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Capitulo 6

Estruturas e func@es das proteinas globulares

1. Introducéo

Em 1950, temos o marco inicial na compreensao da conformacao de uma proteina
globular, com os estudos de difracdo de raios X da mioglobina, realizados por John
Kendrew e colaboradores. A mioglobina ¢ uma hemeproteina de baixo peso molecular,
encontrada nas células musculares. Sua fun¢do ¢ armazenar oxigénio e facilitar sua difusdo
no tecido muscular que estd em contragdo rapida. A mioglobina apresenta uma tnica cadeia
polipeptidica contendo 153 residuos de aminoécidos e apenas uma unidade de seu cofator,
o grupo heme (protoporfirina IX). O grupo heme confere a cor marrom ou vermelha aos
tecidos onde sdo encontradas as proteinas mioglobina e hemoglobina, respectivamente. A
mioglobina ¢ particularmente abundante nos musculos de animais aquaticos como a baleia,
a foca e o boto, que s3o tdo ricos nessa proteina, conferindo-lhe cor marrom. O
armazenamento do oxigénio pela mioglobina muscular permite a esses animais permanecer
submerso por longos periodos de tempo.

A Figura 1 mostra duas representagdes da estrutura da mioglobina. A figura 1A
destaca todos os atomos da proteina e a figura 1B ¢ a representacdo da conformacdo da
cadeia polipeptidica destacando os segmentos regulares em a-hélice e os segmentos de
curvatura da cadeia denominados voltas ou dobras-f. Em ambas as representagdes a
cadeia polipeptidica se enovela em trés dimensdes. Nessas estruturas o grupo heme ¢
representado em roxo e cinza cercado pela cadeia polipeptidica (globina). A estrutura
molecular da mioglobina ¢ formada por oito segmentos de a-hélice relativamente retilineos
que sdo interrompidos por dobras, sendo algumas delas voltas-B (figura 1B). A a-hélice
mais longa possui 23 residuos de aminoacidos e a mais curta apenas sete; todas sdo
dextrosas. Mais do que 70% dos residuos de aminodcidos na mioglobina se encontram
nessas regides helicoidais. A analise por raios X revelou a posi¢do precisa de cada um dos
grupos R, os quais ocupam quase todo o espago no interior da cadeia enovelada.

Figura 1 Estrutura da mioglobina. a) representacéo da proteina em modelo de preenchimento espacial. b) representacéo da
cadeia polipeptidica em fita.



2. Padrdes de enovelamento da mioglobina e de proteinas globulares

Dos estudos realizados com difragdo de raios x em cristais da proteina mioglobina,
John Kendrew estabeleceu os seguintes padrdes de enovelamento para essa proteina (figura
2), padrdes esses que sdo observadas para as proteinas globulares encontradas em
ambientes aquosos da célula, quais sejam:

e O interior da mioglobina é tdo compacto que comporta apenas quatro moléculas
de agua;

e A maioria dos aminoacidos com cadeia lateral polar localiza-se na superficie e
0S que apresentam cadeia lateral apolar situam-se no interior da cadeia
polipeptidica;

e Nas curvas ou dobras das cadeias polipeptidicas sd@o encontrados uns desses
amino&cidos: prolina, glicina, serina, treonina ou asparagina;

e Aligacdo peptidica apresenta configuragéo trans;

e O grupo heme esta localizado numa fenda, ou bolsa, no interior hidrofobico das
hemeproteinas. Esse padrdo é observado apenas para as hemeproteinas como
hemoglobina, os citocromos c, b e a, etc.

Figura 2: Padrdo de enovelamento da mioglobina e proteinas globulares. As esferas em azuis, encontradas nas
superficies dessas proteinas representam os grupos polares dos aminoécidos hidrofilicos, enquanto as esferas
amarelas, os grupos dos aminodcidos hidrofdbicos, localizados no interior apolar da proteina.

2.1 Padrdo de enovelamento da porina, uma proteina de membrana bioldgica.

As proteinas de membranas bioldgicas, como a porina, por estar inseridas huma
bicamada lipidica, cujo ambiente é apolar, se enovelam expondo os residuos de
aminoéacidos apolares e protegem no seu interior 0os aminoacidos polares.

3. A estrutura terciaria

As estruturas das proteinas globulares sdo esféricas, cujas conformagdes sdo mais
complexas do que as proteinas fibrosas. A conformagdo das proteinas globulares é a
estrutura terciaria, que € definida como sendo o arranjo espacial de todos 0s atomos dessa
molécula, incluindo a cadeia lateral de todos os aminoacidos. A estrutura terciaria € o
enovelamento da cadeia polipeptidica, assumindo um aspecto globular ou esférico. Essa
conformacdo se forma com os amino&cidos que estdo distantes na sequéncia da cadeia



polipeptidica, mas se aproximam em sua estrutura tridimensional com o enovelamento da
cadeia polipeptidica. A estrutura terciéria se diferencia em dois aspectos fundamentais da
estrutura secundaria:

3.1 A estrutura terciaria é formada por aminoacidos que estdo distantes na sequiéncia
de aminoécidos, enquanto a estrutura secundaria é formada por residuos de aminoacidos
sucessivos e proximos na cadeia polipeptidica;

3.2 A estrutura terciaria é estabilizada tanto por interagdes covalentes quanto ndo
covalentes dos grupos R da cadeia lateral.

4. Percentual de a-hélice e conformacéo 3 em proteinas globulares

Com a elucidacdo das estruturas terciarias de centenas de outras proteinas
globulares por analises com raios X, tornou-se claro que a mioglobina representa apenas
uma das diferentes conformac@es que uma cadeia polipeptidica pode assumir. As estruturas
do citocromo c, lisozima e ribonuclease sdo comparadas (tabela 1). Todas apresentam
diferentes seqtiéncias de aminoacidos e diferentes estruturas terciarias, refletindo diferencas
nas suas fungdes. Todas sdo relativamente pequenas e faceis de manipular, facilitando as
andlises estruturais.

