Prot proteina-dissulfeto isomerase

Todavia, apesar das reducdes de direitos nomi-
nais resultantes dos acordos celebrados, verificou-
-se entre 1964 e 1970 algum acréscimo de pro-
teccdo efectiva, de uma média de 48,8% para
50,7% como consequéncia de diminui¢cdes na
tributacdo de determinados bens intermedidrios,
correspondendo assim ao interesse dos sectores
produtivos em que eram utilizados.
No inicio dos anos 70 houve ja claramente um
avango livre-cambista, para o qual contribuiu a
celebracio, em 1972, de um acordo comercial
com a CEE e a diminui¢do de relevo de uma
pauta fundamentalmente especifica, quando co-
mecaram a aumentar sensivelmente os precos
dos bens importados (mas mesmo entdo foi me-
nor a diminui¢do da proteccio efectiva).
Os anos de 1975-1976 foram, na sequéncia da
primeira crise do petroleo e mais directamente
da situagdo politica do pais, marcados por um
drastico incremento da intervencio no comércio
internacional. Tratou-se de intervencido deter-
minada por objectivos fundamentalmente con-
junturais, de reducido do défice da balanca dos
pagamentos e de manutencdo da producio e
do emprego, mas que, de qualquer modo, cons-
titufram um retrocesso na caminhada livre-cam-
bista. Para o efeito utilizaram-se simultaneamente
ou sucessivamente varios meios, como foram os
casos das sobretaxas sobre as importacoes desde
1975 (elevados em 1976, ano em que, com um
proposito de salvaguarda de receitas, foram ain-
da aumentados para o dobro os valores dos
arts. de 26 caps. da pauta), de depositos prévios
em relacdo as importacdes entre 1975 e 1976,
da exigéncia com intuitos restricionistas (e nio
apenas estatisticos) de boletins de registo de
importacdo (BRI), de restricdes cambiais e de
desvaloriza¢oes do escudo a partir de 1977.
Nesse ano deu-se o arranque para uma nova
caminhada livre-cambista, simbolizada pelo pe-
dido de adesdo 4 CEE, depois de em 1976 ter
havido uma renegocia¢io do acordo comercial
anterior e de ter sido abolido o regime de depo-
sitos prévios. Progressivamente foi-se reduzindo
também o valor das sobretaxas e foram-se veri-
ficando reducdes resultantes dos compromissos
assumidos ndo s6 em relacio 4 Comunidade
como ainda em relacdo a EFTA e ao GATT.
Alguns acréscimos de intervencdo mais recen-
tes, verificados principalmente no inicio das dé-
cadas de 80 e 90, foram determinados de novo
por razoes conjunturais, interven¢io pautal que
em muitos casos foi determinada mais por uma
preocupacao rediticia, em pouco restringindo o
volume das importacoes (pauta).
Com a entrada na CEE, em 1.1.1986, ficou afas-
tada a possibilidade de Portugal ter uma politica
proteccionista propria, devendo agora procurar
que a politica comunitaria corresponda aos seus
interesses (p. ex., aos interessados de sectores
de reestruturacio), sendo, todavia, em geral, do
nosso interesse que a Unido Europeia seja um
espaco de abertura em relacdo a terceiros, com
apoios estruturais (directos) a preparac¢do da
economia portuguesa para a concorréncia do
comércio internacional.
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proteina-dissulfeto isomerase — BIOQ.
EC 5.3.4.1. Também denominada dissulfeto rear-
ranjase ou S-S rearranjase.
Catalisa o rearranjo das ligacdes de persulfureto
presentes nas proteinas. Aumenta, por isso, a
taxa a que decorre a troca dos grupos ligados
a duas ou mais ligacdes de persulfureto numa
proteina, quer sejam inter- quer intracadeia po-
lipeptidica. A enzima catalisa aleatoriamente a
quebra e a reformacio das ligacdes de persulfu-
reto da proteina-substrato, alterando-as sucessi-
vamente 4 medida que a proteina vai assumindo,
progressivamente, conformagdes mais favoraveis
do ponto de vista termodinidmico, no seu cami-
nho para adquirir a estrutura de nivel terciario
correspondente 4 forma nativa (AProteinas). Re-
quer a presenca de agentes redutores ou da en-
zima na forma parcialmente reduzida. A enzima
contém trés residuos de cisteina, um dos quais
tem de ocorrer na forma —SH para a actividade
enzimdtica. Foi primeiramente descrita e deno-
minada rearranjase, em 1966, por Anfinsen, a
proposito da experiéncia classica de desnatura-
¢do e subsequente renaturacdo in vitro da enzi-
ma ribonuclease.
A P.-D. 1. estd presente no limen do reticulo
endoplasmitico. £ um homodimero, com dois
dos seus dominjos de estrutura homologos a
tiorredoxina de Escherichia coli. E também a
proteina de transferéncia de triacilgliceréis (MTP)
que participa, no reticulo endoplasmatico, na
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incorporacio de lipidos em lipoproteinas. Fun-
ciona como a subunidade B da procolagénio-
-prolina dioxigenase.

R. BOAVIDA FERREIRA

proteinas — BIOQ. I Proteinas: 1. Generali-
dades. 2. Classificacio: A) Albuminas; B) Globuli-
nas; C) Prolaminas; D) Glutelinas; E) Escleropro-
teinas (albumindides); ¥) Histonas; G) Protaminas.
3. Estrutura: A) Hierarquias na estrutura das
proteinas; B) Estrutura de wnivel primario; C) Es-
trutura de nivel secunddrio; D) Estrutura super-
secunddria; E) Estrutura de nivel terciario;
F) Dominios de estrutura; G) Estrutura de nivel
quaterndrio; ) Desnaturagdo das proteinas;
D Enrolamento espontdneo das proteinas. 4. <Tur-
nover» de proteinas. 5. Sintese de proteinas.
6. Degradacio de proteinas; II Proteina A; III Pro-
teinas AGP; IV Proteina B; V Proteina C; VI Pro-
teinas da came; VII Proteinas dos cereais; VIII Pro-
teinas de choque térmico; IX Proteina cinase;
X Proteina fosfatase; XI Proteina G; XII Protei-
nas das leguminosas; XIII Proteinas do leite;
XIV Proteinas do misculo; XV Proteinas do ovo;
XVI Proteinas do pdo; XVII Proteinas de pato-
génese; XVIII Proteinas PR; XIX Proteinas do
queijo; XX Proteina S; XXI Proteinas toxicas;
XXII Proteinas do vinho; XXIII Proteinas Z.

I PROTEINAS

1. Generalidades — As P. sio polimeros linea-
res de Zaminoacidos, numa dada sequéncia, li-
gados uns aos outros por Aligacdes peptidicas,
podendo atingir massas moleculares superiores
a 2 MDa. Formam um grande grupo de compos-
tos organicos que sdo constituintes macromo-
leculares de todas as células vivas. Constituem
mais de 50% dos componentes orgdnicos do
protoplasma. Em termos de massa, formam o
principal componente da matéria seca dos orga-
nismos vivos, sendo dos principais componen-
tes funcionais das células vivas.
Tem sido sugerido que o termo «proteinas» deve
ser apenas usado para incluir todos os polipép-
tidos e péptidos de menor massa molecular
sintetizados nos complexos mRNA-ribossoma (po-
lissomas). Polipéptidos e outras associacoes de
aminodcidos, quer naturais quer artificiais, que
sdo sintetizados na auséncia de ribossomas e
sem o envolvimento directo de informacio ge-
nética nao sdo incluidos. A palavra «proteinas»
tem a sua origem na palavra grega protos, que
significa primeiro», realgando o papel que desem-
penham em todas as células vivas. Sendo polime-
ros de aminodcidos, sdo constituidas por carbo-
no, hidrogénio, oxigénio e azoto, podendo ou
ndo conter quantidades varidveis de enxofre,
fosforo e metais (p. ex.: Zn, Cu, Fe, Mn, etc. —
ASimbolo). O enxofre ocorre nas P. na com-
posicdo dos aminodcidos sulfurados (cisteina e
metionina), ao passo que o foésforo nio entra
na constituicio de nenhum dos aminoacidos que
formam as P., mas sim na forma de acido fosfo-
rico, esterificado ao grupo oxidrilo de um resi-
duo de serina ou ao grupo NH do anel hetero-
ciclico de um residuo de histidina.
As P. sdo constituidas por uma ou mais cadeias
polipeptidicas. O tamanho de cada cadeia poli-
peptidica € muito varidvel. A apolipoproteina B,
uma P. que transporta colesterol, representa pro-
vavelmente o limite superior, com uma sé cadeia
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polipeptidica composta por 4636 residuos de
aminoacidos e uma massa molecular de 513 kDa.
E espantoso que uma s6 classe de moléculas
biologicas — as P., basicamente constituidas a
partir de um conjunto de 20 aminoacidos pro-
teicos — possam desempenhar tantas e tdo di-
versas funcdes, desde biocatalise (conhecem-
-se mais de 3000 enzimas diferentes), transporte
(p. ex.: hemoglobina do sangue), reserva (p. ex.:
P. de reserva das sementes), movimento (p. ex.:
miosina do musculo), estrutura (p. ex.: colagénio
dos tendoes), defesa (p. ex.: imunoglobulinas ou
anticorpos), regulatorias (p. ex.: insulina), etc.
Fundamentalmente, as P. diferem umas das ou-
tras por apresentarem diferentes sequéncias dos
20 aminodcidos proteicos, ou melhor, diferentes
sequéncias das 20 cadeias laterais R. Tal resulta
num ndmero infinito de P. que se podem for-
mar a partir dos 20 aminoacidos primarios. Sen-
do r o grau de polimerizacdo, o nimero de
péptidos e P. diferentes que se podem formar
com base nos 20 aminoicidos proteicos (trata-
-se de arranjos com repeti¢do) é dado por:
para r = 1, monopéptidos, 20' = 20;

para r = 2, dipéptidos, 20° = 400;

para r= 3, tripéptidos, 20° = 8000.

para 720" ~ 10"

Considerando entio uma pequena P. com r =
= 100 (muitas P. sdo formadas por muitas cen-
tenas ou milhares de residuos de aminoacidos),
o nimero de sequéncias possiveis diferentes
serd de 20 ~ 10". A magnitude deste ntimero
astronémico pode ser apreciada se considerar-
mos que ele é 10” vezes maior que a estimativa
do nimero total de 4tomos do nosso Universo
(10™), composto por milhares de milhdes de
galaxias — s6 a nossa com c. 200 000 000 000
de estrelas. Estima-se que existam c. 100 000 P.
diferentes no corpo humano. Uma célula de Es-
cherichia colitera c. 5000. Alguns dos aminoaci-
dos proteicos podem ser covalentemente modi-
ficados nas P., num mecanismo de pos-traducio,
levando a sintese dos chamados aminoacidos
raros das P., o que aumenta para c. 200 os resi-
duos diferentes de aminoicidos que podem
ocorrer naturalmente nas P. Muitos outros tipos
de moléculas podem ser ligados as P.

2. Classificacdo — Uma classificacdo logica e
sistematica de centenas de milhar ou mais de
P. que ocorrem na natureza, com base nas suas
estruturas de nivel primario e terciario, é uma
tarefa impossivel de realizar. Ha, no entanto,
alguns critérios simples de classificar as P. que
tém sentido pratico. Assim, p. ex., estes polime-
ros podem ser subdivididos em P. com e sem
funcdo enzimatica, ou, de acordo com a sua ori-
gem, em virais, bacterianas, vegetais e animais.
As diferentes P., dentro do organismo de um
animal superior, podem depois subdividir-se em
P. do sangue, leite, musculo, estruturais, etc. A lo-
calizacdo subcelular pode também servir para
agrupar as P. em ribossomais, microssomais,
mitocondriais, lisossomais, citossolicas, membra-
nares, etc. A electroforese tem sido utilizada em
Bioquimica clinica e diagnéstico ao longo de
varias décadas, para diferenciar as P. individuais
do soro sanguineo ou do fluido cerebroespinal.
A migracio electroforética das P. presentes nes-
tes fluidos permitiu a sua classificacdo em pré-
-albumina, albumina e globulinas o4, oy, B, B,
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e 7. As P. s3o, no entanto, mais comummente
classificadas quanto 4 sua solubilidade, quanto
a sua conformacdo, quanto a sua composicao
e quanto 4 func¢do que desempenham.

Quanto 2 solubilidade, as P. podem subdividir-se
em sete grupos:

A) Albuminas — Sao soluveis na dgua e em
solugdes salinas, coagulam pelo calor e precipi-
tam por ac¢do de uma solugdo saturada de sul-
fato de amoénio. Exemplos de albuminas sdo a
albumina do soro sanguineo, a ovalbumina da
clara do ovo, a a-lactalbumina do leite e a en-
zima P-amilase das sementes dos cereais em ger-
minacgdo.

B) Globulinas — Praticamente insolGveis na
agua, dissolvem-se em solugdes salinas diluidas
[p. ex., NaCl a 5% (m/v)] ou em solucdes dilui-
das de 4cidos e alcalis fortes, sendo precipita-
das por uma soluc¢io 50% saturada de sulfato de
amonio. Os anticorpos (imunoglobulinas) sio
exemplos de globulinas animais; nas plantas,
muitas P. de reserva de sementes sdo globulinas
— 530 0s €asos, p. €X., das conglutinas dos tre-
mocgos, da vicilina e da legumina da ervilha, da
edestina das sementes do cinhamo, da excelsina
da castanha-do-para, da araquina e da conara-
quina do amendoim e da enzima q-amilase.
C) Prolaminas — Insoliveis em dgua e ilcool
etilico absoluto, mas soliveis em etanol a 70-80%
(v/v). Muitas P. de reserva dos cereais sdo pro-
laminas, como sdo os casos da gliadina do trigo
e da zeina do milho.

D) Glutelinas — Sdo apenas sollveis em 4ci-
dos e dlcalis diluidos. Sdo exemplos destas P.
as glutelinas a e f das sementes do trigo.

E) Escleroproteinas (albumindides) — Sdo ape-
nas solaveis em solucdes concentradas de 4ci-
dos e alcalis fortes. Sdo as P. fibrosas que tém
fungdes de suporte ou de protecgdo nos tecidos
animais, como o colagénio da pele, tendoes e
0ss0s, as elastinas dos tenddes e artérias, e as
ceratinas dos cabelos, unhas, 14, cornos e cas-
COs.

F) Histonas — P. bisicas (pontos isoeléctricos
compreendidos entre 7,5 e 10,8) solGveis na
agua, mas que precipitam em solugdes diluidas
de aménia. Ocorrem nos nicleos celulares, em
associacdo com os dcidos nucleicos.

G) Protaminas — Mais basicas (pontos isoeléc-
tricos compreendidos entre 11,7 e 12,1) e mais
simples que as histonas, sio sollveis na 4dgua,
ndo coagulam pelo calor, mas precipitam por
accio do etanol. Tém também sido encontradas
em associacdo com acidos nucleicos, no esperma
de peixes.

Esta € uma classificacio antiga, em que cada uma
das classes €, muitas vezes, mal definida. P. ex.,
o espectro de solubilidade entre albuminas e
globulinas é quase continuo, o que torna por
vezes dificil classificar determinadas P. numa ou
noutra classe.

Quanto 4 forma ou estrutura, podem ser agru-
padas em P. fibrosas e P. globulares. Nas primei-
ras, a sua conformacdo nativa é essencialmente
conseguida 4 custa das estruturas de nivel pri-
mario e secundario. S3o normalmente insoluveis
em agua e em solugdes salinas. Apresentam es-
truturas moleculares muito distendidas, com um
grau elevado de simetria molecular. Sdo geral-
mente P. com funcdes estruturais, muito estaveis
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na presenca de dcidos e bases e resistentes a
protedlise. Sio exemplos de P. fibrosas o cola-
génio, a o-ceratina, a B-ceratina, a fibroina, a
miosina, a tropomiosina, a gelatina, o fibrino-
génio e a elastina. As P. globulares apresentam
uma forma esférica-elipsoidica devida a estrutura
de nivel terciario bem definida que as caracte-
riza, sendo soliiveis em 4gua e solucdes salinas
diluidas. Sio as P. biologicamente mais activas
(enzimas, hormonas, anticorpos, etc.), que pos-
suem uma conformacgio globular. E nestas P.
que as cadeias polipeptidicas mais se enrolam
e dobram sobre si mesmas. Sio exemplos tipi-
cos as albuminas, globulinas, protaminas, histo-
nas, prolaminas e glutelinas.

Quanto 4 composicdo, as P. podem agrupar-se
em P. simples ou ndo-conjugadas e em P. con-
jugadas. As P. simples sdo constituidas exclusi-
vamente por residuos de aminodacidos, i. é, por
hidrélise libertam apenas aminodcidos. As P.
conjugadas sdo as P. que contém na sua com-
posic¢do outras substincias de natureza ndo-
-peptidica para além dos aminodacidos, i. €, por
hidrélise libertam aminoacidos e outros compos-
tos orgdnicos e/ou inorginicos. Dentro destas
temos a considerar as fosfoproteinas, contendo
fosforo (p. ex.: caseina do leite, vitelina da gema
do ovo), as lipoproteinas, contendo lipidos, as
glicoproteinas, contendo hidratos de carbono
(p. ex.: mucinas e mucdides), as flavoproteinas,
contendo flavina, as hemoproteinas, contendo
grupos heme (p. ex.: hemoglobina e mioglobi-
na), as metaloproteinas, contendo metais (Zn,
Mn, Fe, Cu, Co, V, etc.) (p. ex.: hemocianinas,
ferredoxinas, plastdcianinas), as nucleoproteinas,
contendo 4cidos nucleicos, e as cromoprotei-
nas, contendo grupos prostéticos coloridos (as
hemoproteinas sdo um caso particular das cro-
moproteinas). As P. podem ainda ocorrer em
associagdo com diversos outros tipos de com-
postos, de que sdo exemplos terpenos, clorofi-
las, carotendides, ficobilinas e uma variedade
de grupos prostéticos e de coenzimas.

As P. podem ainda ser classificadas em funcdo
do papel biolégico que desempenham.

a) Catalise — A grande maioria das enzimas
conhecidas sdo P. Praticamente todas as reac-
¢des quimicas em que participam biomoléculas
orginicas nas células sio catalisadas por enzi-
mas. Foram ja descobertos varios milhares de
enzimas, cada uma das quais catalisa, de modo
mais ou menos especifico, um tipo diferente de
reac¢do quimica. Exemplo: alcool desidrogena-
se.

b) Fungdo hormonal ou de regulagdo — Algu-
mas P. estdo envolvidas na regulagio da activi-
dade celular ou fisiolégica. E o caso, p. ex., de
muitas hormonas, como sejam a insulina e a
glucagina. A resposta celular a muitos sinais hor-
monais € muitas vezes mediada pelas chamadas
P. G. Outras P. regulatorias ligam-se ao DNA e
regulam a biossintese de enzimas e a transcri-
cdo.

©) P. contrdcteis — Actina, miosina e tropomio-
sina dos musculos, tubulina e dineina dos cilios
e flagelos, sio responsdveis pelo movimento
dos organismos vivos.

d) P. de vesposta a stresses, abidticos (p. ex.: P. de
choque térmico) e bidticos (p. ex.: P. PR, do
inglés Pathogenesis Related).
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@) P. de membrana — Envolvidas no transporte
activo, que determinam a concentracio intra-
celular de muitos metabolitos. P. ex.: ATPases,
canais i6nicos, rodopsina.

P P. nucleares — P. ex.: histonas.

9 P. estruturais com fungoes de revestimento —
a- e f-ceratinas dos pélos, 14, cabelos, penas,
pele, unhas, cascos, bico de aves, chifres, etc.

b) P. estruturais com funcoes de suporte — Co-
lagénio das cartilagens, tenddes e couro dos ani-
mais, reticulina, cristalina, elastina dos ligamen-
tos, resilina das asas dos insectos.

1) Regulacdo genética — Factores de transcricdo.
) Constituintes de estruturas naturais — P. ex.:
fibroina da seda dos casulos dos insectos e teia
das aranhas.

k) Reserva e armazenamento — Ovalbumina
da clara do ovo, vitelina da gema do ovo, lac-
talbumina e caseina do leite, gliadina das se-
mentes de trigo, zeina das sementes de milho,
vicilina e legumina das sementes de ervilha,
ferritina que armazena ferro.

