Quimica de Proteinas

Disciplina de Protedmica
Caroline Rizzi
Doutoranda em Biotecnologia -UFPel



Ligacao peptidica
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um dipeptideo N&o sdo reacdes espontaneas

A ligacao peptidica ocorre entre o grupo
o.-carboxila de um aminoacido e o grupo
o-amino de outro aminoacido.



Ligacao peptidica
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Ressonancia eletronica: nuvem de elétrons
oscilando entreo Ce o N.
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Hibrido de duas estruturas contribuintes:
v'Elétrons distribuidos nos &tomos da ligacdo
v'Carater de dupla ligacdo



Ressonancia: Distancia de 1,32 A°
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Os quatro atomos da ligacao peptidica e os dois carbonos a ficam no plano com angulos de
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A ligacao peptidica é plana e rigida!!!

=

v'Ligacdo estavel

v' pH 4cido ou base

v'Proteases

v'N3o hd rotacdo

v'N3o tem carga elétrica

v'Permite duas configuracdes espaciais:
cis e trans



Ligacao cis e trans

Trans: os grupamentos dos carbonos a
estao em lados
opostos da ligacao peptidica
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Trans

Prolina: configuracdes cis e trans—>
choques estéricos
em ambas as formas
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A ponta amidica é considerada sendo o inicio da cadeia peptidica

» Espinha dorsal - formada pela unido dos aminoacidos
- presenca da ligacdo peptidica
- formacéao de pontes de hidrogénio

*Grupamento N-terminal (NHz* livre)
C- terminal (COO- livre)

iduos de acidos

Possui polaridade

*Radicais dos aminoacidos - ligados a espinha dorsal
- radicais sdo responsaveis pelas
propriedades dos peptidios

Peso molecular de 1 aa:
110 Da

A perda da carga dos NH e COOH,
a interagcao com outros grupos R
do peptideo podem afetar

os valores de pK.




Oligopeptideos, peptideos, proteinas

Oligopeptideos: di, tri, tetra: até 30 aas
Polipeptideos: 30 a 50 aas
Proteinas: 51 a 2000 aas

Classificacao das proteinas
« de acordo com a conformacao
- globulares
- fibrosas
« de acordo com os produtos de hidroélise
- simples
- conjugadas



Conformacao

Fibrosas Globulares

+ Formadas aas hidrofobicos; * Regulacéo, catalise, protecao..

» Fibras resistentes e elasticas; « Altamente hidrofilicas;

* Funcao estrutural e contracao; « Nao formam agregados;

* Repeticdo de estruturas secundarias; « Grande variedade de proteinas;

 Proteinas longas no formato de <+ Enzimas, horménios, transportadores,
cordas; receptores...

« Elastina, queratina.




Produtos de Hidrolise

Simples Conjugadas

- Formadas apenas por aas « Possuem em sua estrutura
aminoacidos e compostos de origem
nao protéica
— Glicoproteinas
— Fosfoproteinas
— Lipoproteinas
— Metaloproteinas
— Cromoproteinas
— Nucleoproteinas



Proteinas Conjugadas
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Grupamento
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Niveis organizacionais das estruturas
das proteinas

/

Estrutura priméria: é a sequéncia dos E o esqueleto covalente (fio do colar),
aminoacidos na cadeia polipeptidica; mantida formado pela sequiéncia dos atomos (-N-
por ligagbes peptidicas C-Ca-)n na proteina.
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Estrutura secundaria: Estrutura terciaria: Estrutura quaternaria:
* Enovelamento de partes da cadeia « Enovelamento de uma cadeia * Associacdo de mais de uma
+ Formada somente pelas interacdes como um todo. cadeia polipeptidica
dos atomos da ligacao peptidica - Ligacdes entre os &tomos dos

radicais R de todos os
aminoacidos da molécula



Conformacao protéica

Arranjo espacial dos atomos: conformacéao

Mudancas na conformacao: sem quebra de ligacoes
covalentes peptidicas

Dobramento até a conformacao mais estavel

Proteinas que estdo em uma conformacéo as quais
apresentam-se funcionais: Proteinas Nativas




Dever de casa.....

COMO SAO FORMADAS E QUAIS SAO
OS TIPOS DE ESTRUTURAS
SECUNDARIAS???



Forcas que mantém a 3D

Proteina Proteina
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Interacoes hidrofobicas
e Forgas de van der Waals
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Forcas né&o covalentes

Pontes de H
-Aminoéacidos polares

Interacdes eletrostaticas
- Aminoacidos carregados

InteracOes hidrofébicas
-Aminoacidos apolares

Forcas de Van der Waals
-Qualquer aminoacido



Forcas que mantém a 3D
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Perfil hidropatico

v" Soma dos indices hidropaticos a cada 9

residuos de aminoacidos
v'Permite prever regides da proteina que
interagem com a membrana plasmatica ou com
0S meios interno/externo.

A bacteriorhodopysina e formada por
7 segmentos de a-hélices apolares,

que delimitam um canal interno de (8) BACTERIORHODOPSIN
natureza polar. N - . 00!
®

O perfil hidropatico da
bacteriorhodopsina prevé |j‘>
7 regides hidrofdobicas

e 3 regides hidrofilicas.

hydropathy index
o

©

0 100 200
amino acid number



Folding e expressao de
proteinas recombinantes

Proteinas Nativas: maior solubilidade
gue as maldobradas
Atividade Biologica: estrutura nativa



Folding e expressao de
proteinas recombinantes

Formacao de corpos de inclusao
@-Alta densidade;

*Podem conter particulas da membrana externa;

Altos niveis de expressdo, mesmo de proteinas endogenas;
*Nao relacionada com hidrofobicidade, peso molecular;

S0 relacionada com auséncia de formacao de pontes S-S.
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Limitar a velocidade da formacéao de
proteinas recombinantes

.



