rrrrﬂ-I-I—j-
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Primary structure AT aciys

Estrutura Primaria
- sequencia de aminoacidos

Estrutura Secundaria
- Hélice-a
- Folhas-f8
- Outras

[-pleated sheet

Estrutura nativa = Funcional
- Estrutura 3D - Existem excecoes
- Proteinas naturalmente

Tartiary

i desenoveladas
Estrutura terciaria - Regioes desprovidas de estrutura
organizada
> 3D Q
> AG<O0 |

Quaternary
siructure

Conjunto de estruturas Estrutura
em conformacoées Quaternaria
termodinamicamente Protomeros

similares
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Estrutura Primaria

¥

Estrutura Secundaria

Estrutura Terciaria J

Estrutura Quaternaria

Regulacao

(@) (S

—— \
I 1
@ % atoee/A _'I.l_

Sinalizaqio

= O

szsporte
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secondary structure

quarternary structure -
tertiary structure

primary structure
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= Estrutura helicoidal a direita

Hélice com giro
para a esquerda

Hélice com giro
para a direita

= Estabilizacao por ligacoes de H entre
AA proximos

C,—C=0----H-N-C, 2 n + 4 paralelas a
direcao da cadeia

=> Distancia entre residuos
adjacentes = 1,5 A

=>Rotacao de 100° entre AA

Heélice a

Robert
Corey
1897-

1971

O Rz
D Risi .h H I I;!..+3
n l n+l n+2

n+3

Instituto de Quimica de Sao Carlos

oW g
) fN‘»‘_C,F-I"-__M_
II ‘N

0 Rus
n+5

v -

Extremidade aminoterminal

adjacentes = 3,6 residuos por volta = @ Carbono

() Hidrogénio

paSSO OOxigénio
° °Nitrogénic Esbrernidiad G e
=1 Passo = 5,4 A @ Grupo R remidade carboxitermina

\l"  Grupo lateral



Universidade de Sao Paulo Hélice a Q

Instituto de Quimica de Sao Carlos

Interacoes entre cadeias laterais adjacentes podem estabilizar ou desestabilizar a Hélice a

- Gly e Pro nao participam por flexibilidade e rigidez, respectivamente

= Plot de Ramachandram
de Hélice a

- Angulacao Phi e Psi
caracteristicos

Torcao de
hélice
+180

L |

Favorece
interacoes
produtivas

nas faces

da hélice

120

=

T
Left-handed
Relix (very rare)

Predilecao de
aminoacidos GO

Depende das 120 = Right-handed
helix {(common)

caracteristicas da cadeia I | i |

180
lateral e volume de 180 120 -60 O 60 120 +180
aminoacidos adjacentes o ——s
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Interacoes entre cadeias laterais adjacentes podem estabilizar ou desestabilizar a Hélice a

Extremidade
aminoterminal

Momento dipolo
da Hélice a

As extremidades da
hélice nao realiza
ligacoes de H

Hélice a e suas faces

Volume e carga dos aminoacidos na faces
adjacentes (a cada 3-4 aminoacidos) afetam a
estabilizadas por

estabilidade
Aminoacidos de

carga oposta
Extremidade
carboxiterminal

- Podem ser
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Padrao de Ligacoes de H em hélices polipeptidicas

N° de atomos conectados pela volta completa

NS

N° de residuos
envolvidos na
volta completa
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Padrao de Ligacoes de H em hélices polipeptidicas

340 helix o helix n helix 0
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= Estrutura estendida em ziguezague

=> Estabilizada por ligacoes de H pela C,—~C=0 e H-N-C_, da cadeia principal de AA distantes
' na sequéncia de aminoacidos

= Requer segmento adjacente para formacao das ligacoes de H
- Distancia entre os Carbono alfa de AA adjacentes de 3,5 A

= Ligacoes de H perpendiculares a direcao da cadeia

=>Cadeia lateral se projetam da estrutura em ziguezague

(a) Folha Cadeias laterais
Visao lateral

(abaixo)

Estrutura distendida da cadeia peptidica em folha beta
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Z Folha B-pregueada ittt de Guimic e Sho Garo

- 2 tipos com diferencas estruturais e padrao de formacao de ligacao de H

(b) Folha 3 antiparalela
Visao superior

=»Plot de Ramachandram de Folha Beta

- Angulacao Phi e Psi mais ampla

+ 180 -
120 Beta strands
L
(c) Folha g paralela ‘ 0
Visao superior

4 |
B0 120 «180
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= Conectam os segmentos de Hélices Alfa e Folhas beta

= Mudam a direcao da cadeia

Sao estruturas estabilizadas por
ligacoes de H entre os grupos C -
C=0 e H-N-C, da cadeia principal

do AAnen + 3.