D Transporte — A hemoglobina transporta oxi-
génio no sangue dos animais vertebrados; a
albumina do soro transporta dcidos gordos e
muitas outras substincias, incluindo hormonas,
drogas, etc.; a transferrina transporta ferro; a
ceruloplasmina transporta cobre; as lipoprotei-
nas do plasma sanguineo transportam lipidos;
algumas P. membranares estio envolvidas no
transporte através das membranas de glucose,
aminoacidos e outras substancias.

m) Defesa bioquimica — P. eX.: anticorpos ou
imunoglobulinas, P. do complemento, interfe-
rdes, varios factores de coagulacdo do sangue;
o fibrinogénio e a trombina, p. ex., participam
na coagulacdo do sangue, evitando hemorragias
quando ocorrem danos no sistema vascular; nas
plantas, as P. relacionadas com a patogenicida-
de (P. PR), de que sio exemplos a taumatina,
a osmotina e as quitinases; também algumas P.
presentes nos venenos de cobra, algumas toxi-
nas bacterianas e P. toxicas de plantas, como
a ricina de sementes de Ricinus e a abrina de
Abus precatorius desempenham papéis defensi-
VOSs.

n) Como fungoes especiais de P. podem citar-se
as P. anticongelantes, presentes, p. ex., no plas-
ma sanguineo de alguns peixes do Antarctico,
e a lubrificacdo ou reducio de atrito produzida
por certas mucoproteinas existentes nas articula-
¢oes dos animais. Do ponto de vista de interesse
comercial, foram descobertas em frutos africa-
nos duas P., a monelina e a taumatina, que sio
c. 100 000 vezes mais doces que o aclicar numa
base molar e alguns milhares de vezes mais
doces que o aglicar numa base de peso. Ne-
nhuma contém hidratos de carbono ou aminoa-
cidos raros.

3. Estrutura — A) Hierarquias na estrutura das
P. — Dada a grande complexidade estrutural
das moléculas das P., € frequente considerar, no

* seu estudo, quatro niveis de estrutura: as estru-

turas de nivel primario, secundario, tercidrio e
quaterndrio. Como niveis intermédios de estru-
tura podem referir-se a estrutura super-secunda-
ria e os dominios de estrutura. Acima da estru-
tura de nivel quaterndrio podem encontrar-se
niveis mais elevados de organizacdo supramo-
lecular: agregados de P. com diferentes funcoes
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(p. ex.: ribossomas e complexos multienzimati-
cos); agregados macromoleculares com funcdes
estruturais (p. ex.: os microtibulos).

B) Estrutura de nivel primdrio— E definida pela
sequéncia de residuos de aminoécidos na cadeia
polipeptidica. Essa sequéncia de aminoicidos
& geneticamente determinada, pois estd codifica-
da no DNA. Considerando apenas a estrutura de
nivel primario, a cadeia polipeptidica ndo seria
linear mas sim em ziguezague, devido 4 natu-
reza tetraédrica dos 4tomos de carbono o dos
residuos de aminoacidos. O esqueleto da cadeia
polipeptidica forma um ziguezague de planos
contendo ligacdes peptidicas quase sempre na
configuracdo trans. Ligacdes peptidicas na con-
figuracio cis sdo por vezes observadas quando
a prolina € um dos aminoacidos participantes.
Uma cadeia polipeptidica, tal como um Zpép-
tido, apresenta duas extremidades distintas: uma
extremidade contendo um grupo amina livre
(a extremidade N ou NH,) e uma extremidade
contendo um grupo carboxilo livre (a extremi-
dade C ou COOH). Por convengdo, a sequéncia
de residuos de aminoacidos 1é-se, escreve-se e
numera-se a partir da extremidade N. Cada ami-
nodcido da cadeia peptidica recebe a designa-
cdo de residuo: residuo alanil ou de alanina,
residuo glicil ou de glicina, etc. Esta designacdo
deriva da formagio da ligacdo peptidica resultar
da elimina¢do de uma molécula de dgua entre
os grupos -COOH e —-NH, dos dois aminoacidos
adjacentes. As forcas contribuintes para a estru-
tura de nivel primario sdo ligacdes covalentes.

C) Estrutura de nivel secunddrio — O esquele-
to covalente de uma cadeia polipeptidica con-
tém ligacoes covalentes, as quais podem sofrer
rotacdo. Seria assim de esperar que a cadeia
pudesse assumir um namero infinito de confor-
macdoes possiveis e que a conformacdo da ca-
deia apresentasse modificacio permanente em
consequéncia da mobilidade térmica e da rota-
cdo casual de segmentos da cadeia em torno das
ligacdes covalentes simples. Contudo, a cadeia
polipeptidica de uma P. nativa possui apenas
uma ou algumas conformacdes estaveis em con-
di¢des biolbgicas normais, o que implica que as
ligacdes covalentes do esqueleto das P. ndo po-
dem sofrer rotacdo livre. Varios factores contri-
buem para a restricao 4 rotacio em torno das li-
gacoes covalentes de uma cadeia polipeptidica:
a) a primeira, de natureza termodindmica, tem
cardcter geral — a cadeia procura sempre a
conformacio mais estavel, i. €, a de menor
nivel energético, o que significa que algumas
conformacdes sio proibidas, enquanto que ou-
tras sio muito favorecidas;

b) a ligacdo peptidica é rigida e planar, o que
faz com que as Gnicas rotacdes permitidas numa
cadeia polipeptidica sejam as que envolvem
rotacdes em torno das ligacdes covalentes sim-
ples formadas pelos dtomos de carbono ¢

©) a presenca dos grupos laterais R dos residuos
de aminodcidos, que impdem restricdes de na-
tureza espacial;

d) as forcas responsaveis pela manutencdo das
estruturas de nivel secundirio, tercidrio e qua-
terndrio.

A estrutura de nivel secundario das P. refere-se a

regularidade espacial de sequéncias de residuos

de aminoacidos. As forcas contribuintes para
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este nivel de estrutura sio as ligacdes de hidro-
génio e as forcas electroestiticas (AHéElice o).
A ligagdo de hidrogénio é a principal for¢a de
estabilizacdo da estrutura de nivel secundario
das P. Os grupos N-H e C=0 do esqueleto cen-
tral da cadeia polipeptidica tém tendéncia para
actuar entre si por ligacdes de hidrogénio. A gran-
de extensdo da cadeia polipeptidica, bem como
a sua grande maleabilidade, favorecem a apro-
ximagdo daqueles grupos, estabilizando a estru-
tura de nivel secundirio pela formacio de liga-

Representagdo da estrutura de nivel terciario
da mioglobina de esperma de baleia. Os residuos
de aminoacidos encontram-se numerados
consecutivamente a partir do terminal N.

As oito hélices estdo designadas pelas letras A a H

Representagdo dos cinco tipos de ligacdes que
estabilizam a estrutura de nivel terciario das proteinas.
(a) Forgas electrostaticas; (b) ligacdes de hidrogénio;
(0) interac¢des hidrofobicas; (d) forgas de Van der
Waals; (e) ligacoes de persulfureto

Cadeia polipeptidica \
) |
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¢oes de hidrogénio. As forcas electrostaticas tém
também, em alguns casos, algum efeito estabili-
zador na estrutura de nivel secundario das P.
Os dois tipos principais e de ocorréncia mais
frequente de estruturas de nivel secundario sio
a hélice o e a Afolha pregueada fB. Outros tipos
destas estruturas, de ocorréncia menos comum,
sdo a hélice 3,; e a hélice 7, as curvaturas f e
7, a saliéncia f3, os ganchos f, etc.

D) Estrutura supersecunddria — Consiste numa
série de elementos da estrutura de nivel secun-
dirio, ligados sequencialmente, ndo constituin-
do, no entanto, a estrutura de nivel tercidrio
completa ou um dominio da molécula. As estru-
turas supersecundarias podem funcionar como
unidades de enrolamento, i. é, durante o enro-
lamento de uma P. complexa, podem atingir-se
passos de estabilidade energética através da for-
macdo de estruturas supersecundarias. Os tipos
de estrutura supersecundiria observados mais
frequentemente sdo a aa (duas hélices a anti-
paralelas), faf (talvez o tipo mais comum, con-
sistindo numa hélice o entre dois segmentos de
cadeia que formam uma folha pregueada f§ pa-
ralela), e afif ou BPa (menos frequentes, con-
sistindo de uma hélice o antes ou depois de
dois segmentos de folha pregueada f antipara-
lelos). Uma série de estruturas supersecundarias
podem formar um dominio de estrutura (p. ex.:
o dominio 1 da piruvato cinase) ou uma P. (p. ex.:
a triose-fosfato isomerase).

E) Estrutura de nivel terciario — Uma vez que
as P. fibrosas sdo bastante alongadas, a sua con-
formacio é predominantemente conseguida a
custa das estruturas de hivel primario e secun-
dirio. O mesmo nido sucede com as P. biologi-
camente mais activas (enzimas, anticorpos, hor-
monas, etc.), de conformacio globular. Nestas
P., as longas cadeias polipeptidicas (com estru-
tura de nivel secundirio do tipo helicoidal ou
outro) encontram-se intensamente dobradas e
enroladas sobre si mesmas, originando molécu-
las com conformacgdes complexas e compactas.
Estes enrolamentos e dobras constituem, no seu
conjunto, a estrutura de nivel tercidrio da P., e
resultam de interacgdes virias que se estabele-
cem entre as cadeias laterais R dos residuos de
aminodacidos. Cinco tipos de forcas mantém a
estrutura de nivel terciario das P.: ligacoes de
persulfureto, ligagdes de hidrogénio, for¢as elec-
trostaticas, forcas de Van der Waals e interaccdes
hidrofébicas. Com excepgio das ligacdes de per-
sulfureto, que sido ligacoes covalentes, todas as
outras forcas sdo relativamente fracas, o que
torna a estrutura de nivel terciario das P. relati-
vamente labil.

a) Ligagoes de persulfureto — Nio sao de ocor-
réncia comum nas P. intracelulares, sendo mais
frequentes nas P. excretadas das células, como
as P. dos fluidos extracelulares, e nas P. da su-
perficie das células — sdo, por isso, mais comuns
nas P. de origem animal do que nas P. de origem
vegetal. E ficil de compreender a razio porque
estas ligacdes ocorrem mais frequentemente nas
P. extracelulares — estas estao mais sujeitas a
um meio varidvel, no que diz respeito a pH,
temperatura, etc., e as ligacoes de persulfureto
sdo as Unicas ligacdes fortes que contribuem
para estabilizar a estrutura de nivel terciario. O
estabelecimento das ligacdes de persulfureto
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Hielice o Ligagao de
persulfureto

Curvatura f8

Folha pregueada 8

Representa¢io esquemadtica da lisozima, com os seus
diversos tipos de estruturas de nivel secundario.
A cadeia polipeptidica esta representada sob a forma
de uma fita

processa-se durante o enrolamento da cadeia
polipeptidica, apds a traducio, e pode ocorrer
espontaneamente ou ser catalisado por uma en-
zima — a P. bissulfeto isomerase (PBD. As liga-
¢coes de persulfureto ndo dirigem nem comandam
o enrolamento espontineo e termodinidmico das
P. Contudo, uma vez adquirida a estrutura de
nivel tercidrio, ela é estabilizada pela formacio
de ligacoes de persulfureto. 1. &, as ligacdes de
persulfureto sdo importantes na estabilizacio da
estrutura de nivel tercidrio, ndo exercendo in-
fluéncia na aquisi¢do de tal estrutura.

b) Ligagdes de hidrogénio — Estas ligacoes de-
sempenham um papel muito importante na
estrutura das P., particularmente na de nivel
secundario. Em geral, todas as potencialidades
de formacio de ligacGes de hidrogénio sdo satis-
feitas. Deste modo, os grupos carbonilo e amida
do esqueleto central da cadeia polipeptidica par-
ticipam em ligacdes de hidrogénio ou da estru-
tura de nivel secundirio, ou com a agua do
meio circundante, ou com uma cadeia lateral R
polar de um residuo de aminoicido. Por outro
lado, hd também formacio de ligagoes de hidro-
génio entre cadeias laterais R polares de residuos
de aminodcidos entre si € com a dgua. A ligacio
de hidrogénio forma-se ou resulta da atraccao
electrostatica entre um atomo de hidrogénio, com
uma carga eléctrica residual positiva, e um dtomo
electronegativo, com uma carga eléctrica resi-
dual negativa (p. ex.: O, N, S, F). A energia livre
de formacio de uma ligacdo de hidrogénio é
de ¢. =5 kcal.mol™. Como as contribuicdes das
ligagoes de hidrogénio para a estabilidade de
uma P. sdo aditivas, este tipo de ligacio pode
ser um factor importante na estabilidade destes
polimeros.

E dificil estimar com rigor o valor da contribui-
¢do das ligacoes de hidrogénio para a estabili-
zacdo da estrutura de nivel terciario. Conside-
rando a P. no estado desdobrado, os grupos
polares internos da cadeia polipeptidica podem
formar, em alternativa, ligacoes de hidrogénio
com a agua do meio circundante. Havera assim,
em termos liquidos, pouco ou nenhum ganho
de estabilidade quando a P. passa do estado
desdobrado a sua conformacio nativa, se con-
siderarmos apenas as ligacoes de hidrogénio.
Provavelmente, nao sio também as ligacoes de
hidrogénio que, tal como as liga¢des de persul-
fureto, dirigem ou comandam a aquisicio da
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estrutura de nivel tercidrio. No entanto, a con-
versdo da forma desenrolada da cadeia polipep-
tidica na forma enrolada, ou vice-versa, envolve
o rompimento de muitas ligacdes de hidrogénio
com um ndmero equivalente a reestabelecer-se
posteriormente. As ligacdes de hidrogénio devem
ser, por isso, importantes na estabilizacio da
estrutura de nivel tercidrio. Por outro lado, foi
demonstrado que, por razdes de natureza entro-
pica, as interacg¢des intramoleculares originam
maior estabilidade que as interac¢des intermole-
culares, sugerindo que a contribuicao das liga-
¢oes de hidrogénio pode ser substancial na es-
tabiliza¢do da forma nativa da P.

o) Interacgoes electrostdticas — Sio forcas atrac-
tivas que se estabelecem entre cadeias laterais
R de residuos de aminoacidos com cargas eléc-
tricas opostas — p. exX. entre o grupo amina &
de um residuo de lisina (-NHj3") e o grupo car-
boxilo f do acido aspartico (-COO"). Estas in-
teracgoes sio também designadas por pontes
salinas (do inglés salt bridges). A forca atractiva
entre duas cargas eléctricas opostas é dada por

P
Dr

em que e e e, sdo as cargas eléctricas de ides,
r a distincia entre eles e D a constante dieléc-
trica do mejo. F e D estdo negativamente cor-
relacionados. A 4gua, com uma constante die-
léctrica muito elevada (D = 80, a 20°C) tende a
opor-se a atracgdo electrostatica entre os ides
de carga eléctrica oposta. Por este motivo, o
valor de F para uma solu¢ido aquosa de NaCl,
p. ex., € pequeno, e os ides Na’ e CI” dissolvem-
-se prontamente na dgua. O mesmo nao acon-
tece se se tratar do benzeno, com um valor de
D= 2,3 a 20°C. O facto de ndo se saber, com
precisio, o valor de D do meio celular torna
dificil avaliar a contribuicio dada pelas interac-
coes electrostiticas para a estabilidade da estru-
tura de nivel tercidrio. A elevada constante die-
léctrica da 4gua sugere, no entanto, ser pequena
tal contribui¢do, embora se saiba que este tipo
de forcas desempenha um papel importante a
nivel da funcio de muitas P.

d) Forgas de Van der Waals — Estas ligacdes
estabelecem-se quando moléculas ou grupos de
atomos se encontram muito proximos uns dos
outros (distancia inferior a 0,4 nm no caso das
P.). Sdo originadas nos dipolos infinitesimais ge-
rados em todos os dtomos pelo movimento dos
electroes em torno do nucleo. Resultam, por
isso, de flutuacoes locais da densidade electro-
nica dos dtomos. Podem também ser induzidas
pela presenca de um dipolo na vizinhanga. Sdo,
por isso, forcas atractivas que resultam de inte-
racgoes entre dipolos. Sdo, assim, possiveis varios
tipos de interacgdes: dipolo-dipolo, dipolo-dipo-
lo induzido e dipolo induzido-dipolo induzido.
Sdo for¢as que se estabelecem entre cadeias la-
terais R ndo polares de residuos de aminoacidos.
Individualmente, as forcas de Van der Waals sio
muito fracas — c. 0,1 kcal.mol™, c. 200 vezes
mais fracas que uma ligacdo covalente tipica e
40 a 50 vezes mais fracas que uma ligacdo de
hidrogénio. Contudo, estas ligacdes saio muito
numerosas e aditivas nas P., o que pode fazer
com que a sua contribui¢cdo seja consideravel
para a estrutura de nivel tercidrio destes polimeros.
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e) Interaccoes hidrofobicas — Considere-se o
caso da transferéncia de um hidrocarboneto de
um solvente orginico para a dgua:

RH (solvente orginico)<——=RH (agua)

Sabendo que AG = AH — TAS, em que AG, AH
e AS representam, respectivamente, as variagoes
de energia livre, entalpia e entropia e 7€ a
temperatura absoluta, podem-se calcular os se-
guintes valores relativamente d passagem do me-
tano do benzeno para a 4dgua:

CH (benzeno) <—— CH (agua)

AH = -2,8 kcal.mol™
AS = -18,0 cal.mol™ K™
TAS = -5,4 kcal.mol™
AG =+2,6 kcal.mol*
Koy = 1,24 x 107

Um hidrocarboneto & muito pouco solavel em
dgua, em virtude das moléculas de dgua serem
polares, estabelecendo entre si ligacdes de hi-
drogénio, ausentes no hidrocarboneto.

Como era de esperar, a transferéncia do hidro-
carboneto para a 4gua origina um valor de
AG >0 e K4 << 1, uma vez que os hidrocar-
bonetos sio insoliveis em dgua. Além disso,
AH < 0 (o processo é exotérmico), i. é, o valor
positivo de AG resulta de AS ser muito desfa-
voravel. Quando o hidrocarboneto apolar entra
na fase aquosa, as moléculas de dgua «desloca-
das» pela introducdo daquela molécula formam
uma gaiola a volta do hidrocarboneto, de tal
modo que se orientam no sentido de formarem
um nimero maximo de ligacdes de hidrogénio,
namero esse inferior ao nimero de ligacdes de
hidrogénio que se estabelecem na agua pura.

o

Gaiola de 4gua, ilustrando a orientagdo preferencial
das moléculas de 4gua em torno de uma molécula de
um soluto apolar. A fim de maximizarem a capacidade
de formagdo de ligacdes de hidrogénio, as moléculas

de 4gua tendem a «escarranchar-se» sobre o soluto
inerte de modo a que duas ou trés das suas direccoes

tetraédricas fiquem dispostas tangencialmente a sua
superficie. Isto permite que elas estabelecam ligacoes
de hidrogénio com as moléculas de 4agua vizinhas que
estdo em contacto com o soluto. Esta estrutura de
moléculas de agua estende-se por diversas camadas
para além da primeira cobertura de hidratacio
do soluto apolar

As moléculas de dgua em torno de uma molé-
cula de hidrocarboneto encontram-se muito mais
ordenadas e mais estruturadas do que noutro
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ponto da solucio (onde se podem movimentar
mais liviemente, formar e quebrar ligacdes de
hidrogénio, etc.), de tal modo que a entropia
do sistema diminui com a formacio da gaiola de
agua, i. &, se

AS<O=>AGA =

= processo termodinamicamente desfavoravel.
Dai a tendéncia dos hidrocarbonetos para {ugi-
rem» do contacto com a agua, i. &, serem hidro-
fobicos.

No caso das P., estas consideracdes implicam
que as cadeias laterais R ndo-polares (hidrofo-
bicas) tendem a localizar-se no interior das mo-
léculas, o mais longe possivel da dgua. Se ima-
ginarmos uma P. distendida, tal como acontece
quando estd a ser sintetizada, o seu enrolamen-
to para formar a estrutura compacta serd movido
por um aumento da entropia

(AS> 0 = AG < 0 = processo espontaneo)

causado pela libertagdo das moléculas de dgua
das gaiolas que se formam em torno dos grupos
R apolares.