O citocromo ¢ é um componente da cadeia respiratéria das mitocéndrias. Como a
mioglobina, o citocromo ¢ € uma hemeproteina. Apresenta uma Unica cadeia polipeptidica
de cerca de 100 residuos e um Unico grupo heme. Neste caso, a protoporfirina 1X do grupo
heme estd covalentemente ligada ao polipeptidio. Apenas cerca de 40% do polipeptidio é
formado por segmentos o-helicoidais, comparados com os 70% da cadeia de mioglobina.
O restante da cadeia do citocromo ¢ contém voltas-B e segmentos irregularmente
enovelados e estendidos.

A lisozima é uma enzima abundante na clara do ovo e nas lagrimas humanas que
catalisa a clivagem hidrolitica de polissacarideos das paredes celulares protetoras de
algumas familias de bactérias, atuando, portanto, como um agente bactericida. Cerca de
40% de seus 129 residuos de aminodcidos estdo em segmentos de a-hélice, algumas
estruturas em folhas-p. Quatro ligagGes dissulfeto fornecem estabilidade a essa estrutura.
As a-hélices formam uma extensa cavidade na lateral da molécula, denominada sitio ativo,
que é o sitio de ligacdo do substrato e da catalise. O polissacarideo bacteriano que é o
substrato para a lisozima se ajusta a essa cavidade.

A ribonuclease ¢ uma enzima secretada pelo pancreas no intestino delgado, cuja
funcdo é catalisar a hidrolise de certas ligacGes covalentes dos é&cidos ribonucléicos
presentes no alimento ingerido. Sua estrutura terciaria, determinada por analises de raios X,
mostra que apenas uma pequena parte de sua cadeia polipeptidica de 124 residuos de
aminoacidos apresenta conformacgdo a-helicoidal. A maior parte de sua estrutura
secundéria é do tipo conformacdo . A ribonuclease apresenta quatro ligacdes dissulfeto
entre por¢des da cadeia polipeptidica.



Tabela 1. Percentual de a-hélice e conformagao 3 em proteinas globulares

Proteinas Total de residuos a-hélice (%) | B-conformagdo

de aminoacidos (%)
Mioglobina 153 78 00
Citocromo ¢ 104 39 00
Lisozima 129 40 12
Ribonuclease 124 26 35
Quimotripsina 247 14 45
Carboxipeptidase 307 38 17

5. Voltas e algas promovem o dobramento de cadeia polipeptidica

5.1 Dobras ou voltas-p. Nas proteinas globulares que possuem uma estrutura
enovelada compacta, cerca de um terco dos residuos de aminoacidos estdo situados em
dobras ou voltas em que a cadeia polipeptidica inverte a sua dire¢do (Figura 3). Esses sdo
os elementos de conexdo que unem trechos sucessivos de a-hélices ou conformagdes-p.
Sao particularmente comuns as voltas-p (ou dobras-B) que sdo estruturas secundarias
regulares, que conectam as extremidades de dois segmentos adjacentes de uma folha-
antiparalela. A volta-p é uma dobra de 180° envolvendo quatro residuos de aminoacidos,
com o grupo de oxigénio carbonilico do primeiro residuo de aminoacido formando uma
ligacdo de hidrogénio com o hidrogénio do amino grupo do quarto. Os grupos peptidicos
dos dois residuos centrais ndo participam de qualquer ligacdo de hidrogénio. Os residuos de
glicina e prolina freqiientemente aparecem nas voltas-f. Isso se explica pelo fato da glicina
ser um aminodacido com grupo lateral pequeno e flexivel e as ligacdes peptidicas da prolina
poder apresentar configuracdo cis, uma forma que € particularmente suscetivel de se dobrar.
Sao conhecidos diversos tipos de voltas-$3, sendo que os dois tipos apresentados na figura 3
sdo 0s mais comuns. As voltas-B sdo freqlientemente encontradas proximas da superficie
das proteinas, onde os grupos peptidicos dos residuos centrais de aminoacidos na dobra
podem formar ligagdes de hidrogénio com a agua (Figura 3).

(a) Tipo I (b) Tipo IT



Figura 3. As voltas B dos tipos I e tipo II séo as mais comuns; o tipo I ocorre com uma freqiiéncia de mais do
dobro que o tipo Il. As voltas 3 do tipo Il sempre apresentam glicina como terceiro residuo. Observe a ligacéo
de hidrogénio entre os grupos peptidicos do primeiro e quarto residuos.

5.2 Alcas dmega( Q). A maioria das proteinas com mais de 60 residuos de
aminoacidos contém uma ou mais al¢as de 6 a 16 residuos de aminoéacidos denominadas
alcas Q. Essas alcas apresentam a forma de ferradura da letra grega maiuscula émega.
Formam estruturas compactas em que as cadeias laterais tendem a preencher suas cavidades
internas. As al¢as Q localizam-se na superficie das proteinas globulares e desempenham
funcbes cruciais tanto no dobramento da cadeia quanto em processos de reconhecimento
molecular.

6. Dominios e estruturas supersecundarias das proteinas

As proteinas globulares apresentam unidades de enovelamento estaveis semi-
independentes denominadas dominios (figura 4). Os dominios apresentam nucleo
hidrofobico e superficie polar que sdo conectados por segmentos ou voltas da cadeia
polipeptidica. Os dominios s&o considerados as unidades funcionais e estruturais de uma
proteina. Os dominios apresentam cerca de 100 a 150 residuos de aminoacidos. Desta
forma o conceito de estrutura tercidria é ampliado, referindo-se tanto ao dobramento dos
dominios, quanto ao arranjo final dos dominios na proteina.