Volta 3 tipo | Volta g tipo |l

Pro: anel rigido e assume conformacao Cis > comum no tipo I
Gly: pequeno e flexivel > comum no tipo II

R H 5

\'_
¢ H |
NN R H L g Alcas
/ — C_ 7" - :
0 P 7 NN Sao segmentos maiores de 8
H "?ZD o a 16 residuos de AA com
trans cis estrutura variavel

Isémeros de prolina
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S Diagrama de Folhas 8 Hélice tripla
antiparalelas Folhas 8 do colégeno  Foihas B torcidas
Ramachandram dos paralelas para a direita

diferentes tipos de Estruturas

secundarias +180 Hélice a de
. . sentido anti-horario
- Permite analisar a 120
estereoquimica de modelos
3D de proteinas 60 |
e
5 Of
+180 = - Hélice o de sentido
_eo [ | horario
120 .
e p —-120 |
60 - i l -u\;:.
= . ; —180 :
3 ' —180 0 +180
- 0
2 a raus
2 . (a) ¢ (graus)
—60 =
- Diagrama de Ramachandram da Piruvato
—120 | Kinase
_1g0 mte— | ’ - Cada ponto representa 1 residuo (Exceto Gly)
—180 0 +180 = Ferramenta de analise da qualidade de

(b) ¢ (graus) estruturas de proteinas
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Preferéncia relativa de estrutura Secundaria pelos diferentes AA
- Depende da seqiiéncia de AA - estrutura primaria

> E possivel predizer a estrutura secundaria de uma seqiiéncia por Bioinformatica

o« Helix (3 Conformation B Turn

Glu

Met

Ala

Al . . Leu
Preferéncia relativa dos Lys
diferentes aminoacidos em  Phe
assumir estrutura Gln

secundaria tipo: 'Il;rep

Hélice a Val
Folha 3 Asp

Voltas B ';:sg

Thr
Ser
Cys
Asn
Tyr
Pro
Gly
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Relacionamento espacial entre todos os aminoacidos de um polipeptidio

= Representada pela Estrutura tridimensional (3D)
- Depende do balanco geral das interacoes nao-covalentes
=> Estabilizada por interacoes diversas entre as cadeias laterais e pontes dissufeto
=» Ligacoes de H tém pequena contribuicao - devido a competicao com a agua

- Especificam a estrutura secundaria

Coordenacao por ion Interacoes Atracao
metalico hidrofobicas eletrostatica

\
Pontes dissulfeto Ligacoes de H entre grupos R
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Instituto de Quimica de Sao Carlos

Estrutura Supersecundaria
Combinacoes entre diferentes arranjos de estrutura secundaria
- Formam padroes comuns/recorrentes de enovelamento:

- Formam dominios caracteristicos de familias de proteinas

Unidade Bap

Meandro 3

Chave grega
Unidade alfa-alfa (Barril B)
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D o minio S Instituto de Quimica de Sao Carlos

- Estruturas autonomas funcionalmente;

- Consistem em combinacoes de motivos;

- Proteinas pequenas tem 1 dominio: € a propria proteir
- Varia de 25 a 300 residuos de aminoacidos;

- Proteinas com mais de 200 residuos 2> multidominios
- Geralmente conectados por loops, dobradicas

ou segmentos flexiveis ou por interacoes fracas;

- Conservacao de dominios: familias de proteinas.