% (__) @AG<O

Proteina distendida com Proteina enrolada com as

gaiolas de 4gua em cadeias laterais R apolares
torno das cadeias laterais R longe do contacto com
apolares a 4gua

Note-se que a estabilidade global da estrutura
«dobrada» em relacdo a «desdobrada- é bem mais
pequena do que seria de esperar a partir da
energia de estabilizacio hidrofébica. Esta dife-
renca pode ser explicada pelo facto de ser des-
favoravel, em termos de entropia, a conversiao
de uma cadeia polipeptidica desdobrada, alta-
mente flexivel, numa cadeia dobrada, compacta
e bem mais ordenada. Por outras palavras, o
estado desenrolado da P. caracteriza-se por um
grau elevado de entropia de conformacio, bem
como por numerosas ligacdes de hidrogénio
estabelecidas entre muitos grupos da P. e as mo-
léculas de agua do meio circundante, o que ten-
de a manter a P. no estado desenrolado.

Deste modo, o enrolamento da cadeia polipep-
tidica para tomar a sua conformacdo tridimen-
sional nativa leva a grande maioria das cadeias
laterais R apolares para o interior, onde tém um
contacto minimo com a dgua. Simultaneamnete,
as cadeias laterais R polares tendem a manter-
-se 4 supetficie da P., onde interactuam inten-
samente com as moléculas de dgua do meio
circundante. S3o, portanto, as interac¢des hidro-
fébicas (factor de natureza entropica) que mais
contribuem para a aquisicdo da estrutura de ni-
vel tercidrio das P.

F) Dominios de estrutura — Sao porcdes con-
tiguas de uma cadeia polipeptidica que adqui-
rem frequentemente a estrutura de nivel tercidrio
(i. &, se enrolam) em unidades locais compactas.
Constituem um nivel de complexidade estrutu-
ral entre as estruturas de nivel secundirio e ter-
cidrio das P. Se uma P. tiver mais de um domi-
nio, os dominios adquirem a estrutura de nivel
tercidrio separadamente e o dltimo passo no
«enrolamento» da cadeia polipeptidica é a asso-
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ciacdo dos dominios. Por vezes, os dominios de
uma P. sio muito diferentes, como acontece
com a piruvato cinase; no entanto, frequente-
mente, eles sio semelhantes, como é o caso da
rodanese. A separacdo entre os dominios de
uma cadeia polipeptidica varia desde dominios
globulares independentes, ligados apenas por
uma por¢io flexivel de cadeia polipeptidica, até
dominios em contacto directo com as suas su-
perficies. A dimensio mais comum dos domi-
nios é conterem entre 100 e 200 residuos de
aminodcidos — contudo, conhecem-se dominios
contendo desde 40 a mais de 400 residuos de
aminoacidos.

A existéncia de dominios tem algumas vantagens
biolégicas. E importante na simplificacio do
processo de enrolamento da cadeia polipeptidi-
ca, i. €, na aquisicdo da estrutura de nivel ter-
ciario das P., de tal modo que este enrolamento
se pode processar em passos pequenos e sepa-
rados, principalmente no caso de P. grandes.
Outra fun¢do importante dos dominios é a de
permitir o movimento relativo de partes da ca-
deia polipeptidica. Movimentos totalmente fle-
xiveis seria impossivel entre as subunidades de
uma P. oligomérica, uma vez que elas se disso-
ciariam, mas sdo possiveis entre dominios, que
estao unidos por ligacdes covalentes. Um certo
grau de flexibilidade entre dominios & muitas
vezes crucial na ligacdo de enzimas a substra-
tos, no controlo alostérico e na montagem de
estruturas complexas. Na enzima glicolitica hexo-
cinase, p. ex., os dois dominios de cada subu-
nidade convergem um para o outro ap&s ligacio
a molécula da glucose, cercando-a completamen-
te, de tal modo que a ligacdo da glucose se pro-
cessa num ambiente que exclui a 4gua como um
substrato competitivo:

CRRRC

Hexocinase  Glucose Complexo hexocinase-glucose

Os dominios podem assim ser encarados como
unidades funcionais dentro da P.: muitos cen-
tros activos de enzimas ocorrem na interface de
dominios; no caso de enzimas com mais de um
substrato, os diferentes centros de.ligacio ocor-
rem normalmente em dominios distintos; no
caso de P. com mais de uma funcio, dominios
distintos executam geralmente fun¢des diferen-
tes.

Um dominio de uma P. pode ocorrer em P.
bastante diferentes. O dominio de ligacio do
NAD, p. ex., tem sido encontrado em todas as
desidrogenases dependentes do NAD cuja estru-
tura foi determinada. Esta observacdo levou a
proposta de uma evolucio divergente a partir de
uma estrutura ancestral comum, cujo gene teria
sido copiado e fundido com uma variedade de
genes diferentes. :

G) Estrutura de nivel quaterndrio — Refere-se
ao arranjo das subunidades individuais quando
a P. é constituida por mais de uma subunidade
(P. oligomérica). Subunidade é a unidade pro-
teica mais pequena cujos constituintes estao uni-
dos por ligacdes covalentes. Deste modo, uma
subunidade (monémero) pode consistir de uma
Gnica cadeia polipeptidica ou de duas ou mais
cadeias unidas entre si por ligacdes de persulfu-
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reto. A quimotripsina, p. ex., € uma P. monomé-
rica porque as suas trés cadeias polipeptidicas
estdo unidas por ligacdes covalentes. As subu-
nidades de uma P. oligomérica podem ser todas
iguais (estrutura de nivel quaternario homogé-
nea) ou de mais de um tipo (estrutura de nivel
quaternario heterogénea).

A facilidade com que as P. oligoméricas se disso-
ciam nas suas subunidades, por ac¢io de agen-
tes desnaturantes brandos, sugere que as forcas
envolvidas na associagdo das subunidades sdo
fracas, de natureza ndo-covalente, como ligacdes
de hidrogénio, forcas electrostaticas, forcas de
Van der Waals e interaccdes hidrofébicas. A
observacio de que existe um nimero elevado
de grupos nao-polares nas superficies de con-
tacto das subunidades indica que as forcas de
Van de Waals e as interaccoes hidrofébicas sio
as principais responsaveis pela tendéncia que
as subunidades exibem para se associarem. Des-
te modo, a associacdo das subunidades para a
formacao de P. oligoméricas é semelhante ao
enrolamento da cadeia polipeptidica e 4 asso-
ciagdo dos dominios para originar a estrutura
de nivel tercidrio de cada monémero. Tal como
no caso da estrutura de nivel tercidrio, a forma-
¢do da estrutura de nivel quaternirio € um pro-
cesso de natureza entropica, sendo as interaccoes
hidrofébicas a principal forca motriz da sua for-
macdo.

O tamanho e a complexidade da estrutura de
nivel quaterndrio das P. varia muito. Na grande
maioria dos casos, as P. oligoméricas formam
agregados contendo um nimero par de subuni-
dades. No entanto, sdio conhecidos alguns oligd-
meros constituidos por um nimero impar de
subunidades. Uma das propriedades mais im-
portantes de uma P. oligomérica € a sua sime-
tria molecular. O tipo de estrutura de nivel
quaterndrio de ocorréncia mais frequente € a
composta por duas subunidades idénticas. As P.
tetraméricas constituem o segundo maior grupo
de P. oligoméricas.

A existéncia de P. com virias subunidades traz,
pelo menos, trés vantagens para a célula: con-
fere propriedades adicionais de regulacio da
actividade catalitica das enzimas (efeitos alosté-
ricos, cooperativos, etc.); a associacdo de tipos
diferentes de subunidades num mesmo agregado
permite a ocorréncia de modificacdes nas pro-
priedades cataliticas das enzimas, quer pela asso-
ciagdo de subunidades com func¢des cataliticas
diferentes quer pela associacdo de subunidades
com funcgdes de regulacio; pode conferir maior
estabilidade 4 molécula da P.

H) Desnaturacdo das P. — Nas condicoes fisio-
logicas, a forma dobrada e compactada das P.
globulares, i. €, a sua forma nativa, é termodi-
namicamente mais estavel que a forma desdo-
brada, mas apenas por uma pequena margem
— da ordem de 5 a 15 kcal.mol™. Nao admira,
por isso, que, na maioria dos casos, as P. pos-
sam ser facilmente desdobradas (e dissociadas,
no caso de serem oligoméricas) por virias con-
dicdes. A perda da estrutura tridimensional cha-
ma-se desnatura¢do e os agentes que a provocam
denominam-se desnaturantes. A desnaturacio de
uma P. pode ser detectada de diversos modos:
por perda de actividade catalitica, no caso das
enzimas; por alteracio de parimetros espectros-
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Estrutura quaterniria de algumas proteinas

Lisozima Ovo de galinha 14 600 1 a
Malato desidrogenase Figado de rato 66 300 2 o
Lactose sintase Leite de vaca 43 000 2 af
Ornitina carbamoiltransferase Figado de bovino 108 000 3 o)
Gliceraldeido-fosfato desidrogenase Misculo de coelho 144 000 4 oy
Hemoglobina Sangue de mamiferos 64 500 4 o,fB, -
Lactato desidrogenase Coragio de porco 135 000 4 oy

azf

B

apPs

. By

RNA polimerase Escherichia coli 400 000 4 a,By
Nucleésido difosfocinase Levedura 102 000 6 o
Luciferase Diplocardia longa 300 000 6 0,557,
Glicolato oxidase Lemna minor 320 000 8 ag
Nitrogenase Clostridium 330 000 8 0,40
Arginina descarboxilase E. coli 820 000 10 oy
Glutamina sintetase E. coli 592000 12 oy
Aspartato transcarbamoilase E. coli 310 000 12 o6Ps
Isocitrato desidrogenase Bovino 670 000 16 Toygg
Ribulose bisfosfato carboxilase Plantas superiores 530 000 16 ogfs
Di-hidrolipoamida acetiltransferase E. coli 960 000 24 Oy
Complexo piruvato desidrogenase E. coli 5 000 000 72 4Br4Y24

copicos; por modificacdo de propriedades como
a solubilidade, etc. Devido ao modo como os
diferentes agentes desnaturantes actuam sobre
as P., a desnaturacdo de P. tem sido utilizada no
estudo das forcas responsaveis pela manutencio
das estruturas de niveis tercidrio e quaternario.
Sdo exemplos de agentes desnaturantes as tem-
peraturas elevadas, os valores extremos de pH,
a adi¢do de solventes orginicos (p. ex.: 4lcool
ou acetona) de detergentes (p. ex.: sulfato do-
decilo de sédio, desoxicolato de sédio, Triton
X-100) ou de agentes caotrépicos (p. ex.: triclo-
roacetato), a utilizacdo de concentracdes eleva-
das de ureia ou de cloreto de guanidina e a apli-
cagdo de solugdes salinas concentradas (p. ex.:
de sulfato de sédio ou de sulfato de amoénio).

A passagem de uma P. do estado nativo ao es-
tado desnaturado é uma passagem brusca, i. &,
ocorre quase sempre abruptamente num peque-
no intervalo de concentracdes do agente desna-
turante, de valores de pH ou de temperatura.

Diagrama ilustrando a desnaturacio (I) de uma proteina,
a sua completa renaturacio (ID e a sua incompleta
renaturagdo (IID (proteina biologicamente inactiva)

~&

O

an

163

A desnaturacdo pode ser reversivel ou irrever-
sivel, consoante se dé, respectivamente, a sua
completa renaturacdo ou ndo, quando o agente
desnaturante tiver sido removido (se a sua ac¢do
ndo tiver sido demasiado drastica).

D Enrolamento espontdneo das P. — Poder-se-
-4 perguntar como é que cada P., de um modo
aparentemente infalivel, se dobra e enrola para
adquirir a sua conformacio nativa e que corres-
ponde 4 forma biologicamente activa. Conside-
remos o exemplo classico da ribonuclease, uma
enzima que hidrolisa as ligacoes fosfodiéster dos
acidos ribonucleicos. Esta enzima contém 124 re-
siduos de aminoacidos, incluindo oito residuos
de cisteina unidos por ligacdes de persulfureto.
A adigao de 2-mercaptoetanol (que quebra as
ligacdes de persulfureto) e, em seguida, de 8 M
de ureia desenrola completamente a ribonuclea-
se. A subsequente remoc¢io da ureia e do 2-mer-
captoetanol por didlise, seguida de arejamento
para restabelecer as ligacdes de persulfureto,
regenera espontaneamente quase 100% da acti-
vidade enzimitica original e, consequentemente,
a conformacio nativa. Para o restabelecimento
espontdneo da estrutura nativa, as quatro ligacdes
de persulfureto devem ser reformadas correcta-
mente. A probabilidade disto acontecer aleato-
riamente serd dada por (ha oito residuos de
cisteina)

1,11
7 5 3
Por outro lado, considerando a possibilidade de
rotacdo em torno das ligacdes covalentes for-
madas pelos dtomos de carbono ¢, o nimero
de conformacdes possiveis é ilimitado. No en-
tanto, a estrutura nativa restabelece-se espon-
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Ribonuclease A nativa

Adicio de Remogio do
2-mercaptoetamol 2-mercaptoetamol
e ureia e da ureia e exposigao

ao ar (Oyp)

Ribonuclease A desnaturada
reversivelmente; as ligacdes de
persulfureto sofreram reducgio

Desnaturacio e renaturacdo da ribonuclease A. Esta
experiéncia demonstra que a informacio necessaria
para o enrolamento da cadeia polipeptidica na
conformagio biologicamente activa estd contida
na sequéncia de residuos de aminoicidos da proteina

taneamente: primeiro di-se o enrolamento da
molécula, depois a formacio das ligagdes de
persulfureto.

Esta experiéncia comprova a hipotese termodi-
namica de Christian Anfinsen: a cadeia polipep-
tidica enrola-se porque a sua estrutura nativa é,
em condi¢des fisiologicas normais, mais estavel
do que a forma desenrolada. A estrutura de uma
P. nativa &, deste modo, uma propriedade ter-
modindmica. Uma vez que a estrutura de nivel
tercidrio depende da natureza das interacgdes
entre as cadeias laterais R dos residuos de ami-
nodcidos na estrutura de nivel primario, pode
dizer-se que a estrutura de nivel terciario é ge-
neticamente determinada pela estrutura de nivel
primdrio, estando ja codificada nos genes.

No processo de atingir o menor nivel de ener-
gia, a cadeia polipeptidica tende a enrolar-se de
tal modo que os residuos hidrofébicos ficam
no interior da P., ao passo que os residuos hi-
drofilicos tendem a ficar a superficie da P., em
contacto com a fase aquosa do meio circundan-
te, maximizando o numero de liga¢des de hi-
drogénio estabelecidas. Uma excep¢do importan-
te a esta regra ocorre nas P. que estio embebidas
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nas membranas celulares, pois o interior destas
estruturas € um meio altamente hidrofébico.
O segmento destas P. que atravessa a membra-
na expde apenas cadeias laterais R hidrofébicas,
as quais ancoram a P. 2 membrana. Nio se
sabe ao certo se a estrutura nativa de uma P.
corresponde ao seu nivel minimo de energia
livre, ou apenas ao nivel mais baixo possivel
sob condicoes fisiologicas.

Foi durante muito tempo aceite que o enrola-
mento e montagem de uma P. para aquisi¢io
da sua estrutura nativa era uma propriedade
termodindmica dessa P., especificada na sua es-
trutura de nivel primario. A descoberta de algu-
mas P. veio modificar, pelo menos em parte, este
ponto de vista. E o caso, p. ex., da peptidil-pro-
lil cis-trans isomerase, que catalisa a isomeriza-
cdo cis-trans de ligacoes peptidicas aminoacil-
-prolina, da P.-bissulfeto isomerase, que catalisa
a formacdo de ligacdes de persulfureto, e dos
chaperones moleculares, uma familia de P. cuja
funcido é a de assegurar o enrolamento correcto
de algumas cadeias polipeptidicas e a sua mon-
tagem em estruturas oligoméricas; os chapero-
nes moleculares nio fazem parte da estrutura
final da P. em cuja montagem participam, desti-
nando-se, portanto, a evitar a formagdo de es-
truturas incorrectas. Assim sendo, algumas P.
necessitam, para aquisicio da sua estrutura na-
tiva, de informacdo contida na sequéncia de
residuos de aminodcidos de outras P., como os
chaperones moleculares.

4. Turnover» de P.— O «urnover» de P. &€ hoje
reconhecido como um componente importante
na regulagdo dos sistemas biolégicos. Este pro-
cesso implica a ocorréncia simultinea de sinte-
se e de degradagdo de P. A grande maioria das
P. de todas as células estdo sujeitas a um «turno-
ver intenso, i. €, elas estio simultaneamente e
continuamente a ser sintetizadas e degradadas,
mesmo quando a sua concentragio se mantém
constante durante um dado periodo de tempo.
5. Sintese de P. — As P. sdo a expressio da
informag¢io genética. No nucleo das células euca-
riotas, o DNA é transcrito no mRNA. Este des-
loca-se para o citoplasma, onde a sintese de P.
decorre nos ribossomas. De modo semelhante
ds células procariotas, também ocorre sintese
proteica nos mitocdndrios e cloroplastos, pois
estes organitos contém toda a «@parelhagem» ne-
cessaria 4 sintese das P., incluindo DNA, RNA
e ribossomas.

Podem considerar-se, basicamente, cinco passos
na sintese proteica [AProteinas (Sintese de)l:
activacdo; inicia¢do; alongamento; terminagio;
processamento. O processamento ocorre ao ni-
vel do aminoacil-tRNA, da cadeia polipeptidica
nascente ou da cadeia polipeptidica completa.
Ha virjos tipos de processamento:

a) O enrolamento da cadeia polipeptidica, a
associag¢do de cadeias polipeptidicas entre si ou
com ligandos, através de interac¢des ndo-cova-
lentes, para originar a conformagio tridimensio-
nal nativa da P.

b) A modificacdo dos residuos de aminoacidos
proteicos, para originar os aminoacidos raros
das P.

O A ligacdo covalente de estruturas de natureza
ndo-peptidica, como é o caso de hidratos de car-
bono, lipidos, dcidos nucleicos, grupos heme, etc.
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d) A hidrélise da pré-sequéncia, uma sequéncia
de residuos de aminoicidos que pode ocorrer
em qualquer parte da cadeia polipeptidica e que
impede que a P. adquira a conformacio nativa
e, consequentemente, a expressdo da sua acti-
vidade biolégica. E importante, p. ex., durante
o transporte e a montagem de certas P. Deste
modo, muitas enzimas nio sdo sintetizadas na
sua forma cataliticamente activa, mas sim na for-
ma de polipéptidos inactivos ou Azimogénios,
0s quais sdo posteriormente activados por pro-
tedlise limitada. £ o caso do tripsinogénio, qui-
motripsinogénio e pepsinogénio, os zimogénios
das enzimas tripsina, quimotripsina e pepsina,
respectivamente.

©) A hidrélise da pré-sequéncia ou péptido sinal.
E uma sequéncia de residuos de aminoicidos
que ocorre normalmente na extremidade N da
cadeia polipeptidica, sendo necessaria para o
trinsito da P. dentro da célula ou para a impor-
tacdo da P. por parte de organitos. Na realidade,
a maior parte das P. presentes nos mitocondrios
e cloroplastos encontram-se codificadas no nu-
cleo, sendo sintetizadas nos ribossomas do cito-
plasma sob a forma de precursores. O reconhe-
cimento e a ligacdo da sua sequéncia sinal a um
receptor especifico presente na superficie do
organito para o qual a P. se destina permite a
importacdo da P., a qual é entdo processada
proteoliticamente para o seu tamanho final.

6. Degradacdo de P. — A degradacdo de P. é
um mecanismo integrante do processo mais ge-
ral de ¢urnover» e consiste na hidrolise enzima-
tica das P. com libertacio dos seus aminoacidos
constituintes. As enzimas responsaveis pela hi-
drolise das ligacoes peptidicas que unem os
residuos de aminoacidos nas P. recebem a desig-
nagio de Aproteases. Tal como no caso da de-
sintegragdo de isdtopos radioactivos, a degrada-
¢do de P. obedece a um modelo exponencial
— assim, é possivel definir semivida de uma P.
como o periodo de tempo necessario para que
sejam degradadas metade do nimero de molé-
culas de P. inicialmente presentes. De modo
semelhante as taxas de sintese proteica, as taxas
de degradacio das P. sdo reguladas com preci-
sdao. A mesma P. podera exibir semividas dife-
rentes na mesma célula submetida a condi¢coes
metabolicas distintas, ou em tecidos diferentes
de um mesmo organismo. Por outro lado, exis-
tem mecanismos nas células que permitem re-
gular a taxa global de degradacdo proteica.