Figure 631 Fundamentals of Biochemistry, 2/e Copyright © 1997 Wiley-Liss, Inc.

a)
Figura 4. Estruturas dos dominios da enzima gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase em que se
destacam dois dominios (Verde e vermelho). B. Estruturas dos dois dominios da enzima hexoquinase.

6.1. Estrutura supersecundaria ou motivos estruturais

Muitas proteinas apresentam combinagdes de estruturas em o-hélice e de
estruturas folha p-pregueada e m proporgbes variadas. A combinagdo dessas
estruturas secundarias produz diversos arranjos estruturais na estrutura protéica
denominadas estruturas supersecundarias ou motivos cujas varia¢des sdo:

a) Motivo Baf. Nesse motivo duas cadeias polipeptidicas em disposi¢édo de folha-3
paralela sdo conectadas por um segmento polipeptidico em a-hélice (figura 5a);

b) meandro B. Cadeias polipeptidicas em disposicdo de folha-f antiparalela séo
conectadas por voltas reversas (figura 5b);



¢) unidade aa. Consiste de duas cadeias polipeptidicas em a-hélice com disposi¢do
antiparalela conectadas por voltas (figura 5c);

2 .

- 2D

“ | S
A il

) (©)

Figura 5. Estruturas supersecundarias. O item a apresenta um motivo Bof, b um meando f e c.
unidade a.o.

Os dominios das proteinas globulares consistem de duas ou mais camadas de
elementos de estruturas supersecundarias ou motivos. A razao para isso é que pelo menos
duas dessas camadas sdo necessarias para proteger o cerne hidrofébico de um dominio do
ambiente aquoso. Os motivos podem ter tanto significado funcional quanto estrutural.

7. Estabilizacdo da estrutura terciaria

A estrutura terciaria é estabilizada tanto por ligacdo covalente quanto ndo covalente.
Essas interacfes ocorrem entre 0s grupos da cadeia lateral dos aminoacidos que estdo
distantes na cadeia polipeptidica, mas sdo aproximados no dobramento ou
enovelamento do polipeptidio (figura 6).

Ligacdo covalente. A ligagdo covalente mais frequentemente encontrada em
proteinas é a ponte dissulfeto. Essa ligacdo ocorre entre os grupos sulfidrilas
(SH) de residuos de cisteina, que por oxidacdo formam um residuo de cistina
Essa ligacdo € encontrada em proteinas que tem atuacédo fora do citossol celular
ou estdo voltadas para a matriz extracelular como as proteinas de membrana, as
a-queratinas. No meio extracelular, essas ligacdes protegem parcialmente
a estrutura das proteinas de modificacdes adversas de pH e das
concentracGes de sais. As proteinas do meio intracelular rara mente
contém ligacdo dissulfeto (S-S). Isso se deve ao meio intracelular
apresentar altas concentracdes de agentes redutores.

Interacbes ndo covalentes: As interacbes ndo covalentes encontradas na
estabilizacdo da estrutura terciaria sdo: ponte de hidrogénio, van der Walls,
dipolo-dipolo e interacdo hidrofobica. Dessas, a interacdo hidrofébica é que mais
contribui na estabilizacdo da conformacdo das proteinas globulares,
proporcionando a que se enovele de forma tdo compacta, mantendo um interior
apolar inacessivel a moléculas de agua.

As pontes de hidrogénio séo interacOes eletrostaticas que ocorrem quando um
hidrogénio covalentemente ligado a um atomo eletronegativo é compartilhado
com outro atomo eletronegativo. Nas proteinas globulares essa interacdo ocorre
entre os residuos de aminoacidos polares que apresentam um hidrogénio ligado
covalentemente a um atomo eletronegativo, normalmente oxigénio ou nitrogénio



¢ compartilhado com outro atomo eletronegativo da cadeia lateral de outro
aminoécido.

e As interacBes hidrofobicas nas proteinas globulares ocorrem quando 0s grupos
apolares dos aminoacidos se acomodam no interior de uma estrutura dobrada,
escapando do contato com a agua.

e A ligacéo idnica ocorre com grupos da cadeia lateral dos aminoacidos béasicos e
acidos, que apresentam cargas elétricas. Na ligacdo idnica um grupo com carga
negativa (aminoacido acido) atrai outro com carga positiva (basico), como por
exemplo, a tragdo entre 0 COO" do &cido aspartico com o —-NHz" da arginina.

Figura 6. InteragBes quimicas covalentes e ndo covalentes que estabilizam a estrutura terciaria. 1.
Ligacdo covalente, ponte dissulfeto; 2 interacdo hidrofobica; 3. ligacdo idnica; 4. Pontes de hidrogénio; 5.
van der Walls (Dipolo-dipolo).

8. A estrutura quaternaria

A estrutura quaternaria é a conformacao das proteinas que apresentam mais de uma
cadeia polipeptidica, ndo interligadas por ligacdo covalente. Sendo assim, € a estrutura
tridimensional das proteinas oligoméricas. Cada cadeia polipeptidica das proteinas
oligoméricas é denominada subunidade. Quando duas ou mais cadeias das proteinas
oligoméricas sdo iguais, elas sdo denominadas protémeros. A hemoglobina foi a primeira
proteina oligomérica que teve a estrutura tridimensional determinada.

A hemoglobina é formada por quatro cadeias polipeptidicas, cada uma delas
apresentando um grupo heme. Nos grupos heme de cada cadeia os atomos de ferro estdo
no estado ferroso (Fe?*). A porcdo protéica, denominada globina, consiste de duas cadeias
o (141 residuos cada) e duas cadeias 3 (146 residuos cada). As subunidades da
hemoglobina estdo dispostas em pares simétricos (figura 7), cada par apresentando uma
subunidade o e uma subunidade . Os protdmeros al e a2 e B1 e B2 apresentam pouca
interacéo entre si, sendo maior o contato entre as subunidades ol e f1 e a2 e B2 (figura 7).