1PFK
I Fosfofrutocinase
Fosfofrutocinase
Fosfofrutocinase
- Fosfofrutocinase

ATP-dependente

FIGURA 4-19 Dominios estruturais do polipeptideo troponina C. I Eccherichia colf




LISYE

gnliversidade de Sao Paulo

o]

Relacao Estrutura — Funcao Biologica

Auséncia de estrutura nativa - Auséncia de funcao

BSA: ~600 AA

Conformacao B8
2.000 x 5 A

S o
Hélice a Forma globular nativa
900 % 11 A 100 % 60 A

Lisozima

Ribonuclease
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Dominio N-terminal da
imunoglobulina humana
(PDB acc. Number: 7FAB)

Sanduiche 8

Proteina de ligacao ao retinol (PDB acc.
N Number: 1RBP)
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Do minios Instituto de Quimica de Sao Carlos

Triose-fosfato-isomerase
(TIM)

247 residuos
Enzima de galinha
(PDB acc. number: 1TIM)
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- Algumas proteinas desnaturadas podem renaturar in vitro

] RNase A
native molecule

Reduction with
HOCH,CH,SH
(denaturing

O,atpH8

(renaturing

conditions) Reduced
denatured
molecule

Y conditions)
o (
[RUWG OX|dat|on with &g / )

Agentes desnaturantes de
proteinas freqiientemente

utilizados no Lab de Bioquimica:

0O
L
HaN™ NHa Hy
HO -
Urea “-._ﬁf “‘-...HS/H
MH; ’
: + B-Mercaptoethanol
C Cl~
HaN" “NH;
Guanidinium chloride
- Acidez
- Temperatura
- Detergentes
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- A Rnase A pode ser renaturada pela dialise na presenca de um agente redutor

- Agente redutor “catalisa” o enovelamento correto

5% Ureia

1
B-mercaptoetanoi Reenovelame;to

Incorreto

Scrambled ribonuclease
Atividade= ~1%

Denatured and reduced ribonuclease
Atividade = 0%

Native ribonuclease
Atividade = 100%

Trace of
B-mercaptoethanicl

- RNase A possui 4 pontes dissulfeto:

1 1 1 1 il
T 3 3 1 105 Atividade

~ 100%

105 combinacoes diferentes possiveis

1 delas esta relacionada a estrutura funcional Native ribonuclease
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-Cristian Anfinsen

—>As informacoes necessarias para uma proteina obter sua Cristian
estrutura nativa estao na seqiiéncia de aminoacidos da 1 gzﬁnf‘;;g
proteina. Nobel Prize

in Chemistry

= Dogma de Anfinsen in 1972

Anfinsen escreveu em 1964:

“Me ocorreu recentemente que alguém deveria considerar a SEQUENCIA de uma molécula
PROTEICA, enovelada em uma forma GEOMETRICA precisa, como uma linha de uma
MELODIA escrita de forma CANONICA e entao desenhada pela NATUREZA para enovelar
SOZINHA, criando acordes HARMONICOS de interacdo consistente com a FUNCAO
BIOLOGICA....”
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A Informacao é:
Armazenada = Decodificada = Executada

- — EE—— p—
o — e
Ay 2 s v

.
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“O efeito ou colapso hidrofobo”
= A introducao de um composto hidrofobico perturba a rede de agua;
= A agua tende em minimizar seu contato com as moléculas hidrofobicas;
= A organizacao de camadas ou “gaiolas”’de agua entorno de compostos apolares

= Alto custo entropico.

= Exclusao do composto apolar da fase aquosa - Interacoes hidrofobicas (AH < 0)
= Formacao de aglomerados apolares reduz a area de contato com a agua
=>» Liberacao de moléculas de H,0 das gaiolas - Menor perda total de Entropia

% Moléculs apolar S P .
Molécula apolar
_ - Molécula apolar
qp Molecula apolar
% & P
o $ @
'
. 14 H,0 “presas” na gaiola 9 H,0 “presas” na gaiola

Gaiola de Hzo 5 H,0 “livres” no meio
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“0 efeito ou colapso hidrofobo”
Ex: Mioglobina
John Kendrew et al., 1950.
- Polipeptidio de 153 residuos -45x35x25A - muito compacta
- 8 hélices a (70% dos residuos) - Algumas hélices a sao anfipaticas
- Azul: Aminoacidos Hidrofobicos enterrados no interior > Excluidos da agua

- Residuos polares no interior estao interagindo com o Ferro e Oxigénio

Aminoacidos hidrofobicos (em amarelo) estao, na maioria, protegidos do solvente!