A hidrélise de uma P. nos seus aminodicidos
constituintes &€ um processo exergdnico. Contu-
do, dentro da célula, tanto a sintese de P. como
a sua degradacido sdo energeticamente dispen-
diosas para a célula. Nestas condicdes, para que
a degradacao proteica ndo seja um processo
exclusivamente dissipador de energia, tera de
prover os organismos vivos com algumas van-
tagens selectivas:

a) Variagdes na concentracio intracelular de P.
podem ser conseguidas por uma alteracio regu-
lada das suas taxas de sintese, de degradacio,
ou de amibas — e quanto maiores forem essas
taxas, maijor o grau de controlo possivel no teor
da P. Neste sentido, observou-se que aquelas
enzimas que limitam o fluxo de metabolitos atra-
vés da vias metabodlicas desenvolveram semividas
particularmente curtas, de modo a que a sua
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concentracdo intracelular possa flutuar rapida-
mente e com precisio em resposta a alteracoes
ambientais.
b) O «¢urnover» continuo de P. aumenta signifi-
cativamente a capacidade do organismo se adap-
tar prontamente a alteracdes no seu meio am-
biente. O processo de adaptacdo ocorre pela
sintese de um conjunto de P. apropriado ao
novo meio, assim como pela remo¢io daquelas
que ja ndo sdo necessdrias. Esta adaptacdo é
especialmente importante em condi¢des de ca-
réncia de nutrientes, as quais aceleram a degra-
dacio de P. para que as células passam a degra-
dar as P. «de luxo» (funcdes celulares, como,
p. ex., o crescimento e a divisdo sio considera-
das de luxo em situa¢des adversas em que a
prioridade maxima € a sobrevivéncia), as quais
vao fornecer os aminodcidos necessarios 4 bios-
sintese das P. essenciais 4 sobrevivéncia.
©) As taxas de degradacio das P. celulares variam
também sob condicoes que afectam a fisiologia
das células, tais como crescimento, diferenciacio,
etc. No caso das plantas, p. ex., a degradacdo das
P. de reserva durante a germinacio das sementes
€ um pré-requisito nutricional para a planta em
desenvolvimento, ao passo que a degradacdo da
P. foliar durante a senescéncia das folhas fornece
aminodcidos que sdo exportados e armazenados
de uma forma ou outra para reutilizacao no ciclo
vegetativo seguinte.
d) A hidrolise rapida de P. com estruturas an6ma-
las e potencialmente perigosas para as células,
as quais podem ser produzidas em consequéncia
de alguns stresses, como sejam temperaturas
elevadas ou radia¢cdes que provoquem muta-
¢oes ou erros na expressao genética.
e) Outra funcio fisiologica do catabolismo pro-
teico resulta da utilizacdo das P. e aminoicidos
na gluconeogénese ou directamente como fonte
de energia. Este aspecto assume especial impor-
tincia nos animais, em especial em situacdes de
adaptacio i falta de nutrientes, o que parece
ocorrer a custa daquelas P. que ndo sao essen-
ciais a sobrevivéncia do organismo. No homem,
p- ex., estima-se que, em condicoes normais,
15% da energia deriva do catabolismo dos ami-
nodcidos. Aquele valor aumenta consideravel-
mente em condicoes de caréncia de nutrientes.
As células apresentam varios sistemas de degra-
dacio de P., os quais parecem hidrolisar dife-
rentes classes de P. ou manifestarem actividade
apenas em certas condicdes fisiologicas ou em
situagoes patologicas. Assim, existem:
a) mecanismos de degradacdo ndo-lisossomais,
directamente dependentes do consumo de ATP,
responsaveis pela maijor parte do catabolismo
altamente selectivo das P. intracelulares em con-
dicdes metabdlicas normais;
b) mecanismos de degradacdo lisossomais (va-
cuolares, no caso das células vegetais e de le-
veduras), responsaveis pela degradacio proteica
estimulada pelo stresse.
Como exemplos dos primeiros temos a via pro-
teolitica dependente da Zlubiquitina, bem como
vias presentes nos mitocondrios, cloroplastos e
bactérias.

I PROTEINA A
Trata-se de uma P. da parede celular bacteriana,
que ocorre em muitas linhas de Staphylococcus
aureus, e que exibe a capacidade de se ligar a
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regido F. das imunoglobulinas G (IgG; 2Anti-
corpos), sem interferir com a formacio do com-
plexo antigénio-anticorpo. Ocorre predominan-
temente numa forma ligada covalentemente as
peptidoglicanas da parede celular, com uma pe-
quena propor¢do a ser excretada, sob a forma
livre, para o meio de crescimento. Algumas linhas
resistentes a meticilina de S. aureus produzem
apenas a forma livre. Uma das fontes mais ricas
em P. A é a parede celular da linha Cowan I de
S. aureus, a qual contém 6,7% (m/m) da P. A P.
A € normalmente purificada por digestao das
bactérias com lisostafina, seguida de cromatogra-
fia de troca i6nica, cromatografia por filtracio
em gel e cromatografia de afinidade em IgG-
-Sepharose.
A P. A é constituida por uma Gnica cadeia po-
lipeptidica, com uma massa molecular de 42 kDa,
contendo poucos ou nenhuns hidratos de car-
bono, um residuo C-terminal de lisina e um ter-
minal N bloqueado. Nio contém residuos de
triptofano nem de cisteina. Possui quatro domi-
nios de estrutura com elevado grau de homo-
logia (cada um contendo um residuo de tirosina,
que serve como centro de iodina¢do nas expe-
riéncias de marcacido radioactiva com '”I) e um
dominio C-terminal que se encontra ligado a
parede celular.
A P. A liga-se as IgG de todos os mamiferos.
Contudo, nio se liga as IgG de aves e liga-se
frouxamente as IgG dos animais ruminantes.
Além disso, liga-se frouxamente as IgA, IgE e
IgM de origem humana, nio se ligando as 1gG;
e IgD. Estas caracteristicas de ligacao sdo utili-
zadas no isolamento e purificacdo das diferentes
subclasses de IgG, as quais sdo eluidas separa-
damente de uma coluna contendo um gel de P.
A-Sepharose pela aplicacdo de um gradiente con-
tinuo de pH (ACromatografia). Ndo se liga, de
igual modo, aos receptores celulares para o F.
A P. A € amplamente usada como reagente imu-
noquimico, frequentemente numa forma imobiliza-
da, em colunas de cromatografia de afinidade,
no isolamento e purificacio de imunoglobulinas
e, pela formacio de complexos terndrios, tam-
bém de antigénios e de complexos anticorpo-an-
tigénio. E ainda empregue como um reagente
de ligacio em imuno ensaios do tipo ELISA em
histoquimica e em técnicas de transferéncia de
P. (blotting). A “I-proteina A (i. €, P. A marca-
da radioactivamente com o isétopo 1) & par-
ticularmente 1til na detecgdo de anticorpos.
III PROTEINA AGP

AProteoglicanas.

IV PROTEINA B
E uma P. da superficie celular de espécies de
Streptococcus do grupo B, a qual se liga espe-
cificamente a regido F. das imunoglobulinas A
(IgA; Z1Anticorpos) de origem humana, sem afec-
tar a sua capacidade de ligacdo ao antigénio.
Nio se liga a outras imunoglobulinas ou a P. do
soro. E utilizada em imuno ensaios do tipo ELISA
e em técnicas de transferéncia de P. («blotting»).

V PROTEINA C
E uma glicoproteina dependente da vitamina K,
que é o Azimogénio de uma endopeptidase de
serina. Ocorre no plasma sanguineo, onde limi-
ta a coagulacio do sangue. Recebeu esta desig-
nacdo porque era eluida de colunas de Zcro-
matografia como o terceiro de quatro picos de
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P. (denominados A, B, C e D). Apresenta uma
massa molecular de 62 kDa no caso do homem
e de 54,3 kDa no caso dos bovinos. No homem,
o seu precursor & composto por 461 residuos
de aminoicidos (52,01 kDa).
A P. C é sintetizada a partir de um precursor, a
autoprotrombina IIA, o qual é clivado numa ca-
deia polipeptidica leve e numa pesada. Estas ca-
deias sao mantidas unidas por uma ligacio de
persulfureto na P. C. A trombina corta subse-
quentemente um tetradecapéptido do terminal
N da cadeia polipeptidica pesada. Esta reaccao,
que decorre na supetficie das células endoteliais,
é fortemente promovida pela trombomodulina.
A P. C é assim convertida na enzima P. C (acti-
vada), classificada com o nimero de cod. EC
3.4.21.69. Esta enzima contém 10 a 12 residuos de
y-carboxiglutamilo nos 40 residuos de aminoa-
cidos da extremidade N-terminal.
A forma activada da P. C (i. é, com actividade
enzimatica) hidrolisa proteoliticamente e de mo-
do especifico o factor pro-acelerina (V,) e o
factor anti-hemofilico (VIII,) (AFactores de coa-
gulacdo do sangue), convertendo-os numa forma
inactiva, funcionando como um factor anticoa-
gulante potente. Esta reacc¢do requer fosfolipi-
dos, cilcio e a ZP. S. A importancia fisiologica
do papel desempenhado pelas P. C e/ou § &
demonstrada pela observagio de que individuos
que nio contém uma destas P. morrem fre-
quentemente na infincia devido a hemorragias
massivas.
VI PROTEINA DA CARNE

AProteinas do musculo.

VII PROTEINA DOS CEREAIS
As folhas, sementes, frutos e raizes das plantas
contém teores de P. que variam normalmente en-
tre 2% e 25%. As plantas possuem, por isso, teo-
res menores de P. que muitos produtos de ori-
gem animal. Tem mesmo sido sugerido que os
cereais devem ser encarados primariamente como
fontes de energia metabolizavel e ndo como fon-
tes de P. Contudo, os cereais sio considerados
excelentes fontes de P. porque produzem mais
P. (5 a 9 vezes mais) por unidade de drea agri-
cola do que os animais. Os custos energéticos
associados a producio de P. (expressos em MJ/kg
de P.) tém sido estimados em 30 para a soja, 65
para o milho, 300 para os ovos de galinha, 530
para o peixe, 585 para o leite, 590 para a carne
de porco e 1300 para a carne de vaca. Infeliz-
mente, as baixas concentra¢cdes de determina-
dos aminodcidos nas plantas, em particular al-
guns aminoacidos essenciais, implica o consumo
de grande quantidade de material vegetal para
satisfazer as necessidades dietéticas do homem
em P.
Em 1980, a producio mundial de P. totalizou
290 000 000 de t, 80% das quais foram de origem
vegetal e apenas 20% de origem animal. Os ce-
reais forneceram mais de dois tercos das P. de
origem vegetal. Os principais cereais cultivados
a nivel mundial s3o o trigo, o milho, o arroz, o
centeio, a aveia, a cevada, o sorgo, o milho-
-painco e o triticale.
Do ponto de vista proteico, as sementes dos
cereais sdo relativamente pobres. Em termos quan-
titativos, estas sementes contém normalmente 8%
a 16% de P. Em termos qualitativos, a P. destas
sementes é fortemente deficitiria em lisina. Além
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disso, espécies diferentes apresentam pequenas
deficiéncias em determinados aminodcidos. E o
caso da cevada relativamente 2 isoleucina e treo-
nina, do milho para o triptofano, da aveia e do
arroz para a metionina, treonina e isoleucina, do
centeio para a fenilalanina, isoleucina e tripto-
fano, do sorgo para a metionina, triptofano e fe-
nilalanina, e do trigo para a isoleucina e tripto-
fano.

C. 80% da P. das sementes dos cereais estd ar-
mazenada no endosperma. As P. do embrido sio
ricas em albuminas e globulinas e tém uma
composi¢cao em aminoicidos relativamente equi-
librada. As P. do endosperma sao ricas em po-
laminas e glutelinas. As glutelinas contém ligei-
ramente mais lisina do que as prolaminas. O
aumento do contetdo proteico das sementes dos
cereais por determinadas praticas culturais re-
sulta de um aumento primario na fraccio das
prolaminas, o que reduz, por isso, o valor biol6-
gico da sua P.

O contetdo proteico e a versatilidade funcio-
nal das sementes do trigo tornam-no apropriado
para panificacdo (AProteinas do pdo). O teor
das suas sementes em P. varia normalmente
entre 7,5% e 15%, o que depende da variedade
e das condi¢des ambientais em que cresce. Com
excepcao da lisina, para a qual é fortemente de-
ficiente, a semente do trigo fornece P. em quan-
tidade e qualidade razodveis, quando se com-
para com o seu valor energético. A gliadina e
a glutenina, que constituem o Aglaten, corres-
pondem a c. 82% do total de P. presente no
endosperma da semente. Estas P. sdo particular-
mente ricas em glutamina e em prolina. A glu-
tenina (20 a 100 kDa), que consiste de uma es-
trutura composta por subunidades unidas por
ligacoes de persulfureto, é responsavel pelas
propriedades eldstico-coesivas da massa do pio.
As gliadinas (16 a 50 kDa) exibem proprieda-
des elasticas e elasticidade baixa, contribuindo
pouco para o volume da massa do pio.

As sementes do milho contém c. 9% a 10% de
P., a qual estd localizada no embrido e no en-
dosperma. As espécies de milho mais cultivadas
sdo fortemente deficientes em lesina e tripto-
fano. Contudo, algumas variedades mutantes apre-
sentam teores mais elevados de lisina. As P. do
endosperma do milho sio compostas por 40%
a 50% de zeina, uma prolamina, e 30% a 40%
de glutelinas.

As sementes de aveia apresentam um teor em
P. de 15% a 22%, o que € acompanhado por
uma composicio equilibrada em aminodcidos
essenciais, incluindo a lisina e os aminoacidos
sulfurados.

As sementes do arroz contém, dependendo da
variedade, 7,5% a 14% de P., ao passo que as
de centeio possuem 11% a 12% e as de cevada
11 a 13%. O sorgo € uma fonte relativamente
pobre de P., quando comparado com os outros
cereais, devido a desequilibrios na composicao
em aminoacidos e a sua baixa digestibilidade.
Os teores em lisina e metionina sao baixos.
O papel do milho-pain¢o como fonte de P. na
alimentacdo humana é muito secundirio na
grande maioria dos paises.

O triticale, um cereal hibrido produzido pelo ho-
mem, resulta do cruzamento do centeio com o
trigo duro. Apresenta um teor em P. mais ele-
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vado e uma composi¢cio em aminodcidos mais
equilibrada que muitas espécies tradicionais de
trigo. )

VIII PROTEINA DE CHOQUE TERMICO
Abreviatura: hsp (do inglés heat shock proteins).
A generalidade das células dos organismos vivos,

- desde bactérias ao homem, respondem as tem-

peraturas elevadas por um conjunto bisico de
trés modificacdes no seu metabolismo proteico:
a) hid uma repressdo (abrandamento ou mes-
mo paragem) da sintese das chamadas <house-
keeping proteins», as P. ditas «normais» da célula;
b) ha um aumento generalizado na taxa global
de degradacdo proteica, cujo objectivo & o de
hidrolisar P., libertando os seus aminodcidos
constituintes de modo a fornecer, o mais rapi-
damente possivel (da rapidez da resposta pode
depender a sobrevivéncia), os precursores neces-
sarios para

©) a sintese das P. de choque térmico.

Este fenémeno foi primeiramente observado na
mosca da fruta, Drosophila melanogaster. Quan-
do células de Drosophila sao transferidas da tem-
peratura normal de crescimento (25°C) para 37°C,
a sintese proteica normal pira e tem inicio a
sintese das hsp. Por defini¢do, as hsp sdo as P.
cuja sintese é ripida e dramaticamente induzi-
da a temperaturas elevadas. Podem, pois, ocor-
rer em condicdes fisioldgicas normais. Assim,
muitos membros da familia das hsp estio nor-
malmente presentes em todas as células. Sio,
por isso, sintetizadas por células procariotas e
eucariotas (incluindo bactérias, leveduras, célu-
las vegetais e células animais) ap6s uma expo-
sicdo a uma temperatura superior ao normal.
Outros stresses, como tratamento com etanol,
metais pesados ou anoxia, permitem a sintese de
um conjunto de P. muito semelhante ao das hsp.
A observacio de que a resposta dos organismos
a temperatura elevada é universal (tem sido en-
contrada em todos os organismos estudados,
desde bactérias a plantas e animais, em quase
todas as células e tecidos dos organismos mul-
ticelulares e em culturas de tecidos e de célu-
las) e tem sido muito conservada ao longo da
evolucio (p. ex., as hsp de Escherichia coli e
do homem exibem uma homologia superior a
50% no que se refere as suas estruturas de nivel
primario) sugere que desempenha um papel fun-
damental na sobrevivéncia dos organismos as
temperaturas elevadas e, possivelmente, ao stresse
em geral. Admite-se que estas P. permitem que
as células facam os ajustamentos estruturais e
bioquimicos que sao necessarios para que pos-
sam sobreviver ou tolerar a situacdo adversa
imposta pelo stresse. Tém sido localizadas hsp
em varias fracgdes subcelulares, incluindo nicleo,
mitocéndrio, cloroplasto, ribossoma e fracgdo
solivel da célula.

As P. de choque térmico sio classificadas em fa-
milias, de acordo com o seu tamanho. Como a
sua identidade é, na maioria dos casos, desco-
nhecida, as P. de choque térmico sao referidas
individualmente pela sigla hsp, seguida do nid-
mero que representa a sua massa molecular em
kDa (p. ex.: hsp27, hsp60, hsp70). Podem ser
consideradas quatro familias principais de hsp:
o grupo das hsp grandes, com tamanhos desde
68 kDa a mais de 100 kDa; um grupo de tama-
nho intermédio; a familia de hsp de massa mo-
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lecular baixa, com c. 15 a 27 kDa, mais ou menos
exclusiva das plantas; a Zubiquitina (8,6), pre-
sente nas células eucariotas. Ha diferencas sig-
nificativas entre células animais e vegetais no
que respeita 4 abundincia relativa de hsp de
massa molecular baixa e alta. Nas células animais,
ha um predominio de hsp na zona dos 70 kDa,
ao passo que nas células vegetais, a maijor parte
da sintese das hsp estd centrada na produgio
da familia de hsp de massa molecular baixa.
Experiéncias realizadas com plintulas de soja
(Glycine max) mostraram que, quando a tempe-
ratura é bruscamente elevada de 28-30°C para
35-45°C, ocorre sintese de hsp. A 40°C, as hsp
constituem a maioria das P. sintetizadas de novo.
Contudo, acima dos 40°C hia um decréscimo acen-
tuado na taxa de sintese proteica, com a quase
totalidade da sintese proteica residual dedicada
as hsp.

A temperatura Optima de sintese das hsp, i. é, a
temperatura que corresponde a uma indugio ma-
xima da sua formagdo, varia muito com a espé-
cie considerada, mas estd normalmente correla-
cionada com a temperatura ambiental a que o
organismo estd naturalmente sujeito. Nos orga-
nismos que crescem normalmente expostos a
uma gama ampla de temperaturas, a resposta ma-
xima é obtida c. 10°C a 15°C acima da tempera-
tura 6ptima de crescimento. Nos organismos que
crescem sujeitos a uma gama mais estreita de
temperaturas, a resposta maxima ocorre c. 5°C
acima da temperatura 6ptima de crescimento.
A indugdo da sintese das hsp & um processo mui-
to rapido. Assim, apdés uma subida brusca da
temperatura, a sintese de hsp pode ser detectada
ao fim de 20 minutos, podendo ser observado
um aumento nos niveis de mRNA transcrito de
genes hsp ap6s 3 a 5 minutos. A sintese de hsp
mantém-se o principal componente da sintese
proteica durante 3 a 4 h, com as diferentes hsp
a serem expressas diferencialmente ao longo des-
te periodo de tempo.

A indugio da sintese das hsp é tempordria, du-
rando apenas algumas horas, mesmo na presenca

continuada de temperaturas elevadas. Contudo, .

quando as temperaturas sio exageradamente ele-
vadas, a sintese das hsp torna-se permanente,
até as células comegarem gradualmente a morrer.
A repressdo da sintese das hsp é também um
processo muito ridpido, quando as células sio
retornadas para condi¢des de temperaturas nor-
mais. Contudo, as hsp sdo P. bastante estaveis,
permanecendo nas células durante um periodo
de tempo consideravel ap6s o fim do choque
térmico.