Dessa forma, a hemoglobina pode ser descrita como uma proteina heterodimérica, formada
por protémeros o.f3.

Figura 7 A estrutura quaternaria da hemoglobina a) Ocorre mais contatos entre as subunidades
o ¢ B. Os grupos heme (em vermelho) estdo relativamente afastados uns dos outros.

9. Desnaturacao

As proteinas apresentam uma seqiiéncia linear de residuos de aminoacidos que se
enovela adquirindo sua estrutura tridimensional funcionalmente ativa denominada
conformacdo nativa. AlteracOes fisicas e quimicas no meio em que se encontra a proteina
podem resultar em modificacGes estruturais que afetam a sua funcéo bioldgica. A perda da
estrutura tridimensional nessas condi¢des é denominada desnaturacdo. O estado
desnaturado da proteina ndo necessariamente corresponde a um desenovelamento completo
de sua cadeia polipeptidica.

As proteinas possuem uma estrutura tridimensional bem definida que esta
relacionada com suas propriedades fisicas e bioldgicas. A desnaturacdo envolve alteraces
nas estruturas quaternaria, terciaria e secundaria de proteinas, mas nao da primaria. Existem
varios agentes desnaturantes de proteinas, tais como: calor, acidos, &lcalis, solventes
organicos, solucbes concentradas de uréia e guanidina, detergentes e sais de metais
pesados, etc.

Entre as alteracdes que se observam em decorréncia da desnaturacdo protéica, pode-
se citar:

e Diminuigéo da solubilidade;

e Perda de atividade bioldgica (por exemplo, da acdo enzimatica, da acao
hormonal),

e Aumento da reatividade de radicais da cadeia polipeptidica;

e Alteragdes na viscosidade e coeficiente de sedimentacéo, etc.

A diminuicdo da solubilidade pode ser explicada pela exposicdo de radicais
hidrofébicos e outros que prejudiquem a interacdo proteina-agua e favorecam a interagdo
proteina-proteina.

9.1 Desnaturacéo pelo calor. De maneira geral, o calor pode desnaturar a maioria
das proteinas, uma vez que a agitacdo térmica afeta as interagdes que estabilizam a
estrutura tridimensional das proteinas, como por exemplo, as pontes de hidrogénio. Se a
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temperatura € aumentada lentamente, uma conformacdo protéica geralmente permanece
intacta até que haja uma perda abrupta de estrutura (e fungdo) em uma faixa estreita de
temperaturas. Os efeitos do calor sobre as proteinas ndo sdo facilmente previsiveis. As
proteinas termoestaveis das bactérias termofilicas evoluiram no sentido de serem funcionais
sob temperaturas de fontes geotermais (~100°C). No entanto, as estruturas dessas proteinas
freqlientemente diferem muito pouco das estruturas de proteinas homologas derivadas de
bactérias como a Escherichia coli . De que modo essas pequenas diferencas promovem
estabilidade estrutural em altas temperaturas € algo ainda ndo compreendido.

9.2 Desnaturacéo por agentes caotropicos. Os agentes caotropicos sdo substancias
que rompem a estrutura de estabilizacdo de macromoléculas, como proteinas. Como
exemplos dessas substancias tém-se uréia, tiouréia, guanidina (cloridrato de guanidina) e
tiocianato ( tiocianato de sddio). Os solventes organicos, uréia e os detergentes atuam
principalmente promovendo o rompimento de interacdes hidrofobicas que estabilizam as
proteinas globulares.

9.3 Desnaturacdo por exposicdo da proteina a valores de pH extremos. As
variagfes bruscas do valor de pH alteram o estado i6nico da cadeia lateral dos
aminoacidos, alterando, portanto a distribuicdo de cargas entre as cadeias laterais de
aminoacidos &cidos que contém a carboxila (COOH) e a cadeia lateral dos amino&cidos
bésicos, contendo o grupo amino (NH). Alteragdo nos valores de pH alteram a carga
liquida desses grupos que estdo interagindo para manter a estrutura terciaria de uma
proteina por ligacdo iénica.

9.4 Desnaturacdo por agentes redutores. Agentes redutores como o -
mercaptoetanol reduzem as ligagdes dissulfetos entre os residuos de cistina nas cadeias
polipeptidicas provocando o desenovelamento da cadeia polipeptidica.

9.5 Desnaturacdo por ions de matais pesados. Metais pesados como 0 mercUrio
(Hg?") e chumbo (Pb?") afetam a estrutura protéica de varias formas. Podem romper as
ligacGes ibnicas com grupos carregados negativa mente. Os metais pesados também se
ligam com grupos sulfidrilicos, um processo que pode resultar em profundas alteracdes das
estruturas e fungdes protéicas. Por exemplo, o chumbo liga-se aos grupos sulfidrilicos de
duas enzimas da via sintética da hemoglobina causando anemia severa. O chumbo se liga a
residuos de sulfidrilas (SH) das proteinas plasmaticas como a albumina.

¢
Proteina desnaturada éi HaN=C bty
i Proteina desnaturada e

(forma inativa) Proteina desnaturada
(forma inativa)

Figura 8. Desnaturacdo de uma proteina pelo calor, detergente anidnico e uréia.
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10. Renaturacdo

A estrutura tercidria de uma proteina globular é determinada pela sua seqtiéncia de
aminoacidos. A prova mais importante disso vem de experimentos mostrando que a
desnaturacdo de algumas proteinas € reversivel. Certas proteinas globulares desnaturadas
pelo calor, exposicdo a solugbes com valores extremos de pH ou a reagentes desnaturantes
retornardo a sua estrutura nativa e a sua atividade bioldgica se elas forem expostas as
condicdes em que a conformacdo nativa seja estdvel. Esse processo & denominado
renaturacao, que consiste no reenovelamento da cadeia polipeptidica a sua conformacéo
nativa.