A estabilidade depende do empacotamento hidrofébico
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“0 efeito ou colapso hidrofobo”

= Existem excecoes a regra=> proteinas de membrana

Linguagem de 20 aminoacidos
permite a diversidade estrutural
das proteinas

Water-filled Largely hydrophobic
hydrophilic channel extorior
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O Enovelamento de Proteinas

em termos da AG

Um conjunto de proteinas nao-enoveladas no meio aquoso enovelam-se,
espontaneamente (AG < 0), para atingirem um estrutura organizada com baixa AS.

AG= -20-65 kJ/mol

Proteinas sao marginalmente estaveis!

AG = AH gy, —~TASg e <O

Thermodynamic of Protein Folding

Hydrophobic Effect
(-TAS << 0)

H-Bonds Effect
(AH < 0)

van der Walls
Interactions (AH << 0)

N<— U

Net Protein
Stability (AG < 0)

Chain Conformational
Entropy (-TAS >> 0)
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- O enovelamento ou a desnaturacao € cooperativo ou abrupto

=0 enovelamento ocorre de maneira hierarquica - porcoes locais enovelam primeiro e
sucessivamente 100

Ribonuclease A

= Intermediarios do enovelamento sao observados 80 | ]

=» Falhas no enovelamento ocorrem - doencas 60 I i

Tm

40 -
Apomioglobina

20

Porcentagem de desdobramento

0 20 40 60 80 10cC

100 — Unfolded

—
)
[

Temperatura (°C)

100

80 |- —

Ribonuclease A
60 .

[Protein unfolded], %
al

20 |- —

Porcentagem de desdobramento

Folded

0 1 2 3 4 5
(b) [GdnHCI] (m)

[Denaturant] —
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Paradoxo de Levinthal
- 1 proteina de 100 residuos
- Cada residuo experimentando 3 posicoes = 3100
- Tempo de teste para cada posicao > 1013 seg

~>Tempo total = 3190 x 1e13 seg = 10%7seg = 1,6e27 anos

“o0 tempo necessario para uma proteina de 100 aminoacidos enovelar-se testando 3 de
todas as possibilidades conformacionais possiveis, ou seja randomicamente, seria maior do

que o tempo do Universo”

t= 13,7 bilhoes de anos = 4,3x1017 seg

In vitro
- O enovelamento ocorre em menos de 1 segundo
In vivo

- Nos estamos aqui!!!!
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O Enovelamento de Proteinas € Hierarquico e

- Proteinas se enovelam por uma série de ajustes conformacionais que reduzem
sua energia livre e entropia até atingir o estado nativo

= Tem controle termodinamico

= Tem controle Cinético

Vias de Enovelamento

Sequéncia de aminoacidos de um peptideo de 56 residuos.
MTYKLIL NGKTLKGE TTTEAVDAATAEKY FKQYANDN GVDGEWT YDDATKTF TVTE

Lﬂ") é\ \ﬁ\ \

8-15 30-37 45-52
W

| v/

\}\ " g 54

28-39

\,/-

41-56

28-56

Energia

Teoria do Funil

NS
O R ¢
I

Percentagem de residuos da proteina
na conformagdo nativa

Intermedidrios com

dobramentos distintos

Estrutura
nativa

=~ 100
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Diagrama energia-entropia: funil de energia

- Funil direto

Sem intermediarios

Processo lento de busca
pela estrutura nativa

-> Funil simples
- Parede suave
- Multiplas vias

- Enovelamento aleatoério e estavel .
N rapido N - Espaco conformacional

- Sem intermediarios aleatorio amplo

* /> Funil com
/" intermediario
~". Intermediario estavel
- Enovelamento rapido
para o intermediario
- Lento para a proteina

N Nativa

- Funil + comum
- Multiplos intermediarios
semi-estaveis
- Vias definidas
- Proteinas multidominios
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Segue vias ou rotas sem testar todas as possibilidades!