A condi¢do experimental 6éptima para a sintese
das hsp em laboratério € um aumento brusco da
temperatura. No entanto, a sintese de hsp é tam-
bém induzida por um aumento gradual da tem-
peratura, de modo semelhante ao que se passa
nas condi¢des naturais.

A funcido desempenhada pelas hsp, consideradas
como um todo, esti relacionada com a aquisi-
¢do de termotolerdncia. A termotolerdncia pode
ser definida como a capacidade que uma célula,
tecido, 6rgdo ou organismo tem de sobreviver
a temperaturas normalmente letais, se for primei-
ramente submetido a uma temperatura subletal,
suficientemente elevada para induzir a sintese
de uma quantidade apropriada de hsp. A tem-
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peratura e o tempo de exposicdo nas condi¢des
subletais tém de ser suficientemente elevados para
permitir a2 acumulacio de um nivel adequado de
hsp. P. ex., uma exposi¢do de 2 h a 42°C (na
presenca de luz) ou a 43°C (na auséncia de luz)
¢é letal para plantas de lentilha-de-4gua menor
(Lemna minor). Contudo, as plantas sobrevivem
ao tratamento letal se forem previamente incuba-
das durante 4 h a 38°C.
Outros tratamentos ou stresses existem que per-
mitem a aquisi¢do de termotolerdncia, por con-
duzirem também a sintese de hsp. Sdo os casos,
p. ex., do tratamento com etanol, metais pesa-
dos ou anoxia. O inverso também é verdadeiro,
i. €, o choque térmico induz tolerdncia ao etanol,
anoxia, etc. Curiosamente, a administracio de
andlogos estruturais de aminodcidos induz len-
tamente a sintese de hsp sem conduzir 4 aqui-
sicdo de termotolerdncia — esta € uma excepcdo
que confirma a regra, na medida em que estas
células nio adquirem termotolerdncia porque
as hsp sintetizadas na presen¢a de andlogos de
aminodcidos sio ndo-funcionais.
Em geral, a identidade e a fun¢do desempe-
nhada por cada uma das P. de choque térmico
(consideradas individualmente) nio sio conhe-
cidas. Como o calor desnatura as P., tem sido
sugerido que muitas hsp estdo envolvidas na
proteccdo das estruturas celulares da desnatu-
ragdo pelas temperaturas elevadas. Assim, as hsp
podem evitar a desnaturagdo das P., ajudar na
sua renaturagio ou proceder 2 sua remogio apds
sofrerem desnaturacdo. A ubiquitina & uma P.
de choque térmico. O seu papel como hsp deve
estar relacionado com a via protolitica mediada
pela ubiquitina, a qual podera hidrolisar as P.
desnaturadas pelo calor. Outras hsp funcionam
como chaperones moleculares. Um chaperone
importante, presente no limen do reticulo endo-
plasmatico, € a P. de ligacdo, um membro da
familia hsp70. As P. hsp70 apresentam activida-
de de ATPase e dominios de ligacdo a péptidos.
Outros membros da familia hsp70 incluem a
Grp75 dos mitocondrios e a Dnak do citoplasma
bacteriano. A hsp70, p. ex., funciona nas célu-
las em condicdes normais como «desenrolase»
— mantém as P. no estado desenrolado, 4 custa
da energia libertada pela hidrélise do ATP, per-
mitindo a sua translocac¢do através de membra-
nas.
A familia das hsp de massa molecular baixa, par-
ticularmente abundante no caso das células ve-
getais, parece estar envolvida na formacio de
umas superstruturas, responsaveis pela seques-
tracdo de mRNA de controlo, denominadas gra-
nulos de choque térmico (hsg, do inglés beat
shock granules). Os hsg permitem uma pronta
re-adaptacdo as condigdes pds-stresse, na me-
dida em que libertam o mRNA de controlo ap6s
o retorno s temperaturas normajs de crescimen-
to, possibilitando uma sintese ripida das <house-
keeping proteins».
Outras P. que tém sido identificadas como hsp
incluem a enrolase, a histona H2b em Drosophi-
la e o y-interferdo em células de mamiferos.

IX PROTEINA CINASE
P. cinase & a designacdo atribuida as enzimas
que catalisam a fosforilagio de um ou mais gru-
pos hidroxilo ou fenol presentes em P. Utilizam
o ATP (ou outro nucleétido) como dador do gru-
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po fosforilo. Sdo conhecidas mais de 110 P. que
constituem a superfamilia das P. cinase. Ha dois
grupos principais de P. cinase:

a) As enzimas que fosforilam grupos hidroxilo
presentes em residuos de serina ou de treoni-
na, genericamente denominadas «proteinas cina-
ses» (EC 2.7.1.37):

Proteina + ATP — fosfoproteina + ADP

Estdo incluidas neste grupo as cinases que regu-
lam vias do metabolismo intermediario. Sdo exem-
plos a glicogénio fosforilase cinase, a P. cinase
A e a P. cinase C.

b) As P.-tirosina cinases, também referidas por
P.-cinases (tirosina) (PTK; EC 2.7.1.112), enzimas
que fosforilam grupos fendlicos presentes em
residuos de tirosina de P.:

Proteina tirosina + ATP —
— proteina tirosina-fosfato + ADP

Esta actividade enzimdtica ocorre em alguns re-
ceptores de citocinas e em produtos de onco-
genes; €, por isso, caracteristica de certas P. mem-
branares e de muitos oncogenes — c¢. um ter¢o
dos oncogenes conhecidos codificam PTKs. Exem-
plos de P.-substrato que sio fosforiladas por es-
tas enzimas sdo as enzimas glicoliticas enolase,
fosfoglicerato mutase e lactato desidrogenase, trés
P. do citosqueleto (a vinculina, a p36 e a p81)
e algumas glicoproteinas membranares. As PTKs
ficam autofosforiladas ao servirem de substrato
da sua propria actividade de PTK; em alguns
casos, a autofosforilacio é necessiria para esten-
der a actividade de PTK a outros substratos. No
caso de alguns receptores da membrana, como
acontece, p. ex., com o receptor da insulina, a
ligacdo do ligando apropriado na superficie ex-
terior da célula promove o aparecimento da acti-
vidade de PTK no dominio de estrutura virado
para o citoplasma.

A P. cinase A, também denominada «proteina
cinase» dependente do cAMP, & uma P. cinase
que € regulada pelo AMP ciclico (cAMP). A for-
ma inactiva da enzima é composta por duas ca-
deias polipeptidicas regulatérias e duas cadeias
polipeptidicas cataliticas. A activagio pelo cAMP
origina dois monémeros cataliticamente activos
e um dimero regulatério que liga quatro mo-
léculas de cAMP. Ha dois tipos de P. cinase A:
a) No tipo I, a expressdo das cadeias polipep-
tidicas regulatérias varia com o tecido, sendo
constitutiva em alguns casos e indutivel noutros.
b) No tipo II, as cadeias regulatérias medeiam
a associacdo a membranas por se ligarem a P.
de ancoragem, nomeadamente a MAP-2 cinase
e a AKAP.

P. cinase C (abreviatura: PKC) é qualquer mem-
bro de uma subfamilia de P. cinase membranares,
caracterizadas por necessitarem de fosfolipidos
aniénicos para expressio da sua actividade cata-
litica, a qual é regulada por diacilglicerol e Ca*.
Catalisam a fosforilacdo de grupos hidroxilo em
residuos de serina ou treonina de P. Foram ja
caracterizadas numerosas isoformas, as quais re-
ceberam as designacdes de o, By, B, 7. 6, &, &,
0, n, 7, p. Para concentracdes fisiologicas de cal-
cio, a PKC € activada pelo diacilglicerol, o produ-
to da acc¢do da fosfolipase C sobre os fosfolipidos
de inositol. Os inibidores da PKC incluem a
bisindolilmaleimida, o 1-O-hexadecil-2- O-metil-
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glicerol, a melitina, a floretina, a polimixina B
e a estaurosporina. A P. cinase Ca de Bos faurus,
p. ex., € composta por 672 residuos de aminoa-
cidos (76,84 kDa).

P. fosfatase, também denominada fosfoproteina
fosfatase (EC 3.1.3.16), é qualquer enzima que
catalise a hidrolise de grupos fosfato em P.:

Fosfoproteina + #H,O —
— proteina + 7 4cido ortofosférico

As P. fosfatases podem classificar-se em varios
grupos:
a) As enzimas da classe 1 sdo especificas para
grupos fosfato ligados a residuos de serina ou
de treonina. A fosfatase 1, p. ex., € dependente
do ATP e do Mg*; é composta por uma subuni-
dade catalitica de 38 kDa e uma subunidade
regulatoria de 23 kDa, a qual pode ser fosfori-
lada, activando a fosfatase.
b) As enzimas da classe 11 hidrolisam grupos fos-
fato ligados a residuos de tirosina, sendo frequen-
temente designadas por fosfatases 3. Sdo subdi-
vididas em enzimas citoplasmaticas e em enzimas
ligadas a membranas que podem exibir proprie-
dades de receptor. A fosfatase 2A, p. ex., regula
as actividades da fosforilase cinase b, da caseina
cinase 2 e da MAP-2 cinase; é uma enzima cito-
plasmitica que ocorre em vdrias formas oligomé-
ricas, as quais contém uma subunidade cataliti-
ca (c. 36 a 38 kDa), associada a uma ou duas
subunidades regulatorias, a subunidade A (61 a
65 kDa) e a subunidade B (51 a 55 kDa).
As P. fosfatases, conjuntamente com as P. cina-
se, controlam o nivel de fosforilacao das P. celu-
lares, constituindo um importante mecanismo de
regulagcdo do metabolismo.
X PROTEINA FOSFATASE
AProteina cinase.
XI PROTEINAS G
E uma P. da parede celular de bactérias, pre-
sente em Streptococcus do grupo G. As suas pro-
priedades e utilizacoes sdo semelhantes aos da
Aproteina A, mas nio se liga a IgM, IgD ou IgA.
Liga-se a todas as subclasses de IgG humanas,
bem como a imunoglobulinas animais com as
quais a P. A ndo reage bem.
XII PROTEINAS DAS LEGUMINOSAS
As sementes das plantas da familia das Legumi-
nosas tém, quando comparadas com as outras
fontes de P. vegetal, um teor elevado em P., a
qual constitui normalmente 20% a 40% da sua
massa. A sua composi¢io em aminoacidos apro-
xima-se do aminograma ideal para o homem e
outros animais, excepto no que se refere aos ami-
nodcidos sulfurados. Daqui resulta a observacio,
posta em pratica por muitas pessoas com habitos
alimentares vegetarianos, de que as P. das legu-
minosas, de que é exemplo o feijio, comple-
mentam as P. dos cereais, de que é exemplo o
arroz (AASementes dos cereais). As sementes das
leguminosas sdo, pois, e de um modo geral,
fortemente deficientes em metionina e cisteina.
Além disso, pequenas deficiéncias em determi-
nados aminodcidos sio muitas vezes especificas.
S3o os casos, p. ex., da fava, grio, ervilha e
caju relativamente ao triptofano, do feijao para
o triptofano e a valina, da soja para a valina, do
feijao-frade para a isoleucina e do amendoim
para a isoleucina e a treonina. Estas sementes
contém, pelo menos, duas a trés vezes mais P.
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do que as sementes dos cereais, € o teor em
lisina & também duas a trés vezes mais elevado
do que o dos cereais, onde este composto é o
mais limitante dos aminodcidos essenciais.

As sementes das leguminosas fornecem, por este
motivo, uma fonte importante de P. na dieta ali-
mentar do homem, em quase todos os paises
do mundo. Nos paises mais pobres, a falta de P.
de origem animal, ou seja, a escassez de P. com
uma composicido equilibrada em aminoacidos
essenciais levou a atribuir as sementes de legu-
minosas a designacio de «arne das pessoas po-
bres». Mesmo nos paises mais ricos, que con-
vertem ineficientemente quantidades tremendas
de P. vegetal em P. animal, as dietas alimenta-
res desequilibradas, muitas vezes com niveis exa-
gerados de produtos de origem animal, estdo a
levar cada vez mais pessoas a adoptarem habitos
alimentares mais naturais, em que as sementes
de leguminosas desempenham um papel impor-
tante em relacdo a P. fornecida. Nestes paises,
as sementes de leguminosas ocupam, pelos mes-
mos motivos, uma posi¢do primordial a nivel da
alimentacdo animal.

Embora representadas normalmente por um na-
mero relativamente pequeno de P. diferentes,
as P. de reserva das sementes de leguminosas
sdo responsaveis por c. 70% do azoto total da
semente. Em contraste, a pequena quantidade
de outras P. que ocorrem na semente estia pre-
sente numa enorme variedade, incluindo varios
milhares de enzimas, P. regulatérias, de trans-
porte, estruturais e de reconhecimento, inibido-
res de proteases e lectinas diferentes.

A tabela mostra os teores de P. mais frequente-
mente encontrados nas sementes das plantas
leguminosas utilizadas na agricultura.

A primeira coluna da tabela indica o teor de P.
das sementes das leguminosas mais comuns.
Estas podem subdividir-se em trés grupos, por
ordem crescente do teor em P.:

a) Grio de bico (Cicer arietinum), com c. 22%.
b) Amendoim (Arachis hypogaea), ervilha (Pisum
sativum), feijio-frade (Vigna unguiculata), fei-
jao (Phaseolus vuigaris), lentilha (Lens culinaris)
e fava (Vicia faba), com teores de P. entre 25%
e 30%.

©) Feijio-de-asa (Psophocarpus tetragonolobus),
soja (Glycine max) e tremogo branco (Zupinus
albus), com concentracdes de P. compreendi-
das entre 35% e 40%.

Os dois primeiros grupos, apesar de serem se-
mentes com niveis elevados de P., sdo classifi-
cados como sementes ricas em hidratos de car-
bono, porque estes compostos sdo os maioritarios
em termos de composicio global da semente.
Contudo, a soja € o tremogo S0 Mesmo consi-
deradas sementes ricas em P.

Na segunda coluna da tabela estd apresentada a
composi¢ido em P. de sementes de diversas es-
pécies de leguminosas menos comuns, que varia
de 18% (Voandzeia subterranea) a 33% (Trigo-
nella foenum-graecum).

A terceira coluna da tabela mostra como varia o
teor proteico em diferentes espécies pertencen-
tes a0 mesmo género; no género Phaseolus fo-
ram encontrados valores de 20% a 30%, no gé-
nero Arachis de 19% a 35% e no género Lupinus
valores de 27% a 50%. Deste modo, algumas
espécies de Lupinus apresentam os contetidos
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proteicos mais altos de todas as leguminosas cul-
tivadas. E importante notar que algumas destas
sementes apresentam ainda teores elevados de
lipidos. E o caso, p. ex., de Arachis hypogaea,
com 45% de 6leo, de Glycine max, com 20%,
de Psophocarnpus tetranolobus, com 15%, e de es-
pécies de Lupinus, com 5% a 15%.

As P. de reserva das sementes de leguminosas
sdo tipicamente representadas por um nimero
relativamente pequeno de espécies moleculares,
as quais correspondem a c. 70% de azoto total
da semente. Elas sdo globulinas e estio localiza-
das, na semente madura, em organitos especia-
lizados denominados corpos proteicos ou vacio-
los de armazenamento de P. Apresentam algumas
caracteristicas particulares, como sejam a ocor-
réncia de um grau elevado de polimorfismo, de
um comportamento de associa¢io/dissociaciao
e da presenca de estruturas de nivel quaternario.
Em 1898, T. Osborne e G. Campbell separaram,
pela primeira vez, a fraccdo de globulinas da
ervilha em dois componentes, a que atribuiram
os nomes de vicilina e legumina. De entdo para
ca tém sido detectados dois componentes nas
P. de reserva da maioria das dicotiledéneas,
com caracteristicas semelhantes 4s da ervilha, e
a que se atribuiram as designacdes genéricas,
por analogia com a ervilha, de P. do tipo vicili-
na e do tipo legumina. Em algumas espécies,
estas P. receberam denominacdes especificas.
Assim, as P. do tipo vicilina foram atribuidos os
nomes de vivilina na ervilha e na fava, o-cona-
raquina no amendoim, conglicinina na soja e
B-conglutina no tremogo; as P. do tipo legumina
foram chamadas de legumina na ervilha e na
fava, o-araquina no amendoim, glicinina na soja
e a-conglutina no tremogo.

As P. de reserva do amendoim comegaram a ser
estudadas hd muitos anos, principalmente de-
vido 4 grande importincia destas sementes para

Contetdo médio de proteina das sementes
de leguminosas mais utilizadas na alimentagdao
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a extrac¢do de dleo. As duas globulinas princi-
pais foram isoladas pela primeira vez em 1880
e designadas por araquina e conaraquina. Subse-
quenteemnte, foram apelidadas de a-araquina
e a-conaraquina para indicar que, embora pre-
dominantes, ndo constituem toda a fraccio de
globulinas da semente. A araquina é a P. domi-
nante, constituindo c. trés quartos da P. da se-
mente. Foi fraccionada em dois componentes,
A; e Aj. A conaraquina € muito menos abun-
dante; foi também fraccionada em dois compo-
nentes, I e II.
A soja € a espécie de leguminosa relativamente
a qual as P. de reserva foram mais extensivamen-
te estudadas. As quatro globulinas principais fo-
ram apelidadas de glicinina (a mais abundante)
e a-, - e y-conglicininas.
As P. das sementes de tremoco comegaram a ser
estudadas na década de 1950. As quatro globu-
linas principais receberam as designacoes de o,
B, 7- e &-conglutinas. A f-conglutina é a prin-
cipal P. de reserva e as y- e S-conglutinas sio
constituintes menores.
As sementes do feijio sdo relativamente pobres
em P. do tipo legumina, mas sdo ricas numa
lectina, a fito-hemaglutinina, que pode represen-
tar c. 10% da P. da semente. A principal globu-
lina de reserva € do tipo vicilina.
Por altimo, convém chamar a atenc¢do que as
sementes das leguminosas contém normalmente
factores de natureza antinutricional, de natureza
proteica ou nio, que lhe reduzem bastante o
valor nutritivo das suas P. De entre os factores
de natureza proteica sio de destacar as Alecti-
nas, os inibidores de A proteases e as Aprotei-
nas toxicas.

XIII PROTEINAS DO LEITE
Para os bebés, bem como para os restantes ma-
miferos recém-nascidos, o leite &€ o primeiro e,
na maior parte dos casos, o Unico alimento in-
gerido durante um periodo de tempo consideri-
vel. Com a domesticacio dos animais, tornou-se
possivel incluir o leite dos animais na dieta ali-
mentar do homem. A concentracdo de P. no lei-
te varia significativamente com a espécie ani-
mal. Assim, p. ex., aquele valor é de 3,6% na
vaca, de 3,7% na cabra e de 6,3% na ovelha.
O leite da vaca doméstica, Bos taurus, € uma
importante fonte de P. para o homem, e para as
criancas em particular. A composicao do leite
reflecte o facto de ser a Gnica fonte de alimento
para os mamiferos muito jovens. O leite é uma
solucdo aquosa de P., lactose, minerais e algumas
vitaminas, e que inclui uma emulsdo de globulos
de gordura e de micelas coloidais dispersas de
caseina que consistem de P., fosfato, citrato e
cilcio. O leite de vaca apresenta a seguinte com-
posicdo média: 4gua, 86,6%; gordura, 4,1%; P.,
3,6%; lactose, 5%; cinzas, 0,7%. Se a gordura for
removida do leite, obtém-se o leite magro ou
meio-gordo. Se a caseina € precipitada por redu-
¢do do valor do pH para 4,6 (a 20°C), o residuo
recebe a designacio de soro. O soro que se obtém
durante o fabrico do queijo tem uma composi-
cdo ligeiramente diferente, na medida em que
alguma caseina € solubilizada e parte da lactose
é convertida em 4cido lactico por accio de bac-
térias. ApoOs a formacio da coalhada, no fabrico
do queijo, a fervura subsequente do soro (com
o auxilio, por vezes, de um pouco de sumo de
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limdo, para baixar o pH) permite coagular pelo
calor a P. solavel, a qual é utilizada no fabrico
do requeijao.