Um exemplo classico é a desnaturacdo e a renaturacdo da ribonuclease. A
ribonuclease purificada pode ser completamente desnaturada por exposi¢do a uma solucao
concentrada de uréia em presenca de um agente redutor. O agente redutor rompe as quatro
ligacGes dissulfeto, produzindo oito residuos de cisteinas e a uréia rompe as interacfes
hidrofébicas estabilizantes, liberando assim todo o polipeptidio de sua conformacdo
enovelada. A desnaturacdo da ribonuclease € acompanhada por uma perda completa na
atividade catalitica. Quando a uréia e o agente redutor sdo removidos, a ribonuclease
desnaturada, na forma de uma cadeia de conformacéo aleatoria, espontaneamente retorna a
sua estrutura terciaria correta, com a restauracdo completa de sua atividade catalitica
(Figura 9).

O reenovelamento da ribonuclease € tdo preciso que as quatro ligacdes dissulfeto
intracadeia sdo reformadas nas mesmas posi¢cGes que ocupavam na molécula nativa de
ribonuclease. Célculos matematicos demonstram que o0s oito residuos de cisteinas poderiam
se recombinar ao acaso para formar ligacdes dissulfeto de 105 modos diferentes. De fato,
uma distribuicdo essencialmente aleatoria das ligacdes dissulfeto era obtida quando elas
eram deixadas reformar-se em presenca de um desnaturante, indicando que as interacdes
fracas sdo necessarias para o posicionamento correto das ligacdes dissulfeto e o
estabelecimento da conformacéo nativa.

Esse experimento classico realizado por Christian Anfinsen em 1950 forneceu a
primeira evidéncia de que a seqiiéncia de aminoacidos de uma cadeia polipeptidica contém
toda a informacdo necessaria para 0 enovelamento da cadeia em sua estrutura
tridimensional nativa. Posteriormente, resultados semelhantes foram obtidos utilizando-se
ribonuclease cataliticamente ativa sintetizada quimicamente. Isto eliminou a possibilidade
de que algum contaminante minoritario na preparacdo de ribonuclease purificada de
Anfinsen poderia ter contribuido para a renaturacdo da enzima, dissipando quaisquer
duvidas remanescentes de que essa enzima se enovela espontaneamente.
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Forma nativa
(catalicamente ativa)

uréia (desnaturante)
Mercaptoetanol (agente redutor)

Forma desnaturada (desenovelada)
(cataliticamente inativa)

Redugio das ligacies dissulfetos (das
cistinas) produzindo grupos tidis (SH) das
cisteinas

’ Remocdo da uréia

Forma nativa
(catalicamente ativa)

Figura 9. Renaturagéo da enzima ribonuclease

10.1 As evidéncias que confirmam a renaturacdo de uma proteina sao:
Aumento de sua solubilidade;

Recuperacédo de sua atividade bioldgica;

Formacao de suas ligacGes dissulfeto (S-S)

Recuperacéo de sua estrutura tridimensional.

11. Enovelamento espontaneo da cadeia polipeptidica das proteinas globulares

Nas células vivas, as proteinas sdo construidas a partir de aminoacidos em
velocidades bastante altas. Por exemplo, as celulas de E.coli podem fazer uma molécula
protéica biologicamente ativa contendo 100 residuos de aminoacidos em cerca de
5segundos a uma temperatura de 37°C. Como essa cadeia polipeptidica atinge a sua
conformacdo nativa? Consideremos, de forma conservadora, que cada um dos residuos de

aminoacidos possa assumir até 10 diferentes conformacBes em média, o que daria 10'®
conformacdes diferentes para o polipeptidio. Consideremos, também, que a proteina se
enovela espontaneamente por um processo aleatério no qual sdo tentadas todas as
conformacdes possiveis em torno de cada ligacdo simples de sua cadeia polipeptidica, até
gue seja encontrada a sua forma nativa, biologicamente ativa. Se cada conformacéo fosse

. . -13 o ;.
testada no tempo mais curto possivel (~10™s, ou 0 tempo necessario para uma Unica

vibracdo molecular), levaria 10""anos para que todas as possiveis conformagfes pudessem
ser testadas. Dessa forma, o enovelamento protéico ndo pode ser um processo
completamente aleatdrio, tipo erro e tentativa.

Este questionamento foi feito por Cyrus Levinthal em 1968, sendo denominado
paradoxo de Levinthal. A via de enovelamento de um grande polipeptidio é
inquestionavelmente complexa, e nem todos os principios moleculares que orientam o
processo sdo conhecidos. Dois modelos propdem estratégias moleculares envolvidas no
enovelamento do polipeptidio: 0 modelo hierarquico e o do glébulo fundido. No modelo
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hierarquico o processo de enovelamento segue uma sequéncia hierarquica, a saber: As
estruturas secundarias locais formam-se inicialmente. Certas sequéncias de aminoacidos se
enovelam rapidamente em a—hélices ou folhas B, guiados pelos parametros que vimos em
nossa discussdo sobre a estrutura secundaria. Seguem-se as interacfes envolvendo maiores
distancias entre, digamos, duas a-—helices que interagem para formar uma estrutura
supersecundaria estavel. O processo continua até a formacdo de dominios completos e o
completo enovelamento do polipeptidio.