_;H 1) Segmentos locais de estrutura secundaria > < 5 ms

// - fase explosiva envolve a formacao de estrutura secundaria local

-> foldons: elementos locais estruturados - Choque de foldons
- Formacao de cernes hidrofobicos locais

- — - Colapso hidrofobico = molten globule ou glébulo fundido

' Rg 10-15% do que o da proteina enovelada

“ ‘ ‘ 2) Estabilizacao da estrutura secundaria
o ‘ - - Formacao da estrutura terciaria > 5 a 1000 ms
£y J - Estruturas “domain-like”
i 4
(1'“ 'w,,: 5\ 3) Organizacao sutil e rigida das interacoes
lw -> Direcionamento das ligacoes de H
\‘T”‘ - Expulsao da agua do cerne hidrofobico
VY
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- O enovelamento & auxiliado ou assistido
Chaperonas moleculares

- 15 a 20 % das proteinas bacterianas em condicoes nao estresse necessitam de auxilio

para o enovelamento

- As chaperones moleculares auxiliam o enovelamento e previnem a agregacao de

proteinas em condicoes de estresse
- Elas nao interferem na estrutura final das proteinas

- O Principio de Anfinsen é respeitado - “A estrutura de uma proteina é codificada pela

seqiiéncia de aminoacidos”

cC Mon=-native Mon=-native Mon-native
states S'[HTES states
& - - an -
N N r R
h ll II II|
EI III : |'I i I| |'I
st f ! | /
2 || i F\H Kinetically trapped I| i | 'l' Kinetically trapped | III W
L N I|' intermediate | ! I| intermediate | {
i I | |
| ¥

Mative protein

/ /
II'- Mative protein
Spontaneous

Mative protein

Iterative annealing Confinement
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Enovelamento de proteinas

- 0O enovelamento € auxiliado ou assistido

(1) A DnaJ se liga a proteina (2) A Dnad estimula a
ndo dobrada, ou 2P hidrélise do ATP pela
parcialmente dobrada, )

DnaK. A DnaK-ATP se
liga fortemente a proteina
néo dobrada.

e depois & Dnal.

ZIA
2
b-'"ll'
Proteina
néo dobrada _
Para o (4" ) Proteina
sistemaa—f;s j: Sercialmonte .
. GroEL =4 . ,&I"" dobrada |
:'. . «% ATP|
¥ —]'* GrpE
Proteina r’/ j > | =B
Elnl:%ada S ¢ |
conformacio L .
nativa) . %%J’*
= E ]
| +..cf' P ADP + GrpE (+ DnadJ ?)
ATP &
(4 O ATP se liga a (3) Em bactérias, o fator
DnakK, e a proteina de troca de nucleotideos
se dissocia. ' GrpkE estimula a

liberagdo de ADP.

o’

Instituto de Quimica de Sao Carlos
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- O enovelamento é auxiliado ou assistido
(1) A proteina ndo | —— Proteina ndo dobrada () Liberagdo da proteina
dobradaselign /" 1% o A o 2 < em seu estado

GroEL

m‘ i - 1 I
— 7 ATP GroES = E .t. ‘
(@) 7 ATP e GroES se
ligam a4 GroEL com
(a) a fenda preenchida.
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- O enovelamento é auxiliado ou assistido

- Foldases

Pontes dissulfeto erroneas
Prolil-peptidil-cis-trans
isomerases

- Proteina inativa

- Isomerizacao de cis-
trans de prolinas

Reduced
PDI

Cis X-Pro
peptide bond

Non-native S-S bonds Mixed disulfide /“/

Oxidized

Pontes dissulfeto
1 corretas

Proteina Dissulfeto isomerase

- Isomerizacido de pontes ~ Proteina ativa

dissulfeto

- Reacoes de oxido-reducao



LISYE

o wersidade ceSoo Raule Enovelamento de proteinas iR A e

- Balanco de sintese, enovelamento e depuracao de proteinas

- O enovelamento incorreto - causa doencas degenerativas e amiloides

“Z-3%

Nativa Mal dobrada ou Desnaturada

Ex: mal de Parkinson e Alzheimer

Ribossomo

Enovelamento J " -
Chaperonas | h=y 4 ¥4
Enovelamento - Protema

—— - f
lntermedlarlo Desdobramento nativa \\*L—/() 'I_

Poli peptldeo ’ ) f-r-._) J = parcialmente desdobrada
nascente Desdobramento Fragmento:
peptidicos