O leite contém, tipicamente, 30 a 35 g de P. to-
tal por litro, com um valor nutritivo muito ele-
vado. A P. do leite humano difere da do leite de
vaca, particularmente no que se refere 4 com-
posicdo em polipéptidos.

e

Padrio de polipéptidos do leite humano (coluna C;
10 pL de leite, 150 ug de P.) e de vaca (coluna D;
4,4 pL de leite, 150 ug de P.), obtido por electroforese
desnaturante e redutora, em gel de poliacrilamida
(R-SDS-PAGE). Colunas A e B: Marcadores de massa
molecular: 1-205 kDa; 2-116 kDa; 3-97,4 kDa;
4-66 kDa; 5-45 kDa; 6-36 kDa; 7-29 kDa; 8-24 kDa;
9-20,1 kDa; 10-14,2 kDa

As P. do leite podem ser agrupadas em trés clas-
ses principais: as caseinas, as P. do soro e as P.
associadas com a fase lipidica.

Além dos produtos primirios de genes, varias P.
do leite resultam de protedlise pos-traducio, pro-
vavelmente devido a presenca de pequenas quan-
tidades de uma enzima do sangue, a plasmina.
Assim, as y-caseinas e a proteose-peptona derivam
da f-caseina. O leite contém também pequenas
quantidades de P. derivadas directamente do
sangue, como sejam a albumina do soro e algu-
mas das imunoglobulinas.

As caseinas formam uma familia de fosfoprotei-
nas relacionadas. Constituem 2,5% a 3,2% do lei-
te e correspondem a c. 80% das P. do leite. Por
este motivo, o coalho formado por aglomeracio
das micelas de caseina durante o fabrico do
queijo retém a maior parte da P. do leite. Os qua-
tro componentes principais (ag;, Oy, f- € k-
-caseinas) e um componente menor (y-caseina)
representam c¢. 95% do total de caseinas. Os
quatro componentes principais estio frequente-
mente na propor¢io de 3:0,8:3:1.

As letras gregas utilizadas para designar cada
tipo de caseina foram originalmente definidas com
base na sua mobilidade electroforética. O «» da
og-caseina refere-se 4 sua sensibilidade a pre-
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Caracteristicas das proteinas do leite

Componente Concentragao aproximada | Massa molecular pl Grupos por molécula
em % da proteina| g/l (kDa) Fosforo | Ligacdes de | Sulfidrilo
do leite magro persulfureto
Caseinas 78-85 27,2 — 4,6 — — —
o -caseina 45-55 — — — — — —
o -caseina’ — 13,6 23,5 5,1 8 0 0
a,-caseina — — 25 = — = —
PB-caseina 25-35 8,2 24 | 53 5 0 0
K-caseina 8-15 4,1 19 3,7-4,2 1 0 0
y-caseina 3-7 1,4 — 5,8 — - ==z
7 — — 20,5 — 1 0 0
7 — — 11,8 — 0 0 0
7 — — 11,5 — 0 0 0
Proteinas do soro 15-25 6,8 == p = - —
P-Lactoglobulina 7-12 3,6 18,3 5,3 0 2 1
o-Lactoglobulina 2-5 1,7 14,2 5,1 0 4 0
Imunoglobulinas 1,5-2,5 0,6 — 4,6-6,0 0 varidvel | varidvel
IgG1% 1gG2 — — | 160 (mondémero) | — - — —
IgM — — 900 (pentimero) — — — —
IgA — — 400 (dimero) — — — —
FSC’ — —_ 70 — —_ — —
Albumina do soro 0,7-1,3 0,4 69 4,7 0 17
Proteose-peptona’ 2,0-4,0 0,7 4-40 3,7 0,5-2,0 0 0

' As agg-, Qss, Ossm, € Oss- SA0 componente menores.
* Principal imunoglobulina do leite.

’ Do inglés Free Secretory Component.

“ Mistura heterogénea de glicoproteinas.

cipitagdo por ides de calcio. As ag-caseinas sio
sensiveis ao cilcio devido a presenca de grupos
fosfato, precipitando com o Ca* a pH 7,0. Em-
bora os prefixos o, @, etc., definam espécies de
caseinas, foi posteriormente reconhecido que ha
virias variantes de cada uma que diferem ligei-
ramente no que respeita ds sequéncias de resi-
duos de aminoacidos. P. ex., a ag;C-caseina di-
fere da ag;B-caseina por conter um residuo de
glicina em vez de um de acido glutimico na po-
sicdo 192. Um exame detalhado das proporcoes
destas variantes pode permitir identificar uma
vaca a partir de uma amostra do seu leite.

As caseinas sdo particularmente ricas em residuos
de fosfosserina, com um contetdo relativamente
elevado em residuos de prolina e pobre em re-
siduos de cisteina. Alids, a modificacio pOs-tra-
ducido de todas as caseinas, envolvendo a fos-
forilacio dos grupos hidroxilo de residuos de
serina, é uma caracteristica das caseinas. A ag;-
-caseina possui oito a nove residuos de dcido fos-
férico por molécula. A og,-caseina é uma mistura
de quatro P. contendo 10, 11, 12 ou 13 residuos
de fosfosserina por molécula.

As k-caseinas sio glicoproteinas contendo nor-
malmente uma a trés cadeias de tri- ou tetrassaci-
ridos ligadas covalentemente aos grupos hidroxilo
dos residuos Thr-131, -133 e -135. Distinguem-se
das outras caseinas pela presenca destas cadeias
e de apenas um residuo de fosfosserina por mo-
lécula. A ligacdo peptidica susceptivel a ac¢do
catalitica da quimosina localiza-se na superficie
da sua molécula.

A caseina ocorre conjuntamente com o fosfato de
cilcio, na forma de complexos esféricos fortemen-
te hidratados denominados micelas. Estes com-
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plexos apresentam um tamanho varidvel, com
didmetros a variarem entre 20 e 600 nm (dia-
metro médio = 120 nm) e massas moleculares
médias da ordem dos 100 MDa. O leite possui
c. 10" micelas por litro. Uma micela tipica con-
tém qualquer coisa como 2 x 10° moléculas de
caseina. Foi feito um grande esforco, durante mui-
tos anos, para tentar elucidar o arranjo estrutu-
ra] das moléculas de caseina nas micelas. De acor-
do com o modelo proposto por Slattery e Evard,
cada micela é um agregado de subunidades, cada
uma das quais consiste de 25 a 30 moléculas
de o-, -, e k-caseina em proporcoes semelhan-
tes as que ocorrem no leite. A y-caseina € um
artefacto da metodologia utilizado para purificar
as caseinas, na medida em que & um fragmen-
to da fB-caseina, que resulta de protedlise limi-
tada por ac¢do de proteases presentes no leite.
A associa¢do das moléculas de caseina para for-
mar as subunidades depende das caracteristicas
especificas dos trés tipos de caseinas, cada um
dos quais apresenta uma forma alongada, do tipo
de bola de rugby. Cada uma das suas moléculas
possui uma extremidade com uma predomindn-
cia de residuos de aminodcidos hidrofébicos e
a outra extremidade com uma predomindncia de
residuos de aminoacidos polares. Assim sendo,
as moléculas de caseina associam-se para formar
as submicelas, do mesmo modo que as molé-
culas de um fosfolipido envolvem uma gota de
6leo. As extremidades hidréfobas ficam viradas
para o interior e as extremidades polares para
o exterior (ver fig.). A extremidade polar da
a-caseina possui oito residuos de serina com
grupos fosfato esterificados. A extremidade polar
da f-caseina contém quatro destes residuos de
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fosfosserina. Finalmente, a extremidade polar da
K-caseina nio apresenta residuos fosfato, mas
um ou mais dos seus residuos de treonina con-
tém cadeias oligossacaridicas. Os grupos fosfa-
to das caseinas ag e f§ reagem com os ides de
calcio para ligar as submicelas entre si, quer di-
rectamente quer em cadeias que envolvem a par-
ticipacdo de mais grupos fosfato ou de citrato.
Nas zonas onde ocotre a k-caseina ndo se obser-
va ligacdo cruzada entre as submicelas, devido
a incapacidade da extremidade polar desta P.
em ligar o cilcio. Na formagdo das micelas, 4
medida que o namero de submicelas que se
associam vai aumentando, a tendéncia & para as
zonas polares da x-caseina, que ndo participam
na associacdo das submicelas, dominarem a su-
perficie exterior da micela, o que impede o seu
crescimento indefenido.

Estrutura proposta para a micela de caseina.
(A) Estrutura de uma submicela tipica, ilustrando
a assocjagdo entre os trés tipos de moléculas de
caseina envolvidas. As zonas predominantemente
hidrofébicas encontram-se sombreadas.

(B) Estabelecimento de ligagdes cruzadas entre
as submicelas de caseina. As regides que nio ligam
calcio, correspondentes as extremidades polares das
moléculas de x-caseina, estio representadas a negro:
P - fosfato; Ca — cilcio; Cit — citrato. (C) Formagio
de uma micela. A medida que a curvatura da micela

diminui, com o aumento do seu tamanho, menor
oportunidade hi para a ligacdo entre submicelas

As caseinas sdo definidas como sendo as P. que
sdo precipitadas no leite a pH 4,6 e 20°C sob a
forma de micelas associadas com calcio. A casei-
na pode também ser convertida numa forma in-
soltvel por adi¢cdo de renina ou de outras enzi-
mas proteoliticas relacionadas. E o que acontece
na formacio da coalhada, um processo essen-
cial no fabrico do queijjo. No caso do iogurte, esta
precipitacdo é causada pelo abaixamento do
pH, provocada pela acumulacdo do 4cido lacti-
co formado por fermentacdo da lactose. Neste
caso, ndo ocorre uma precipitagio total da casei-
na. A associacdo entre as micelas de caseina ori-
gina uma textura do tipo gel que é caracteristica
do iogurte.

O fabrico do queijo envolve a adi¢do de enzi-
mas proteoliticas ao leite para formar a coalhada.
A enzima tipicamente utilizada é a quimosina
(EC 3.4.23.4), também denominada renina (Ren-
net é a designacio atribuida a uma preparacio
da enzima), obtida do quarto estdbmago dos ani-

Local de acc¢do da renina na k-caseina
103 104 105 106 107 108 167 168 169

Glu=—Glu=GIn - - - Leu—Ser =Phe=Met—Ala—Ile - - - Thr — Ala—Val

L

S —

N

para-k-caseina

B

Renina L .
macropéptido da k-caseina
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mais ruminantes. Contudo, sdo hoje usadas outras
proteases para o mesmo efeito, quer isolada-
mente quer em associa¢do com a quimosina. Sao
exemplos algumas proteases de fungos (essen-
cialmente de espécies de Mucor), a pepsina de
porco e as cardosinas da flor do cardo.
A renina catalisa especificamente a hidrélise de
uma Unica ligacio peptidica na x-caseina, a liga-
¢20 que une os residuos 105 e 106.
Esta reacgdo corta a k-caseina em dois fragmen-
tos polipeptidicos:
a) O segmento C-terminal da x-caseina, que re-
presenta um terco da sua molécula, € denomi-
nado macropéptido da x-caseina e fica no soro.
E fortemente aniénico e contém as cadeias oli-
gossacaridicas.
b) Os restantes dois ter¢os da molécula, a pa-
ra-k-caseina, sio fortemente hidrofobos e per-
manecem na constituicio da submicela. A perda
dos residuos oligossacaridicos na x-caseina sig-
nifica que se podem agora estabelecer ligagdes
cruzadas fortes entre as submicelas, com o con-
sequente crescimento indefinido das micelas e
a resultante formacdo ripida da coalhada. A coa-
lhada deve ser mantida durante varias horas,
durante as quais aumenta a acidificagdo produ-
zida por microrganismos, o que confere uma fir-
meza apropriada 4 coalhada.
As P. do soro sdio normalmente obtidas do leite,
depois da remocido da caseina, durante o fabri-
co do queijo. As duas principais P. do soro sio
a Plactoglobulina e a o-lactalbumina. O soro
contém c. 6,5% de matéria sélida, dos quais a
lactose constitui quase 5%, a P. 1% e os sais
minerais 0,5%. No seu total, as P. do soro cor-
respondem a c. 20% da P. total do leite.
A Bactoglobulina é a principal P. do soro. E um
dimero (36,6 kDa) composto por duas subuni-
dades (18,3 kDa), cada uma das quais contém
um Unico grupo sulfidrilo (Cys 119) e dois re-
siduos de cistina.
A o-lactalbumina desempenha uma importante
fungio bioldgica, estando presente em todos os
leites que contém lactose. A galactosil transfe-
rase, a enzima responsavel pela sintese da lactose,
s6 funciona quando a a-lactalbumina lhe estd
associada. E uma P. globular e contém quatro
ligacoes de persulfureto.
As imunoglobulinas presentes no leite estio
envolvidas na protecgio dos recém-nascidos de
muitas doengas perigosas. Sabe-se hoje que a
exposicdo da mie a muitas bactérias patogéni-
cas comuns, € em especial s que provocam pet-
turbacGes intestinais, como diarreia, as quais sio
extremamente perigosas para os recém-nascidos,
leva ao aparecimento dos anticorpos respecti-
vos no leite da mie.

XIV PROTEINAS DO MUSCULO
Carne € um termo genérico que se refere aos
tecidos musculares ediveis do corpo de um ani-
mal. A musculatura dos animais pode conside-
rar-se em trés tipos principais de misculos: o
musculo liso do tracto intestinal; o musculo car-
diaco do coracio; e o musculo esquelético, que
contém a carne magra. O musculo é constituido
por fibras, células com varios centimetros de com-
primento e 0,01 a 0,1 mm de didmetro. As fibras
estdo envolvidas por membranas (sarcolema) e
estdo dispostas em feixes que incluem gordura
e tecido conjuntivo.
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A carne fresca contém aproximadamente 75%
de 4gua. A P. constitui 50 a 95% do total de s6-
lidos orgdnicos da carne, dependendo do teor
em lipidos. As P. do musculo podem subdividir-
-se em trés classes principais, com base na sua
solubilidade em solventes aquosos: as P. sarco-
plasmicas, também genericamente denominadas
de solaveis; as P. miofibrilhares ou do sistemas
contrictil; e as P. do estroma ou P. insolaveis.
a) As P. sarcopldsmicas, também designadas por
P. do miogénio, sdo as mais solGveis. Podem ser
extraidas do musculo e solubilizadas com dgua
ou com solugdes salinas diluidas, a pH neutro.
Constituem 30% a 35% do total de P. do musculo
esquelético ou um pouco mais no musculo car-
diaco. Ocorrem no citoplasma das células dos
misculos e contém, pelo menos, 100 a 200 P.
diferentes. A fracg¢io solivel é composta por en-
zimas, como, p. e€X., as envolvidas na glicolise, e
pelo pigmento do misculo, a mioglobina, respon-
sdvel pelo armazenamento e transporte do oxigé-
nio e pela cor vermelha da came. A cor dos mis-
culos depende do seu contetido em mioglobina,
uma hemoproteina. No misculo do cavalo, p. ex.,
esta P. constitui c. 0,7% da sua massa, mas nas ba-
leias e focas, em que hid uma maior necessidade
de armazenar oxigénio, pode atingir os 5,8%.

b) As P. miofibrilhares ou P. do sistema contriac-
til sdo as P. componentes das miofibrilhas. Cons-
tituem 52% a 56% da P. total do musculo esque-
lético, mas apenas 45% a 50% do total de P. do
musculo cardiaco. Contém uma propor¢io ele-
vada dos aminoacidos essenciais da carne. Sdo
soliveis em solugdes salinas de forga i6nica ele-
vada, mas ndo em 4gua ou em solugdes salinas
diluidas. Embora sejam necessarias forgas idnicas
elevadas para womper» as miofibrilhas, a maior
parte destas P. é solivel em 4gua quando na
forma livre. Formam a principal frac¢do protei-
ca do tecido muscular e apresentam uma solu-
bilidade intermédia relativamente 4 das outras
duas classes de P. musculares.

Propriedades de algumas proteinas miofibrilhares

Miosina 50-60 475
Actina 15-30 42
Tropomiosina 4-6 70
Troponina 4-6 72
C-proteina 2,5-3 140
a-Actinina 2-3 206
B-Actinina <1 70
M-proteina 3-5 160
Paramiosina’ 2-30 220

* A paramiosina ocofre apenas nos misculos dos
animais invertebrados.

As P. miofibrilhares do misculo esquelético dos
vertebrados sio compostas por actina e miosi-
na, as P. essenciais do processo da contracgio.
Além destas, ocorrem seis P. com func¢des de
regulacdo, a tropomiosina, a troponina, a a- e
a f-actinina, o componente C e a M-P. Esta
funcdo de regulacio envolve o controlo da in-
teraccdo entre a actina e a niosina, bem como
a regulacdo: da montagem das P. miofibrilhares
individuais em filamentos. Sdo muitas as P. que
constituem as miofibrilhas:
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Miosina

Filamentos grossos

C-proteina

I-proteina

Creatina cinase

Miomesina

Filamentos finos Actina

Tropomiosina

Troponinas

B-Actinina

a-Actinina

Discos Z a-Actinina

Desmina

Eu-actinina

Filamina
Proteina de 55 kDa

Vimentina

Sinemina

Conectina _

A miosina é uma molécula assimétrica, com uma
massa molecular de 475 kDa, composta por duas
cadeias polipeptidicas pesadas (200 kDa) e por
dois pares de cadeias polipeptidicas leves (15
e 27 kDa). A miosina € Gnica no sentido em que
combina, numa s6 molécula, uma funcio estru-
tural e uma actividade enzimdtica. As duas cadeias
pesadas encontram-se enroladas em torno uma
da outra. Numa das extremidades, a molécula
possui duas cabegas globulares, responsiveis pela
sua actividade de ATPase e pela sua capacidade
de interactuar com a actina. Duas cadeias poli-
peptidicas leves estdo associadas com cada ca-
beca globular. E a principal P. dos filamentos
grossos e constitui 50% a 60% das P. miofibrilha-
res contricteis. Cada filamento grosso contém
c. 400 moléculas de miosina. Esta P. é extraida
do misculo com uma solucdo salina com uma
forca ibnica de c. 0,6, a valores de pH ligeira-
mente alcalinos.

A actina é uma P. predominante dos filamentos
finos. Constitui 15% a 30% da P. miofibrilhar
do musculo. A actina é normalmente extraida
por exposi¢do prolongada de um pé de mis-
culo (obtido por extrac¢do com acetona) numa
solugdo aquosa de ATP. A actina globular, de-
nominada actina G, é uma forma monomérica
da P., com uma massa molecular de c. 42 kDa.
A actina G liga-se fortemente ao ATP e, na pre-
senca de magnésio, polimeriza-se espontanea-
mente, com a concomitante hidrélise do ATP a
ADP + Pj, formando uma estrutura de hélice dupla
designada por actina fibrosa ou actina F. A ac-
tina F interactua com a miosina — cada subuni-
dade de actina da hélice liga-se a uma cabeca
globular da molécula da miosina. Iz vitro, a acti-
na e a miosina formam um complexo denomi-
nado actomiosina.

A tropomiosina é uma P. composta por duas
subunidades, com um enrolamento de duas ca-
deias em hélice o e com uma massa molecular
de 70 kDa e um comprimento de c. 40 nm. As
suas moléculas exibem grande tendéncia para
formar agregados de moléculas individuais liga-
das pelas extremidades.
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A troponina consiste de trés subunidades refe-
ridas por troponina C (17 a 18 kDa), troponina I
(20 a 24 kDa) e toponina T (37 a 40 kDa). Cada
subunidade manifesta uma fun¢io diferente. A
troponina C € a subunidade responsavel pela li-
gacdo ao cilcio, conferindo a sensibilidade ao
calcio do mecanismo de contraccdo do musculo.
A troponina I inibe fortemente a actividade de
ATPase da actomiosina. A troponina T fornece
o centro de ligacdo para a tropomiosina. O com-
plexo tropomiosina-troponina é conhecido por
factor de relaxacio.

A C-P. forma c. 3% da massa dos filamentos gros-
sos. E composta por uma tnica cadeia polipep-
tidica de 140 kDa. Parece desempenhar uma
fungdo de proteccio dos filamentos de destrui-
cdo por ac¢do de forcas ou de alteracdes na
forca i6nica do meio.

A q-actinina estd localizada nos discos Z. Tem
uma massa molecular de 206 kDa e é compos-
ta por duas subunidades de tamanho idéntico.
Forma um complexo estdvel com a actina F.