Em um modelo alternativo, o enovelamento se inicia pelo colapso espontaneo do
polipeptidio em um estado compacto, mediado por intera¢cdes hidrofobicas entre residuos
apolares. O estado resultante desse “colapso hidrofobico” pode ter um contetido elevado de
estrutura secundaria, mas muitas cadeias laterais de aminoacidos ndo estardo totalmente
fixas. Esse estado é freqlientemente denominado de glébulo fundido.

A maioria das proteinas provavelmente se enovela por um processo que incorpora
caracteristicas dos dois modelos. Ao invés de seguir uma Unica via, uma populacdo de
moléculas peptidicas pode seguir diversos caminhos até um mesmo destino final, com a
reducdo progressiva das espécies parcialmente enoveladas a medida que o enovelamento se
aproxima da conformacéo final.

Defeitos no enovelamento protéico podem ser as bases moleculares de uma ampla
gama de desordens genéticas humanas. Por exemplo, a fibrose cistica € provocada por
defeitos em uma proteina de membrana denominada regulador da condutividade
transmembranica da fibrose cistica (CFTR), que atua como um canal para ions cloreto. A
mutacdo mais comum que causa a fibrose cistica é a delecdo de um residuo de fenilalanina
na posicdo 508 da CFTR, o que causa um enovelamento incorreto. Muitas das muta¢Ges
relacionadas com doencas no colageno também provocam enovelamentos defeituosos. Uma
maior compreensdo do processo de enovelamento protéico pode levar a novas terapias para
essas e muitas outras doencas.

11.1 Enovelamento ndo espontaneo

O enovelamento das proteinas é um processo complexo que envolve a participacdo
de muitas proteinas, como enzimas e chaperoninas. Por muito tempo pensou-se que a
conformacdo das proteinas globulares dependia exclusivamente das suas estruturas
primarias. Nem toda cadeia polipeptidica consegue atingir um enovelamento
espontaneamente, em muitos casos 0 enovelamento requer a acdo de proteinas
especializadas como as proteinas assistentes moleculares, que interagem com
polipeptidios parcialmente enovelados ou inadequadamente enovelados, facilitando as vias
corretas de enovelamento ou fornecendo microambientes, cujo enovelamento possa
ocorrer.

A primeira classe das proteinas assistentes moleculares ¢ uma familia de
proteinas denominada proteinas do choque térmico 70 ( HSP 70 - heat shock proteins” de
peso molecular 70.000). As HSP sdo uma familia de proteinas com atividade de chaperone.
Essas proteinas estdo envolvidos em diversos etapas do metabolismo de proteinas como a
sintese, 0 enovelamento e o trafico vesicular protéico. E bem documentada a participaco
das proteinas do choque térmico na apresentacdo de antigenos. As proteinas de choque
térmico foram descritas pela primeira vez como parte da resposta da celula ao choque
térmico e a situacOes de estresse, tais como hipoxia. As proteinas Hsp70 ligam-se a
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residuos hidrofobicos de polipeptidios desenovelados, prevenindo a formacdo de
enovelamentos incorretos. Dessa forma, as Hsp70 protegem as proteinas que foram
desnaturadas pelo calor e peptideos que estdo sendo sintetizados (e ainda estdo
desenovelados).

As proteinas Hsp70 também impedem o enovelamento de certas proteinas que
devem permanecer desenoveladas até serem translocadas através de membranas. Algumas
proteinas assistentes moleculares também facilitam a montagem da estrutura quaternaria de
proteinas oligoméricas. As proteinas Hsp70 ligam-se e liberam polipeptidios em um ciclo
que também envolve diversas outras proteinas (incluindo uma classe chamada Hsp40) e a
hidrélise do ATP. Em E. coli o enovelamento do polipeptidio é auxiliado pelas proteinas
assistentes DnaK e DnaJ, homologas das proteinas eucaridticas Hsp70 e Hsp40. As
proteinas DnaK e DnaJ foram inicialmente identificadas como proteinas necesséarias para a
replicacdo in vitro de certas moléculas de DNA virais (dai a designagéo “Dna”).

A segunda classe de assistentes moleculares é denominada chaperoninas, que séo
complexos protéicos bastante elaborados, necessarios para 0 enovelamento de diversas
proteinas celulares. Em E. coli, estima-se que 10 a 15% das proteinas celulares necessitam
de um sistema de assistentes de enovelamento residente, denominado GroEL/GroES, para o
enovelamento sob condi¢Bes normais (até 30% das proteinas necessitam desse sistema
quando as células sdo estressadas pelo calor).

Essas proteinas se tornaram inicialmente conhecidas quando se verificou serem
necessdrias para o crescimento de certos virus bacterianos (dai a designagdo “Gro”).
Proteinas desenoveladas ligam-se a bolsées no complexo GroEL, que estdo
temporariamente fechados pela tampa GroES. O GroEl sofre alteragbes conformacionais
substanciais, acopladas a hidrolise de ATP e a ligacéo e liberagdo de GroES, que promove
o enovelamento do polipeptidio ligado. Embora a estrutura do assistente de enovelamento
GroEL/GroES seja conhecida, muitos detalhes de seu mecanismo de acdo permanecem sem
resolucéo.

Finalmente, as vias de enovelamento de diversas proteinas necessitam de duas
enzimas que catalisam reacdes de isomerizacdo. A Proteina dissulfeto isomerase (PDI) é
uma enzima amplamente distribuida que catalisa a troca ou embaralhamento das ligacGes
dissulfeto até que as ligacdes da conformacdo nativa sejam formadas. Entre as suas
funcdes, PDI catalisa a eliminacdo de intermediarios de enovelamento com ligacoes
dissulfeto ndo apropriadas. A enzima Peptideo prolil cis-trans isomerase (PPI) catalisa a
interconversdo dos isémeros cis e trans de ligacdes peptidicas da prolina, que pode ser uma
etapa lenta no enovelamento de proteinas que contenham algumas ligacdes na conformacéo
cis.