Remodelamento
Chaperonas |

ot i AR ARRAS-
;P Sistema WW\-D
f' % ubiquitina- /‘W—— Autoassociacio
ﬁ Y -proteossomo l

D a A a 3
i AReRsRD Proteina mal

Chaperonas dobrada
Aga cao
r
1

I Il -
Agregados Fibrilas
amorfos Oligbmeros amiloides Estrutura central da
< fibrila amiloide
=
e (a) Qutros arranjos de protofilamentos
: ~z=m
. L
L I
l Autofagia
__ . '-"_“'\__...-I

Fragmentos peptidicos

(b) Peptideo B-amiloide (c) Fibrilas amiloides
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- Causa doencas degenerativas e amiloides Ex: Doenca da vaca louca

Proteina prien humana (PrP
- Ex: mal de Parkinson e Alzheimer —— > o

(@)

SSTNVG _

o . i :
b gﬁéibce C ..‘%Héum C

(e) Prpec PrPsc imodela)
—_ [
Hélice C ;

" Hélice B

(c)
125 A

Hélica C

>

Hélice C

Agregado de PrP* (modalo)
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IUPs: intrinsically unfolded proteins

o]

- 1/3 das proteinas humanas sao ou possuem regioes desordenadas
- carecem de estrutura terciaria ordenada
- ricas em aminoacidos hidrofilicos (Arg, Lys, Glu, entre outros)
- desprovidas de aminoacidos hidrofobicos volumosos - dificuldade em compactar

- proteinas regulatorias - enovelam-se quando interagem com o alvo molecular

- maximiza - Podem
superficie de funcionar
contato devido como

a flexibilidade
molecular -
reduz tamanho
relativo a uma
proteina
globular

inibidores por

se “enrolarem”

nas proteinas
parceiras

\ 4
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IUPs: intrinsically unfolded proteins
- Podem funcionar como “linkers” entre dominios ou regioes de recrutamento de ligantes
- 1 IUP pode interagir com dezenas de parceiras
(a)

ODS
: e pS3 e alguns
Y e de seus

parceiros

== N-terminal

Ll C-terminal

L Sirtulna

bromo

H\/ﬁw«f
VY T

0 100 200 300 400
Residuos de aminoacidos

¢ 51008 (BB)

Pontuaciao PONDR
(=)
(%) ]
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- As proteinas “Pulsam” ou “respiram”
- Medidas termodinamicas mostram que as proteinas sao “marginalmente” estaveis
- Proteinas de termofilos
- Mutacoes sitio-dirigidas

- Colageno de diferentes espécies tém diferentes estabilidades

Movimentos intramoleculares

> oscilacdes atémicas: deslocamento espacial das ligacoes levando variacées de 0,01 - 1 A
com tempos de 10-15-10!! seg.

> movimentos coletivos de grupos de Atomos covalentemente ligados de 0,01 - 5 A com
tempos de 10-12-1013 seg. > Frequéncia variavel.

- ajuste induzido: deslocamento espacial de grupos/dominios com variacoes de 0,01 - 10
A com tempos de 10°-103 seg.
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Experimentos de troca Tritio-H*

80

- troca de deutério no nicleo Deoxyhemoglobin

compacto da proteina dependente

de temperatura e tempo

o))
o

- desenovelamento local
transiente devido ao movimento

de inflar/desinflar

Oxyhemoglobin

Exchangeable H*/heme Fe
n
o

ol 1 1 1 1 1 1 1 1 1
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- estrutura por difracao de
Raios X - fotografia

instantanea

- RMN - mais realistico

= A estabilidade das proteinas é controlada para manter suas funcoes
= Mudancas conformacionais e flexibilidade - estabilidade maior - rigidez
= Permitir regulacao por ligantes diversos - Alosteria - ativacao e inativacao regulada
= Permitir rapida degradacao - quanto maior a estabilidade mais dificil seria a degradacao
= Permitir transporte por membranas - os poros e canais sao pequenos