A f-actinina é uma P. dimérica, formada por dois
polipéptidos de 34 e 37 kDa. Liga-se a actina F
e impede a recombinacio da actina F fragmen-
tada. Estd localizada na extremidade livre dos
filamentos finos e parece estar envolvida na re-
gulacdo do comprimento destes filamentos.

A conectina é uma P. eldstica que parece ser
responsivel pela elasticidade e continuidade me-
cénica das miofibrilhas do musculo estriado. E
fortemente insolavel.

A paramiosina ocorre nos musculos de molus-
cos e de outros animais invertebrados, podendo
representar até 50% da sua P. estrutural total.
Tem uma massa molecular de 220 kDa e apre-
senta um teor em hélice a de 100%. Forma o
nucleo central dos filamentos grossos, contendo
miosina nestes sistemas.

©) As P. do estroma sio insoliveis em solucdes
aquosas neutras. A fraccio insolivel é a que
fica apés tratamento com solucdes salinas de for-
ca ionica elevada. Constituem 10% a 15% da P.
total do musculo esquelético e ligeiramente mais
no caso do musculo cardiaco. Incluem lipopro-
teinas e mucoproteinas das membranas celulares,
bem como as P. do tecido conjuntivo e algumas
P. do sistema contrictil que ndo foram extraidas.
As P. mais abundantes sdo o colagénio e a elas-
tina, as quais compoem normalmente 40% a 60%
e 10% a 20%, respectivamente, do total de P. do
estroma. A presenca das P. do estroma apresen-
ta alguns inconvenientes para os animais que se

o comprimento das fibras de colagénio em c.
um terco. Subindo a temperatura até aos 80°C,
converte o colagénio dos mamiferos em gelatina.
A elastina € uma P. estavel que forma fibras com
propriedades elasticas. Estd presente, em quan-
tidades elevadas, nos ligamentos e nas paredes
dos vasos sanguineos.
Os peixes e outros organismos marinhos cons-
tituem uma fonte importante de P. alimentar,
na medida em que contém tipicamente 15% a
20% de uma P. rica em aminodcidos essenciais.
De entre as excepgoes € importante considerar
o bacalhau seco, com um teor em P. de 81,8%,
e as ostras, com 9,8% de P. A P. dos peixes e dos
outros animais marinhos consiste de 20% a 30%
de P. sarcoplasmicas, 70% a 80% de P. estrutu-
rais e apenas 2% a 3% de tecido conjuntivo. As
estruturas miofibrilhares sdo normalmente idén-
ticas as dos mamiferos.

XV PROTEINAS DO OVO
Os ovos niao fertilizados da galinha (Gallus do-
mesticus) sdo utilizados quase exclusivamente
para consumo humano. O peso médio de um ovo
é de c. 58 g, dos quais a casca constitui 8% a
11%, a clara 56% a 61% e a gema 27% a 32%.
A funcio biologica da gema e da clara &, obvia-
mente, a de fornecer uma fonte de alimento e de
proteccio para o embrido em desenvolvimen-
to. A estrutura organizada do ovo é importante
nio s6 em termos de reproducio das galinhas
como no que se refere a alimentacao humana.
A posicdo central da gema, que constitui um bom
meio de crescimento para os microrganismos,
evita o seu contacto com as membranas internas
da casca. A clara, por sua vez, em contacto com
as membranas da casca, € um meio relativamen-
te pobre para o cresciménto de microrganismos,
uma vez que virias das suas P. constituintes
exibem actividade antimicrobiana, incluindo ini-
bidores de enzimas, imunoglobulinas, P. de liga-
¢do a vitaminas, uma P. que liga ferro e a liso-
zima, uma enzima capaz de catalisar a hidrolise
de peptidoglicanos, componentes da parede celu-
lar de muitos microrganismos.
A maioria das P. do ovo sdo glicoproteinas, em
que os residuos glicidicos se encontram unidos
por uma ligacio glicosidica a residuos de serina
ou treonina, ou por uma ligacao do tipo amida
a residuos de asparagina. Algumas P. contém
fosforo ou enxofre ligados a residuos de serina
ou treonina. Também se encontram lipidos liga-
dos a algumas das P. A casca, a clara e a gema
contém, respectivamente, 3,11% e 17,5% de P.

Composicio do ovo de galinha, em percentagem do seu peso fresco

Componente Matéria seca Proteina Lipidos  Hidratos de catbono Cinzas
Clara 11,1 9,7-106 003 | 0,4-0,9 0506
Gema 52,3-53,5 157-16,6 318355 | 0,210 11
Ovo 25,0-26,5 12,8-13,4 105118 | 0,3-1,0 0810

alimentam de carne: tornam a carne mais rija,
dependendo da quantidade e grau de ligacoes
cruzadas entre as P. do tecido conjuntivo. Re-
duzem também o valor nutritivo da carne, devi-
do ao seu baixo teor em aminodcidos essenciais.
O colagénio, que constitui c. 20% a 25% da P.
total do corpo dos mamiferos, apresenta uma es-
trutura em hélice tripla. O aquecimento em dgua
do colagénio a temperaturas de 60-70°C reduz
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A casca do ovo & composta por uma matriz de
fibras de P. entrancadas e de cristais de carbo-
nato de cilcio, numa propor¢ao de 1:50. Além
disso, a superficie da casca esta coberta por uma
cuticula, i. €, uma fina camada protectora de P.
A casca possui numerosos poros (7000 a 17 000
por ovo), os quais estdo preenchidos com fibras
de P. que retardam a entrada de microrganismos
no ovo. A cuticula proteica, insolivel em 4dgua,
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forma uma camada protectora, com c. 10 a 30 um
de espessura, sendo essencialmente composta por
mucoproteinas e polissacaridos. Entre a face in-
terior da casca e a clara localizam-se duas mem-
branas, a exterior com uma espessura de 48 um
e a interior com uma espessura de 22 um. Estas
membranas sdo compostas por fibras de P.-
-polissacaridos.

O principal constituinte da clara de ovo é a
agua, que corresponde a c. 87% a 89%. A P. é
o principal componente da matéria seca da clara.
A tabela seguinte lista as principais P. que par-
ticipam na composi¢do da clara. A clara pode
ser considerada um sistema proteico composto
por fibras de ovomucina, numa solu¢io aquosa
de numerosas P. globulares.
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quais forma trés ligacoes de persulfureto. O poli-
péptido é composto por 26% de hélices a, 46%
de folhas pregueadas 8, 10% de voltas 3 e 18%
de estrutura aleatéria. Contém c. 20% a 25% de
hidratos de carbono, os quais estdo presentes em
trés cadeias oligossacaridicas ligadas 4 cadeia po-
lipeptidica por residuos asparaginilo.

A ovomucina € uma glicossulfoproteina grande,
filamentosa e do tipo fibroso, que & responsavel
pela estrutura gelatinosa da clara. Estd envolvi-
da na deterioracio da casca do ovo. E insolivel
em 4gua e pode ser fraccionada em trés com-
ponentes. Contém c. 30% de hidratos de carbono.
Foram atribuidas designa¢des de S-ovomucina
e a-ovomucina, respectivamente, a frac¢des ricas
(50%) e pobres (15%) em hidratos de carbono.

Proteinas da clara do ovo

Proteina % da matéria pl Massa Caracteristicas
seca da clara molecular (kDa)

Ovalbumina 54 45 44,5 Fosfoglicoproteina
Ovotransferrina 12 6,1 76 Glicoproteina que liga ides metilicos (ferro)
Ovomucodide 11 4,1 28 Glicoproteina inibidora da tripsina
Ovomucina 3,5 4,5-5,0 5500-8300 Glicoproteina (sialoproteina), viscosa
Lisozima 3,4 10,7 14,3 Enzima que provoca a lise de algumas bactérias
Globulina G, 4,0 5:3 30-45 —
Globulina G; 4,0 4,8 — —
Ovoinibidor 15 51 49 Glicoproteina, inibidor de proteases de serina
Inibidor da ficina 0,05 5,1 12,7 Inibidor das tioproteases
Ovoglicoproteina 1,0 3,9 24,4 Glicoproteina (sialoproteina)
Ovoflavoproteina 0,8 4,0 32 Liga riboflavina
Ovomacroglobulina 0,5 4,5 760-900 Glicoproteina, fortemente antigénica
Avidina 0,05 10 68,3 Glicoproteina, liga biotina

A ovalbumina € o principal componente protei-
co da clara, constituindo mais de 50% da sua
P. E uma fosfoglicoproteina. Os seus trés com-
ponentes, denominados A;, A; e A, diferem no
contetido em fésforo, contendo, respectivamen-
te, dois, um e nenhum grupos fosfato e ocor-
rendo numa propor¢do de 85:12:3. A cadeia po-
lipeptidica da ovalbumina & composta por 385
residuos de aminodcidos, possui quatro grupos
sulfidrilo, uma ligacio de persulfureto e uma massa
molecular de 44,5 kDa. A tUnica cadeia glicidica,
com uma massa molecular de 1560 a 1580 Da,
esta localizada na posi¢do Asn-292 e os dois re-
siduos fosforilados de serina nas posicoes 68 e
344 Durante o armazenamento dos ovos, a oval-
bumina é convertida em S-ovalbumina, uma P.
mais resistente ao calor devido ao estabeleci-
mento de ligacdes de persulfureto.

A ovotransferina, também denominada conalbu-
mina, é uma glicoproteina que ndo contém fos-
foro nem grupos sulfidrilo. Contém uma s6 ca-
deia oligossacaridica. Possui uma Unica cadeia
polipeptidica e ocorre num equilibrio de trés
formas com diferentes contetdos em ferro: zero,
um ou dois dtomos de ferro (Fe™*) por molécu-
lz. Devido a sua capacidade de complexar ides
metilicos, exibe propriedades antimicrobianas.
O ovo contém trés P. inibidoras que variam em
mos de composi¢do, tamanho e acc¢do inibi-
woria; duas sdo inibidoras de proteases de serina
ovomucoide e ovoinibidor) e uma € inibidora
das tiolproteases (o inibidor da ficina). O ovo-
mucoide é uma glicoproteina constituida por trés
dominios de estrutura separados, cada um dos
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A lisozima € uma enzima capaz de provocar a
lise de paredes celulares bacterianas. E com-
posta por trés componentes. E constituida por
uma Unica cadeia polipeptidica, de 129 residuos
de aminodcidos, contendo quatro ligacdes de
persulfureto e nenhum grupo sulfidrilo livre. O
seu ponto isoeléctrico é o mais alto de todas
as P. do ovo e a sua massa molecular uma das
mais baixas.

A avidina é uma glicoproteina basica (pI = 10),
composta por 128 residuos de aminodcidos e
capaz de ligar biotina. £ um componente téxico.
O ovo inibidor é uma P. que inibe as activi-
dades cataliticas da tripsina e da quimotripsina.
A ovoflavoproteina € composta por uma apopro-
teina que liga fortemente a riboflavina. Parece
funcionar como um sistema de armazenamento
e de transporte da riboflavina para o embrido
em desenvolvimento.

A ovomacroglobulina é uma glicoproteina gran-
de, cujo papel biolégico permanece desco-
nhecido. Exibe fortes propriedades antigéni-
cas.

A gema do ovo contém c. 50% de dgua. As P.
e os lipidos sdo os principais componentes da
matéria seca. A gema pode ser considerada uma
dispersdo contendo uma grande diversidade de
particulas uniformemente distribuidas numa so-
lucdo proteica de livetina.

A lipovitelina compde a fraccdo lipoproteica de
densidade elevada (HDL). Pode ser separada em
duas fraccoes, referidas por a- e f-lipovitelinas,
com massas moleculares de c. 400 kDa. Con-
tém c. 40% de lipidos neutros e 60% de fosfo-
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Proteinas da gema do ovo

_ Proteina ~ Caracteristicas
Lipovitelina Lipoproteina
Lipovitelenina Lipoproteina
Livetina Globulina
y-Vitelina Fosfoproteina
B-Vitelina Fosfoproteina
Vitelenina Fosfoproteina
Fosvitina Fosfoproteina

lipidos, onde se incluem a fosfotidilcolina (75%),
a fosfotidiletanolamina (18%) e a fosfatidilcoli-
na (75%) e os lisofosfolipidos (7%).
A livetina pode ser fraccionada em trés compo-
nentes acidicos, designados por o-, - e y-liveti-
nas, com massas moleculares de 80, 45 e 150 kDa,
respectivamente. Estas P. foram identificadas
como albumina do soro (a-livetina), o,-glicopro-
teina (fB-livetina) e y-globulina (y-livetina), suge-
rindo que derivam provavelmente do sangue da
galinha.
A fosvitina é uma fosfoglicoproteina que con-
tém c. 10% de fésforo, sob a forma de 4cido
ortofosférico monoesterificado, representando
aproximadamente 70% do fésforo total da gema.
Foi fraccionada em dois componentes, com mas-
sas moleculares de 160 e 190 kDa, designados
por a- e B-fosvitina, respectivamente. A B-fosvi-
tina consiste de um Unico tipo de cadeia poli-
peptidica de 45 kDa, ao passo que a a-fosvitina
& composta por trés tipos de cadeias polipep-
tidicas de 37,5, 42,5 e 45 kDa. Contém quanti-
dades excepcionalmente elevadas de serina
(31% do total de residuos de aminoicidos). A
fosvitina é o transportador de ferro da gema, na
medida em que os ides deste metal se ligam
fortemente a P. para formar complexos solaveis.
Na gema, ocorre também uma P. de ligacdo a
riboflavina, semelhante 2 ovoflavoproteina da
clara. E uma fosfoglicoproteina solivel na dgua.
XVI PROTEINAS DO PAO
De entre as virias espécies de cereais, apenas
o trigo e o centeio produzem pao de boa quali-
dade. No caso particular do trigo, o endosper-
ma constitui ¢. 80% da semente. A farinha branca,
ao contrario da integral, deriva quase exclusiva-
mente do endosperma. A P., que representa 7%
a 15% da farinha de trigo, & de dois tipos dife-
rentes: um tipo, que corresponde a ¢. 15%-do
total, consiste do que resta das P. tipicas do cito-
plasma das células do endosperma, na sua maio-
ria enzimas soliveis em 4gua ou em solugoes
salinas diluidas. Os restantes 85% correspondem
as P. de reserva da semente, as quais sdo tipi-
camente insoliveis em solucdes aquosas, sendo
responsaveis pela formacio da massa do pio.
Este tltimo grupo de P. é conhecido, no seu
conjunto, por Aglaten.
O contetido em P. da farinha varia com a varie-
dade de trigo considerada. Em geral, as melhores
farinhas para pdo sdo as dos trigos de Primave-
ra, que contém teores elevados de P. (12% a
14%). Sao as chamadas farinhas fortes, assim de-
nominadas porque originam massas de piao mais
elasticas e mais resistentes a distensdo que a
massa das farinhas fracas. As farinhas fracas sao
apropriadas para o fabrico de biscoitos e para
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pastelaria, sendo obtidas de trigos de Inverno e
apresentando teores de P. normalmente inferio-
res a 10%. )

As P. do gliten podem ser fraccionados em glia-
dinas e gluteninas, com base na sua solubilidade.
As gliadinas sao mais soliveis e podem ser ex-
traidas em 70% (v/v) de etanol. Correspondem
a ¢. um terco do gliten. As gluteninas, que com-
portam os restantes dois tercos do gliten, sio
extremamente dificeis de dissolver completa-
mente.

Uma s6 variedade de trigo pode conter mais
de 40 gliadinas diferentes. Possuem, na sua
maioria, massas moleculares entre 30 e 40 kDa
e apresentam muitas caracteristicas em comum,
diferindo ligeiramente a nivel da composicio
em aminodcidos. O seu contetido em residuos
de glutamina (36% a 45%) e de prolina (15%
a 30%) é extraordinariamente elevado quan-
do comparado com o de outras P. Isto é rele-
vante do ponto de vista fisiolégico, na medida
em que estes aminodcidos sdo prontamente
utilizados durante a germinac¢io e tém uma
boa proporc¢io de azoto. Outros aminodcidos
ricos em azoto, como a arginina, lisina e his-
tidina, mas que sio menos facilmente utili-
zados pelo metabolismo celular, ocorrem em
muito pequena quantidade. Os niveis dos aci-
dos aspirtico e glutimico sio também muito
baixos, o que confere um caricter fracamen-
te idnico as gliadinas e explica a sua falta de
solubilidade.

As gluteninas tém sido muito dificeis de carac-
terizar. As suas massas moleculares variam de
40 kDa a 20 MDa, com um valor médio a rondar
0s 2 MDa. O tratamento das gluteninas com
agentes fortemente redutores, capazes de romper
ou quebrar as ligacdes de persulfureto (como,
p- ex., o 2-mercaptoetanol), origina c. 15 subu-
nidades proteicas diferentes, com massas mole-
culares compreendidas entre os 11 e os 133 kDa.
Sao diferentes das gliadinas, embora apresentem
uma composi¢do em aminoacidos igualmente
rica em glutamina e prolina.

Quando se adiciona agua a farinha, forma-se o
gliten 4 medida que as P. insolGveis da massa
sofrem hidratacdo. O gliten forma assim a estru-
tura da massa da farinha de trigo, sendo respon-
savel pela retencdo de gis, o que torna possivel
a producio de produtos de panificacdo leves e
levedados. As P. do endosperma do trigo pos-
suem a capacidade Unica de formarem o gliten,
e & esta capacidade que da ao trigo o papel
dominante que assume na dieta alimentar do
homem. As propriedades viscoelasticas da mas-
sa dependem das gluteninas, as quais formam
uma malha tridimensional distendida. Estabele-
cem-se ligacdes entre as cadeias polipeptidicas
das moléculas das gluteninas, sendo as ligacoes
de hidrogénio as mais importantes, mas desem-
penhando também as interac¢des electrostaticas
e as interacgdes hidrofébicas papéis de relevo.
As gliadinas influenciam também as propriedades
viscoelasticas da massa. Deste modo, sabe-se que
a propor¢io gluteninas:gliadinas é um factor fun-
damental nas caracteristicas da farinha para pao.
Normalmente, uma proporcdo elevada de glu-
teninas origina massas mais fortes, que necessi-
tam de ser mais amassadas e que produzem paes
de maior volume.
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XVII PROTEINA PATOGENESE
AProteinas PR.
XVIII PROTEINA PR

P. PR (de Pathogenesis-Related») ou P. de pato-
génese sdo P. isoladas das plantas e que rece-
beram essa designacio por serem formadas de
novo nos tecidos vegetais em consequéncia da
sua infec¢do com um agente patogénico (fungo,
bactéria, virus, viréide). Sdo P. soliveis, que se
localizam nos vaciolos celulares ou nos espacos
extracelulares (apoplasto das células), em geral
de natureza monomérica e de baixa massa mo-
lecular (8-50 kDalton), que se mantém solubiliza-
das a pH 4cido (a volta de 3,0) e relativamente
resistentes a ac¢do de enzimas proteoliticas. As
primeiras P. PR foram descritas em 1970 em fo-
lhas de tabaco (Vicotiana tabacum; Solanaceae)
que manifestam sintomas de hipersensibilidade

em consequéncia da infeccdo com o virus do

mosaico do tabaco (TMV). Todavia, a designagio
de «proteinas PR», para este tipo de P., s6 viria
a ser proposta em 1980 por Antoniw e colabo-
radores. Estes investigadores propuseram tam-
bém um sistema unificado de nomenclatura para
as varias P. PR entretanto identificadas. De entdo
para ci bastante se tem avan¢ado nos conheci-
mentos sobre este tipo de P. Tornou-se assim
evidente a sua presenca numa grande diversi-
dade de plantas, tanto dicotiledéneas (para além
das iniciais tabaco e tomateiro) como mono-
cotiledbneas.