12. doencas pridnicas ou encefalopatias espongiformes

A proteina prion celular (PrPc), presente em todas as células do corpo em condic¢des
normais, atua na protecdo dos neurénios da apoptose (morte celular) e na diferenciacao
neuronal. Mutacdo no gene prnp, faz com que seja formado um PrPc defeituoso o PrPsc
que desencadeia as doencas prionicas. O PrPsc atua ainda como um “molde” que, ao entrar
em contato com o PrPc presente nas células, faz com que a proteina normal se altere,
tornando-a também um prion. O PrPsc causa o acumulo de aglomerados no cérebro
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denominados placas amiloides, que resulta na morte de muitos neurdnios (quadro
semelhante ao do Mal de Alzheimer).

Prion, do inglés proteinaceus infectious particle (particula proteinacea infecciosa) é
uma proteina celular(PrPc) que pode desenvolver papel de agente infeccioso(PrPsc). Sua
proliferacdo € extremamente rapida e causa as denominadas encefalopatias espongiformes,
doencas cujo sintoma mais comum € a deméncia e perda da coordenacdo motora.

Os prions patogénicos sdo conformacOes alteradas de proteinas normais que estdo
presentes no cérebro de mamiferos. Conforme prop6s o neurologista americano Stanley
Prusiner, eles sdo capazes de contaminar seres vivos e se auto-replicar em seu interior.
Prusiner concluiu que este agente etiologico era diferente dos demais agentes infecciosos
(fungos, bactérias e virus) ao perceber que a propagacédo das doencas em cirurgias ocorria
mesmo com a utilizacdo de métodos comuns de assepsia sobre os instrumentos, embora
fosse interrompida quando se utilizavam métodos de desnaturacdo ou degradacéo protéica,
sugerindo que 0 agente transmissor seria constituido basicamente por proteina. Os prions
foram identificados como causadores de varias doencas neuroldgicas letais, geralmente
com periodos de incubacdo prolongados, que antes eram atribuidas a virus de lenta
proliferacao.

O gene PrPn codifica a proteina celular prion e €é altamente conservado
evolutivamente no genoma de mamiferos, indicando a importancia da proteina nédo
patogénica para o organismo. A constituicdo basica da proteina é de uma regido amino-
terminal desordenada e uma regido globular carboxi-terminal. Em condi¢des normais, o
gene codifica a proteina do prion celular (PrPc), ndo patogénica. Contudo, em condigdes
préprias o PrPc adquire nova conformacdo denominada PrPsc, que é a forma patogénica.
Como as proteinas pridnicas de mamiferos guardam grandes semelhancas quanto a sua
conformacao, a infeccdo interespecifica é possivel.

12.1 Diferencas entre PrPc e PrPsc

As diferencas entre a forma celular e scrapie da proteina prion sdo resultantes
apenas das diferentes conformacgdes moleculares. Essa alteracdo na conformacao tem como
conseqiiéncia a ndo-funcionalidade da PrPsc, mas a ativacdo de seu poder infeccioso. Deve-
se frisar, contudo, o fato de que a toxicidade da PrPsc é restrita ao sistema nervoso. Sua
proliferacdo em outros tecidos é possivel, mas ndo considerada patogénica. Deve-se
destacar o perigo que infeccBes por prion representam no ambito sécio-global, ja que os
prions sdo mais resistentes a destruicdo que qualquer outro agente patogéncio conhecido.
Eles sdo mais duradouros e estaveis que os esporos de anthrax e ndo podem ser
neutralizados por radiacdo. Além disso, ndo existem procedimentos de rotina que visem
detecta-los. Assim, a contaminagdo por prion pode ser mais poderosa, ainda que
manifestada com menor intensidade a curto intervalo de tempo, que infesta¢Ges por anthrax
e smallpox. Contra estas ultimas existe ainda a possibilidade de se produzirem vacinas, e a
taxa de mortalidade ndo chega aos 30%. Dessa forma, prions podem ser armas biologicas
extremamente potentes e, no entanto, ndo recebem a devida atenc¢éo dos governos

12.2 Principais diferencas geradas pela alteracdo conformacional:
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e (3%). Na PrPsc, por sua vez, predomina a conformacdo-f, seguindo a
proporcao de 43-54% e 17-30%, respectivamente;

e Apenas a proteina PrPsc é amildide, ou seja, tem a capacidade de formar
naturalmente grandes agregados insolUveis de proteina. Em oposicao, a PrPc
é considerada globular e altamente soltvel.

Os prions patogénicos sdo responsaveis pelas doencgas classificadas como
encefalopatias espongiformes, que recebem este nome devido ao aspecto de esponja
adquirido pelo tecido nervoso cerebral acometido pelas doencas. As variacdes
caracteristicas de cada enfermidade se devem apenas a varia¢fes no tempo de incubacéo,
distribuicdo geogréafica das lesdes e potencial infeccioso. Estudos mais aprofundados acerca
destas doengas podem, inclusive, auxiliar no entendimento de outras patologias que
acometem o cérebro e que ainda ndo estdo completamente desvendadas, como o mal de
Parkinson e o mal de Alzheimer.

Como se da a morte celular desencadeada pela infeccdo pridnica? As moléculas de
prion patogénicas, diferentemente da forma celular (globular), sdo amil6ides. Em outras
palavras, elas formam naturalmente grandes agregados insolUveis e fibrosos de proteina.
N&o se sabe ao certo exatamente como essas proteinas causam doengas, mas acredita-se que
elas se acumulem nos lisossomos. Assim, 0 acimulo protéico nos lisossomos causaria o
rompimento destas organelas e a consequiente digestdo citoplasmatica, levando a morte das
células afetadas. Formar-se-iam, assim, os grandes espacos no tecido nervoso doente,
caracteristicos das encefalopatias espongiformes.