= Permitir o escape de armadilhas nas vias de enovelamento
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Estrutura Quaternaria
Reuniao de diferentes subunidades
Interacoes entre grupos laterais de cadeias diferentes
Mesmas interacoes que na estrutura terciaria

- Possuem diversos eixos de simetria cristalina

o]

Instituto de Quimica de Sao Carlos

Holohemoglobina
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- Possuem diversos eixos de simetria cristalina

F N

S

G

(c) Tetrahedral Octahedral (cubic) Icosahedral
symmetry symmetry symmetry
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Estrutura Quaternaria

Reuniao de diferentes subunidades

RNA '

polymerase ,_a:lli
b5

Ribosome

Pyruvate B0sH
dehydrogenase - -
structural core

-
o S

TAP homomultimer x 60

TAP homomaultimer x 14

Gro

o’

Instituto de Quimica de Sao Carlos

Complexos
proteicos

Large protein complexes in the bacterium
Mycoplasma pneumoniae. M. pneumonias
causes some forms of pneumonia in hu-
mans. This species has one of the smallest
genomes known (689 protein-encoding
genes)., Most of those genes are likely to
represent the minimum proteome of a living
cell. The cell contains several large com-
plexes found in all cells: pyruvate dehygro-
genase (purple}, ribosome (yellow), GroEL
(red), and RMNA polymerase (orange). It also
contains a rod (green) found only in some
bacteria. [Adapted from Kidhner et al. (2009).
Proteome organization in a genome-reduced
bacterium. Science 326:1235-1240]
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Proteinas assume uma forma aproximadamente esférica
= A cadeia se enovela entorno de si mesma formando uma estrutura compacta

= Geralmente soluveis em agua

= Mioglobina e Triose fosfato isomerase
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Proteinas filamentosas com a cadeia distendida ao longo de um eixo

= Funcao estrutural e de sustentacao v J ¥

- Insoliveis em agua 354 ] g T .3

A | @wa“' i '3 Tege JO

» ° . . 5.7 ’ -

= Colageno e Queratina = helicoidal . *3 2 ® - *g o3

® . X {

o . i —> @ #gd“’o"h& R

=> Fibroina (seda) > Folha 3 antiparalela 20,9 0% J;_a Jad

4 P W :

Presente em insetos e aranhas “'&ua VP0G 2 H@9
Flexibilidade devido ao deslisamento dos planos de folhas /J e

| (a) Ala side chain Gly side chain

v

. Folhas g antiparalelas

Fiandeiras da aranha

(a)
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Proteinas Fibrosas

= Colageno
—>Principal proteina de sustentacao
- 30 genes 2> 19 tipos diferentes de colageno

- Tendoes, cartilagens, matriz organica 0ssea e cornea

~ 1000 residuos
35%= Gly 11%= Ala

= Baixo valor nutricional: gelatina

21% = Pro ou Hyp

958

Pro — Arg Pro Ser — Ala —

Ser Lys — Asp Leu — Asn —

o]

Instituto de Quimica de Sao Carlos

Repeticao do tripeptideo
Gly-X-Y
X= Pro
Y= Hyp

- Forma uma tripla-hélice a
direita

Somente Gly pode ser acomodada

entre as cadeias

Leu Pro — lle

Arg — Thr Asp — Ala —

Pro —SRNRN

Pro — Arg

Pro — Ala Pro

Pro Pro Pro — Pro —
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= Colageno
- Hélice com volta a esquerda - cadeias alfa - 3 aminoacidos por volta:
- Tripla-hélice com giro sutil a direita -Gly no interior

- 3 cadeias supertorcidas entre si
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= Colageno

-ligacoes de H intercadeias N

Pro e 4-Hyp induz torcao acentuada
da hélice

Chain 1 Chain 2 Chain 3 Chain 1
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= Colageno
= A Conformacao do C gama da Pro e HyPro interferem no enovelamento da cadeia - G-P-
HyP
O O