PROPRIEDADES DAS
PROTEINAS



Ponto isoelétrico

Carga elétrica total

E cargas dos R dos AA

PKa
PH do meio

l:} n° cargas + = n° cargas -
molécula e  neutra

hao pode ser calculado pelos pKas dos AA

Proteinas ‘ B Tn°AA

localizacao

determinado l:>
experimentalmente gdo. Submetida a um campo e~

pH no qual a molécula nao migra

pl's caracteristicos E} refletem proporcao AA ac./ AA bas.




Ponto isoelétrico

E no ponto isoelétrico que a proteina
apresenta-se com menor solubilidade!!!!

pI das proteinas
n° R acs. desprotonados COO~ = n° R bas. protonados NH,*
Proteinas
1 pI 14
acidas+ » basicas

pPH < pI —— carga liquida + (COOH e NH,*)

pH > pI—— carga liquida - (COO™ e NH,)




Importancia do calculo do pl

1. Vector NTI

2. EXpasy

v Focalizacao isoelétrica
v" Solubilidade

v" Purificacéo:

v Proteinas acidas:

v pH>pl: troca idnica

v" Proteinas basicas:

ion exchang

=]

v/ pH<pl: troca catidnica

Analysis Entire Protein
Length 326 aa
Molecular \Weight 34638.97
1 microgram = 28,528 pMoles
Molar Extinction a0a70
coefficient
1 A[280] carr, to 0,43 mg/ml
A[280] of 1 2,33 Al

Lspertt T
Isoelectric Poink 5.63 >
iharge akpH 7 299

a———
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1 HTDWVIREIRL WGRRLMIGTA AA@ULPGLVG LAGGAATAGL FIRPGLPVEY
51 LOWPSP3INGE DIEVQFQ3GE NMNIPAVYLLD GLRAQDDYMNG WDINTPAFEW |
101 Y¥YQ3IGL3IIVH PVGGQSSFYS DUYSPACGEL GCOTYEWETF LTIELPQWLS |
151 ANPAVEPTGS AATGLSMAGS SAMILAAYHP QOFIYAGELZS ALLDP3IQGHG |
201 P3ILIGLAMGD AGGYELADMW GPSSDPANER NDPTOOQIPEL VANNTELWWVY |
251 CGHNGTPHNELG GAWNIFAEFLE NFVESSNLEF QDAYWNAAGGH NAVFNFPFNG |
301 THIWEYWGAQ LINAMEGDLOQI 3LGAGY

Calculado através de todos os NH e
COOH livres



Massa Molecular

Unidades de massa atomica “Atomic Mass
Unit” (amu ou u ou Da): utilizada para
expressar a massa molecular ou peso atdomico

1 Da: 1/12 da massa do 12C
1 u=1.660538782(83) x 107 g

1 atomo de Hidrogénio possui cerca de 1 Da




Massa Molecular

Céalculo atraves de programas: Vector e
Expasy

Estimativa; Calculado através da soma da
massa média dos isotopos

Importancia:
Gel 2D
Concentracao de proteinas por filtragcao
Gel filtracao

Determinacéo:
Espectrometria de massas
Gel filtracao

Analysis Entire Protein
Length 326 aa
Molecular Weight 34688.97 D

_—

1 Tricre R o AT
Malar Extinction a0370
coefficient

1 A[280] corr, to 0,43 gl
a[zan] of 1 2.33 al
g ml

Isoelectric Poink 5,63
Charge at pH 7 -2.99




Solubilidade de Proteinas

Fatores intrinsecos

Depende da quantidade de pontes de H que 0s seus grupos polares
podem formar com a agua

+ hidrofilica Tsolubilidade




Solubilidade de Proteinas

Fatores extrinsecos: perturbacao das interagoes solvente-proteina
Concentracao de eletrolitos no meio

! [sal] — interacdo ions salinos e cargas das T [sal] — competi¢&o entre ions salinos e

proteinas cargas das proteinas pela agua
Tsolubilidade Usolubilidade (ppt)

(SALTING IN) (SALTING OUT)



Precipitacao por sais

Efeito de diferentes sais sobre a solubilidade da

hemoglobina.
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Solubilidade da hemoglobina (S/S’)

Salting-in X Salting-out

NaCl

MgSo,

(NH,),S0,
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Concentragéo do Sal , Molar

Baixa concentracéo: solubilidade?
(ions do sal ajudam a reforcar a
camada de solvatacao)

Alta concentracao: solubilidade |
(competicéo pelas moléculas de
agua disponiveis)

Sais com anions divalentes sao mais
eficientes do que os monovalentes
na precipitacéo de proteinas.



Hemoglobina
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Solubilidade, log (g * mL™?)
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Proteinas apresentam diferentes sensibilidades
para a precipitacao salina.

- precipitam primeiro:
proteinas maiores
proteinas mais hidrofobicas



Solubilidade de Proteinas

Fatores extrinsecos
pH do meio

+ préximo do pl

\ 4

Isolubilidade (ppt)

\ 4

Diminuem as forgas repulsivas entre
as moléculas das proteinas
Agregados= precipitacéo

Solventes organicos

Anfipaticos: acetona, etanaol...

¥

Infiltram-se no interior e
superficie das proteinas

\ 4

Competicao pela agua, alteracdo do
do interior hidrofobico, diminuicéo
da [agua]

Precipitacao




Desnaturacao e solubilizacao de
proteinas

Agentes desnaturantes:

v' Agentes redutores
v Altas temperaturas
v’ pH

v' Detergentes
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[Protein unfolded], %
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_ Folded /

[Denaturant] —
Agentes solubilizantes:
v' Uréia, guanidina = 000000000¢
v' Detergentes