Kuru: ¢ uma doenca cerebelar subaguda com ataxia (perda da coordenacgdo
muscular) e de rapida evolugdo (1 ano até o 6bito), com apresentacdo de tremor. Acomete
criangas e mulheres adultas, e se acredita ser disseminada pelos rituais de canibalismo da
tribo Fore, que habita uma regido da Papua-Nova Guiné. As maiores quantidades de tecido
cerebral sdo dadas as crianca e as mulheres, justificando a epidemiologia da doenca.
Atualmente, a cessacdo da pratica de canibalismo fez com que o Kuru quase desaparecesse;

Doenca de Creutzfeldt-Jakob (CJD): tém sido encontrada em diversas partes do
mundo, com uma incidéncia anual de 0,5 caso por milh&o de pessoas. Acredita-se que 10 a
15% dos casos da doenca sejam hereditarios. Na maioria dos pacientes ocorre, de forma
progressiva, um prejuizo mental, embora cerca de 20% dos pacientes tenham uma fase
inicial extremamente rapida (alguns dias). A triade clinica é de deméncia progressiva,
mioclonias (contragdes rapidas das extremidades e do tronco causando movimento
involuntario dos membros e do corpo) e eletroencefalografia tipica. Embora o quadro da
CJD seja muito caracteristico, outras doengas podem produzir quadros semelhantes. A
doenca que mais comumente se confunde com CJD € a doenca de Alzheimer (DA),
especialmente a DA familiar, com presenca de mioclonias. A CJD é considerada a vertente
humana da famigerada doenca da vaca louca.

Doenca de Gerstmann, Straussler e Scheinker (GSS): ocorre ataxia cerebelar
progressiva, tremores, disartria (disturbio da articulacdo da fala) e diminuicdo de reflexos
profundos. A evolugdo clinica é mais lenta se comparada com a CJD, atingindo pacientes
de 30 a 60 anos, com sobrevida média de 5 anos apds o inicio dos sintomas. O EEG pode
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ser normal ou discretamente lentificado e os exames de neuroimagem (CT e RNM)
mostram atrofia cerebral e cerebelar. Estima-se que a incidéncia da GSS seja de 2 casos em
cada 100 milhGes de habitantes.

13. Conclusdes sobre a estrutura tridimensional de proteinas

Do estudo das proteinas fibrosas podemos fazer as seguintes conclusdes:

1. Além do seu esqueleto covalente, ou seja, sua sequéncia de amino&cidos, as
proteinas apresentam uma estrutura secundaria caracteristica, ou seja, o arranjo espacial da
cadeia polipeptidica;

2. A estrutura secundaria das proteinas, como a a-hélice e B- conformagéo, é o
resultado do arranjo automatico e espontaneo do seu contetdo e seqiiéncia de aminoacidos.
A estrutura secundaria caracteristica de uma proteina é a sua forma estavel em um conjunto
de condic¢des bioldgicas;

3. A conformacéo tridimensional das proteinas fibrosas estd adaptada a fungéo
bioldgica que elas desempenham.

14. Resumo

A mioglobina é uma proteina globular do tipo hemeproteina, cuja funcdo é armazenar
oxigénio e facilitar a difusdo deste gas para as mitocondrias do tecido muscular. A
hemoglobina, por sua vez, é uma hemeproteina oligomérica, formada por quatro cadeias
polipeptidicas (a e B), cuja funcéo é transportar oxigénio no sangue, carreando esse gas dos
pulmdes para os tecidos. A estrutura tridimensional da mioglobina é a estrutura terciéria,
que é definida como sendo o arranjo espacial de todos os atomos dessa molécula, incluindo
a cadeia lateral de todos os aminoacidos, ou o enovelamento da cadeia polipeptidica,
assumindo um aspecto globular ou esférico. As proteinas globulares se enovelam
guardando no seu interior a maioria dos aminoacidos apolares e na superficie 0s
aminoacidos polares. A estrutura terciaria € mantida por interacfes quimicas covalentes e
ndo covalentes. A ligacdo covalente mais freqlientemente encontrada em proteinas é a
ligacdo dissulfeto (S-S). Essa ligacdo ocorre com os grupos sulfidrilas (SH) de residuos de
cisteina. As interacbes ndo covalentes que mantém a estrutura terciaria sdo: pontes de
hidrogénio, ligagdo idnica e interacdo hidrofobica. Dessas, a interacdo hidrofdbica é a que
mais contribui na estabilizacdo da estrutura terciaria. A desnaturacdo protéica, que é a perda
da estrutura tridimensional da proteina globulares quando expostas a agentes desnaturantes,
envolve alteragBes nas estruturas quaternéria, terciaria e secundaria de proteinas, mas nédo
na estrutura primaria. Existem varios agentes desnaturantes de proteinas, tais como:
agitacdo mecénica de uma solugdo protéica, exposicdo da proteina a temperaturas elevadas,
a acidos fortes, a solventes organicos, a solugdes concentradas de uréia e guanidina, a
detergentes e a sais de metais pesados. Algumas proteinas globulares desnaturadas pelo
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calor, exposicdo a solugbes com valores extremos de pH ou a reagentes desnaturantes
retornardo a sua conformacdo nativa e a sua atividade bioldgica se elas forem expostas as
condicdes em que a conformacdo nativa seja estavel. Esse processo é denominado
renaturacdo. Assim, a renaturacdo é o reenovelamento da cadeia polipeptidica a sua
conformacao nativa, quando o agente desnaturante é retirado do meio em que a proteina se
encontra.
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