T bt
N

\ HO \

C,-endo 5 C.-exo

Proline 1 4-Hydroxyproline

Resisténcia térmica
Sem HyPro Com HyPro
Tm 41°C Tm 69°C

- A reacao de hidroxilacao da Pro € independente de Vitamina C - Prolina-4-hidroxilase

- Entretanto, a mesma enzima participa de outra reacao que gera Fe3* 2> sem atividade
HyPro

- A Vitamina C regenera o Fe?*
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= Colageno

=0 entrelacamento do colageno suporta a
pressao

= Pontes covalentes entre Lys-HyLys

g ™,
Heads of collagen Cross-striations H_Nx f—IN_H
molecules 640 A (64 nm) /CH—CHz—CHz—CHE—CH=N—CHz— '?H— CH;—CHj; —C\
_ ” o ) =5 OH /=0
haiane | Ixﬂe-]l. W e S
Lt ‘“'T' fij, ‘HT Tqm}d Polypeptide Lys residue HyLys Polypeptide
Ll_[, ol Y E? chain minus e-amino residue chain
| .-..,.,,I . 19 ' . m—a group (norleucine)
o e ,f::'d._;d -

Dehydrohydroxylysinonorleucine

-y —--"H I‘L’E-"ﬂ- :;4..;_-""!.";-. ‘L'M‘}-.,J mmu FM'VELFJ

- Acumulo destas ligacoes causa perda de flexibilidade
do colageno

Section of collagen
molecule
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= Alfa-Queratina

- Mamiferos tem 50 genes para alfa-queratina - expressao tecido-especifico

-proteina do cabelo, pelos, unhas, chifres, garras, cascos e camada externa da pele
- Conteudo de Cys forma alfa-queratina com diferentes graus resisténcia
- Forma uma hélice alfa a direita em um Coiled-coil: duas hélices alfa entrelacadas
- Passo de 5,15-5,20 A devido a torcao de hélice

Hélice & de queratina

Duas cadeias em ————— peesssssssssad
espiral enrolada

Eﬁf Filamento
Ny o s |
: 20-30 A

Protofilamento fﬁ,ﬂ{;ﬁg{gj | peeeez. ]

ﬁ?q-’fﬁ??{ef 2SSy J 5 -'-:‘#Je?(—«*.x‘_!{ffffd ;“F&-"«-’## -E:-a-"-e-".?.r
Duas cadeias em
. - o - j . e
Protofibrila j:"-fﬂ.:’\_ LT 1_.1_.-'_’1_..1'1._.' .5._.1_...1'1-_'?{.‘ A rﬁfeﬁ:‘." B A {: canirl anralada
= Lﬁdﬂdﬁﬂ.ﬂ.ﬁd’{ﬁ&f m,d&,ﬂﬁddd'dr'_ ﬁeﬁ({fé{" <
".r*‘é":"r".-“..-'._l fr’?“? FL o o o o ,-J I.f‘?':'*r“:‘:—"r'“.-".-’?.-?‘r*.':-__l =

Haélice a

(b) Corte transversal de um fio de cabelb

- Rica em Ala, Val, Leu, Ile, Met e Phe
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= Proteinas simples

Compostas apenas por aminoacidos naturais

= Proteinas Conjugadas
Contém aminoacidos modificados ou outros grupos ligados

Grupo prostético (ex: grupo heme)

Holoproteinas = proteina + grupo prostético (ex: holomioglobina)

Apoproteinas = proteina sem o grupo prostético (ex: apomioglobina)

= Proteinas monomeéricas
Formada por apenas uma cadeia polipeptidica

Desprovidas de estrutura quaternaria
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Classificacao de proteinas

= Proteinas oligoméricas
Formadas por associacoes de subunidades polipeptidicas
Homo = associacao de cadeias idénticas

Hetero = associacao de diferentes cadeias

= Proteinas Estruturais
Dao forma e sustentacao ao organismo

Ex: colageno

= Proteinas Funcionais
Desempenham funcoes diversas

Ex: Catalise enzimatica; transporte, defesa, etc.
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