Obtiveram-se informacdes sobre a sua accdo
biolégica, constatando-se que muitas delas apre-
sentam actividade enzimdtica do tipo hidrolitico,
nomeadamente quitinase, f-glucanase, protease,
peroxidase, ribonuclease. Também se adquiriram
conhecimentos sobre as suas sequéncias em ami-
nodcidos, e os respectivos genes, o que veio fa-
cilitar o estabelecimento de relacdes de analogia
molecular entre elas. Em consequéncia, surgiram
propostas de agrupamento das P. PR em classes,
inicialmente em nimero de 5, subsequentemen-
te alargadas para 11 e actualmente ji em nd-
mero de 14 (ver tabela). Sdo indicadas na tabela
as P.-tipo consideradas como referéncia de cada
classe, com a designacdo que receberam inicial-
mente e a planta de que foram isoladas.
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certos genes da planta que tém de ser especifi-
camente activados por forma a conduzir a essa
sintese. Ao analisar os mecanismos moleculares
do processo constatou-se que estavam envolvi-
das substincias designadas por eliciadores (AEL-
ciador), geralmente provenientes do proprio agen-
te patogénico. Esses eliciadores, ao actuarem
sobre a supetficie das células da planta, vdo ori-
ginar um sinal que, ao ser transmitido ao nucleo,
conduzem 2 desrepressdo ou activagao dos ge-
nes apropriados. E de notar que outras subs-
tincias, como metais pesados, podem induzir
idénticos efeitos na planta e, também, o ferimen-
to ou a ac¢io de agentes abibticos de stresse,
como radiac¢io ultravioleta UV, temperaturas ele-
vadas, etc., podem desencadear a sintese de P. PR.
E ainda de referir que P. idénticas a PRs sio
detectadas frequentemente nas plantas, consti-
tutivamente, i. €, mesmo sem haver processo
patogénico. Segundo a definicio ndo deverio
ser designadas por PRs. Como compromisso tem-
-se utilizado a designagdo de «P. do tipo PR~
(PR-like proteins»). Subsiste, no entanto, a da-
vida se se tratard de P. idénticas, ou das mes-
mas P. e se, portanto, a defini¢do inicialmente
proposta deveria ser modificada para as englobar.
Do ponto de vista biologico verifica-se que as
P. PR sdo importantes para a defesa das plantas,
sendo um dos componentes dos mecanismos
nio especificos de que elas dispdem para esse fim.
XIX PROTEINAS DO QUEJO
AProteinas do leite.
XX PROTEINA $
E uma glicoproteina, composta por uma tnica
cadeia polipeptidica, que ocorre no sangue dos
animais. Recebeu esta designacao para denotar
a cidade em que foi descoberta — Seattle.
Apresenta uma massa molecular de 69 kDa e
contém residuos de y-carboxiglutamilo. E uma
P. sem fungio enzimitica, dependente da vita-
mina K. Promove a ligacdo da AP. C as plaque-
tas e funciona como cofactor da actividade an-
ticoagulante da forma activada da P. C, i. é, da
sua forma com actividade enzimatica.
XXI PROTEINAS TOXICAS

S3o maioritariamente P. de massa molecular bai-
Xa, compostas por uma Unica cadeia polipeptidi-

Familas de proteinas PR

PR-1a (Tabaco)

Antifiingica

PR-2 (Tabaco)

B-1,3-Glucanase

P, Q (Tabaco)

Quitinases I, II, IV, V, VI, VII

«R» (Tabaco)

Quitinases I, 1T

S (Tabaco_)

Tipo taumatina

Inibidor I (Tomate)

Inibidor de proteinase

Pgo (Tomate)

Endoproteinase

Quitinase (Pepino)

Quitinase IIT

Peroxidase da lenhina (Tabaco)

Peroxidase

«PR1~ (Salsa)

Tipo ribonuclease

Quitinase classe V (Tabaco) Quitinase |
Rs-AFP3 (Rabanete) Defensina
THI2.1 (Arabidopsis) Tionina

LTP4 (Cevada)

Proteina de transferéncia de lipidos

Segundo a definicdo de P. PR, esta devera ser
sintetizada de novo na planta, em consequén-
=z do ataque do agente patogénico. Portanto, ha

is3

ca, sem funcio enzimdtica, e produzidas por
cobras e animais invertebrados, por plantas (fito-
toxinas) e por linhas virulentas de bactérias.
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Os venenos das cobras contém uma mistura de
polipéptidos e de P. muito toxicas, destinadas
a paralisarem e a matarem a presa, bem como
enzimas que facilitam a difusdo das toxinas e
que iniciam a digestdo da presa engolida. Esti-
ma-se que morram anualmente 30 000 a 40 000
pessoas devido a mordeduras de cobras. Sio
exemplos destas toxinas as cobraminas A e B,
a crotactina, a crotamina, a crotoxina e a taipo-
xina. Estas P. toxicas sdo classificadas em funcio
do seu modo de accdo em trés grupos princi-
pais: cardiotoxinas, neurotoxinas e inibidores
de proteases. Apresentam massas moleculares
proximas dos 7 a 8 kDa, sendo compostas por
um nimero de residuos de aminoacidos que
varia normalmente entre 60 e 75. No entanto,
algumas neurotoxinas podem ter massas mole-
culares maiores, da ordem dos 30 kDa, e apre-
sentam mesmo estruturas de nivel quaternario
— € o caso, p. ex., da taipoxina, a toxina mais
potente presente nos venenos das cobras, a qual
€ constituida por duas cadeias polipeptidicas di-
ferentes. As neurotoxinas sio muito estaveis,
devido 4 presenga na sua molécula de liga¢oes
de persulfureto.
Os principios activos presentes no veneno do
escorpido sdo as P. neurotdxicas denominadas
escorpaminas. Sao semelhantes a algumas toxi-
nas presentes no veneno das cobras, nomea-
damente no que diz respeito 4 massa molecu-
lar (6,8 a 7,2 kDa), presenca de quatro ligacoes
de persulfureto, composi¢io em aminoicidos e
actividade biologica (atacam o sistema nervoso
periférico e central).
A melitina € um polipéptido amidado, linear e
toxico (hemolitico), que é o principal compo-
nente do veneno da abelha, constituindo c. 50%
da matéria seca do veneno. Provoca a destruicao
de membranas fosfolipidicas. E formada por 26
residuos de aminodcidos, com a seguinte estru-
tura de nivel primario:
Gly-lle-Gly—Ala—Val-Leu-Lys—Val-Leu-Thr—
—Thr—Gly-Leu—Pro—Ala—Leu—Ile-Ser-Trp-Ile—
—Lys—Arg-Lys—Arg—GIn-GIn-NH,

E sintetizada sob a forma de um precursor, a
prepromelitina (APreproproteina), um polipép-
tido composto por 70 residuos de aminoacidos.
A remogio proteolitica da sequéncia sinal de
21 residuos de aminoicidos do seu terminal N
conduz a formac¢do da promelitina. A remoc¢io
da pré-sequéncia, com a consequente libertagio
da melitina, ocorre fora das células que sinteti-
zam a toxina.

Exemplos de fitotoxinas sdo as viscotoxinas, um
grupo de P. com um grau elevado de homolo-
gia e uma massa molecular de 4,84 kDa, pre-
sentes nas folhas e ramos do visco. Exibem acti-
vidade hipotensiva e provocam um abrandamen-
to no bater do coracdo. As toxalbuminas ricina
e abrina inibem a biossintese de P. A abrina, a
principal P. presente nas sementes da planta
leguminosa Abrus precatorius, € extremamente
toxica para o homem, com uma dose letal a ron-
dar os 0,5 mg. As sementes desta planta, viva-
mente coloridas de preto e vermelho, sio uti-
lizadas por nativos africanos na preparacdo de
colares. Tém, por isso, ocorrido mortes, provo-
cadas por envenenamento ocasional por ac¢ao
da abrina. Sendo uma P., a abrina é desnaturada
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pelo calor, desaparecendo o seu efeito toxico
quando a temperatura ultrapassa os 65°C. Outra
P. toxica, a ricina, estid presente em Ricinus com-
MUNIS.

Muitas sementes de leguminosas contém inibi-
dores de Zproteases, os quais, ndo sendo toxi-
nas por si, desempenham provavelmente um
papel protector contra a predac¢do, na medida
em que reduzem o valor nutritivo das sementes
em que ocorrem. Também algumas Alectinas,
presentes nas sementes de leguminosas e nou-
tras familias de plantas, podem ter uma ac¢io na
proteccdo das sementes do ataque de insec-
tos.

De entre as P. toxicas produzidas por bacté-
rias, had a salientar as exotoxinas e as endo-
toxinas. As exotoxinas termoldbeis das bac-
térias Gram positivas sdo excretadas para o
meio de crescimento. Sdo exemplos as cinco
enterotoxinas excretadas por Staphylococcus
aureus no tracto gastrointestinal e que pro-
vocam diarreia e vomitos. A enterotoxina B,
p. €x., &€ composta por 293 residuos de ami-
nodcidos (28,37 kDa).

A toxina da difteria, produzida por Corynebac-
terium diphtberiae, & constituida por uma Gnica
cadeia polipeptidica acidica, com uma massa
molecular de 62 kDa, altamente toxica — é
letal numa dose de 1 ug/kg de peso corporal.
Inactiva a peptidil-transferase II das células eu-
cariotas, ao promover a ligacio da ADP-ribose
a enzima.

A toxina do tétano, com uma massa molecular
de 150 kDa, é produzida por Clostridium tetani
em duas formas, uma composta por duas sub-
unidades e outra apenas por uma. No rato, é
letal numa dose de 0,01 ng/kg de peso corpo-
ral. Esta toxina liga-se as P. membranares asso-
ciadas a vesiculas (VAMP), provocando uma ini-
bicdo gradual mas irreversivel na libertacio dos
neurotransmissores.

As cinco toxinas botulinum, altamente toxicas,
produzidas por Clostridium botulinum, reque-
rem a presenca de grupos —SH livres para ex-
pressdo da sua actividade neurotoxica. Sdo re-
sistentes 4 protedlise, mas sio prontamente
inactivadas pelo calor. No rato, sdo letais numa
dose de 0,03 ng/kg de peso corporal. A botulina
do tipo A, com uma massa molecular de 140 kDa,
liga-se especificamente as membranas dos ter-
minais nervosos periféricos, onde inibe irrever-
sivelmente a libertacdo da acetilcolina.

As endotoxinas, relativamente resistentes 4s tem-
peraturas elevadas, sio libertadas por autélise
das bactérias que as produzem. As toxinas da
colera, com massas moleculares compreendi-
das entre 84 e 102 kDa, sio endotoxinas liber-
tadas no intestino por Vibrio choleral Gram-
-negativo. Sio compostas por dois tipos de sub-
unidades com funcoes diferentes: a subunidade
do tipo L exibe uma afinidade elevada para os
gangli6sidos das membranas das células nervosas,
de adipdcitos, de eritrocitos, etc.; as subunida-
des do tipo H sido responsaveis pela toxicidade.
As colicinas, com uma massa molecular de 60
kDa, sio endotoxinas produzidas por bactérias
intestinais. A colicina E, inibe a divisdo celular
e a degradacio do DNA e do RNA. A colicina
E; inibe a biossintese de P. por inactivar a sub-
unidade ribossomal 30 S.
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XXII PROTEINA DO VINHO

Os vinhos, tal como muitos outros produtos de
origem natural, contém quantidades variaveis
de substincias azotadas, as mais importantes das
quais s2o as AP. Estes polimeros ndo contribuem,
de modo significativo, para o valor nutritivo dos
vinhos, uma vez que a sua concentragio varia
tipicamente entre 15 e 230 mg por litro. No
entanto, as P. assumem uma importincia tecno-
logica e econdémica muito considerdvel, na me-
dida em que podem afectar muito a limpidez e
a estabilidade dos vinhos. A limpidez € uma qua-
lidade do vinho de grande importincia, pois cau-
sa a primeira impressio no consumidor. E, por
isso, necessario que os vinhos se mantenham
estaveis e limpidos, independentemente das con-
dicoes de armazenamento. A instabilidade das
P. nos vinhos brancos é um dos defeitos de ori-
gem ndo-microbiana mais comuns nos vinhos
comerciais. A insolubilizacao das P. nos vinhos
brancos pode resultar de condi¢coes de armaze-
namento desfavoraveis, que conduzem a sua
agregacdo. As P. desnaturadas podem subsequen-
temente precipitar, formando um sedimento ou
deposito amorfo que origina uma turvacdo de-
sagraddvel no vinho engarrafado que reduz o
seu valor comercial e o torna inaceitdvel para
venda.

Além do papel desempenhado pelas P. nos fe-
nomenos de instabilidade dos vinhos, a contri-
buicdo destes polimeros para o aroma dos vinhos
permanece desconhecida. A presenga de P. em
vinhos pode, no entanto, ser benéfica. Na reali-
dade, foi encontrada uma correlacio positiva en-
tre a concentra¢io proteica e a qualidade da
espuma em vinhos espumantes. As P. parecem
ser particularmente importantes na formacio da
espuma e na sua estabilidade em vinhos cham-
pagne.

As P. presentes nos vinhos tém origem na polpa
das uvas utilizadas na sua preparacdo. Mais, es-
tas P. foram recentemente identificadas como
sendo P. relacionadas com a patogenicidade
(P. PR, do inglés Pathogenesis Related), de que
sdo exemplos as quitinases, as P. do tipo tau-
matina e os osmotina. Estas P. desempenham um
papel biolégico importante durante o desenvol-
vimento vegetativo da videira, e das uvas em
particular, na medida em que protegem os te-
cidos onde ocorrem da acg¢do de stresses bidticos
e avidticos, especialmente do efeito dos nume-
rosos fungos patogénicos que atacam a videira
— como sejam, p. ex., os fungos responsaveis
pelas doencas escoriose, podriddo cinzenta, mil-
dio e oidio. As P. PR caracterizam-se por serem
muito resistentes a protedlise (i. €, a accao de
proteases) e aos baixos valores de pH. Durante
2 maturacao das uvas e fabrico do vinho, a gran-
de maioria das P. da uva (bem como das leve-
duras autolisadas) sdo removidas ou degradadas
por ac¢do de proteases e do baixo valor de pH
tipico do sumo de uva e do vinho, excepto as
P. PR que resistem bem a estas condigdes. A
vinificacao funciona, pois, como um processo de
purificar as P. PR, que passam assim das uvas
para os vinhos, onde causam os problemas de
instabilidade. Estudos recentes mostraram tam-
bém que as P. PR presentes num vinho exibem
uma enorme diversidade de formas, mas que apre-
sentam aspectos estruturais comuns. Estas P.
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ocorrem em todos os vinhos, independentemen-
te da casta utilizada, do ano e regido em que
as uvas foram produzidas e da tecnologia de
fabrico empregue.
Tem sido desenvolvido trabalho de investiga-
¢do no sentido de elucidar as causas que estio
na origem da insolubilizacdo das P. presentes
nos vinhos. Estudos recentes demonstraram
que, embora as P. tenham que estar presen-
tes para precipitarem, o que as faz precipitar
parecem ser factores de natureza nio-proteica,
como sejam o pH, a presenca de polissacaridos
e a presenca de polifendis. Nao se observa,
por isso, uma relacdo linear directa entre a ten-
déncia de um vinho para turvar e a sua con-
centracdo em P.
Nao existe nenhum método conveniente para
a remocdo das P. do vinho. A técnica mais fre-
quentemente utilizada pela indastria dos vinhos
€ a colagem com bentonite, um permutador de
troca catidnica que, sendo possuidor de carga
eléctrica negativa aos valores de pH do vinho,
arrasta electrostaticamente as particulas no vinho
que sejam portadoras de carga eléctrica positi-
va. Estdo neste caso as P. PR, bem como outros
compostos que contribuem para as propriedades
organolépticas dos vinhos. Este tGltimo aspecto,
conjuntamente com o volume do vinho que se
perde sob a forma de borras no tratamento com
a bentonite, tornam a aplicacdo deste método
bastante desvantajosa. Infelizmente, parece nio
haver outro melhor. A utilizacio de anticorpos
para as P. do vinho, imobilizados num suporte
solido inerte, estd limitada pelo facto dos baixos
valores de pH dos vinhos serem incompativeis
com a formacio do complexo anticorpo-antigé-
nio. A adicdo de proteases comerciais aos vi-
nhos tem-se revelado ineficaz na medida em que
as P. PR sdo extremamente resistentes a pro-
tedlise. A aplicacio de técnicas mais recentes
de biologia molecular na modificacio genética
das plantas de videira ndo parece também ser
promissora. Na verdade, o «silenciamento» dos
genes que expressam as P. PR na videira, com
vista 4 futura reducio da concentracio destas
P. nos vinhos, iria certamente agravar muito os
problemas associados aos fungos patogénicos
que atacam as videiras, na medida em que dimi-
nuiriam as defesas naturais da planta. Curiosa-
mente, a tendéncia actual parece ir precisamen-
te no sentido oposto, i. €, de sobre-expressar
as P. PR nos tecidos da videira, com o objecti-
vo de aumentar as suas defesas naturais contra
o ataque dos fungos patogénicos — esta abor-
dagem ird certamente agravar os problemas re-
lacionados com a turvacao dos vinhos.

XXIII PROTEINA Z
E uma das principais P. constituintes da fraccio
das albuminas do endosperma da cevada (Hor-
deum vulgare). Do ponto de vista estrutural, é
semelhante a serpina, embora a sua fungio prin-
cipal se relacione com o facto de ser uma P. de
reserva. £ particularmente rica em lisina. E com-
posta por 399 residuos de aminoacidos (22 dos
quais sdo de lisina; 43,23 kDa).

R. BoaviDA FErRrReRA I-XVII, XX-XXIII

C. PiNTO RicARDO XVIIT

BIBL.: De XVIII — L. C. Van Loon, W. S. Pierpoint, T.
Booler e V. Conejero, Recommendations for naming plant
pathogenesis-related proteins», em Plant Molecular Bio-
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proteinas (sintese de) — BIOQ. A sintese
de Zpolipéptidos pode ser conseguida por. va-
rios mecanismos: por via nio-biolégica, como
no caso da sintese quimica, e por via biologi-
ca, como nos casos da sintese ribossomal e da
sintese nao-ribossomal.
1. A sintese quimica de polipéptidos a partir de
aminoacidos, incluindo o caso de polipéptidos
que nio ocorrem naturalmente, encontra uma
importante aplicacio em diversas dreas, nomea-
damente no estudo das propriedades dos polipép-
tidos, na formacido de polipéptidos com caracte-
risticas Gnicas ou na produgdo de polipéptidos
farmacologicamente activos que se encontrem
indisponiveis ou presentes em quantidades mui-
to baixas na natureza. Uma das aplica¢des mais
prometedoras da sintese quimica de polipéptidos
€ na preparacio de vacinas sintéticas. Na verda-
de, muitas vacinas contra virus tém sido obtidas
por administracdo do virus previamente inacti-
vado, o que permite ao hospedeiro adquirir
imunidade por sintetizar os anticorpos correspon-
dentes. Contudo, os virus inactivados presentes
na vacina podem por vezes tornar-se activos e
provocar doenca em vez de conferirem imu-
nidade. Por outro lado, é muitas vezes dificil
produzir virus em quantidade suficiente para a
vacinacdo. Estes problemas sio em alguns casos
ultrapassados pela preparacio de vacinas con-
tendo polipéptidos sintéticos que possuam as
sequéncias de residuos de aminoacidos dos de-
terminantes antigénicos virais, i. €, as sequén-
cias que estimulam o sistema imunolégico a
formar anticorpos contra o virus.
Os primeiros polipéptidos a ser sintetizados qui-
micamente foram os ZApoliaminoacidos, facilmen-
te formados com recurso as técnicas cldssicas
de quimica de polimeros. Estes homopolipépti-
dos permitiram um grande avan¢o nos estudos
sobre as propriedades fisico-quimicas dos poli-
péptidos. Vincent du Vigneaud sintetizou pela
primeira vez, em 1953, um oligopéptido biolo-
gicamente activo, o nonapéptido oxitocina. De
entdo para cd, o desenvolvimento e aperfeicoa-
mento das metodologias utilizadas na sintese
quimica de polipéptidos permitiram a sintese de
numerosos polipéptidos e proteinas de impor-
tancia biologica.
A sintese quimica de polipéptidos baseia-se es-
sencialmente em dois tipos de estratégias:
a) Ancoragem da cadeia polipeptidica nascente
a um suporte solido, a fim de eliminar as perdas
enormes que ocorreriam no isolamento e puri-
ficacdo dos produtos de cada uma das muitas
reaccoes se a sintese tivesse lugar em solucio.
Esta metodologia foi desenvolvida em 1962 por
Bruce Merrifield, tendo ficado conhecida como
sintese em fase solida ou sintese de Merrifield.
b) Bloquear reversivelmente, em cada passo, to-
dos os grupos reactivos do aminoacido que se
procura ligar a cadeia polipeptidica crescente,
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com excep¢do daquele que se pretende fazer
reagir, a fim de impedir a sua reac¢io com ou-
tras moléculas indesejaveis (incluindo os do pro-
prio aminoacido), ou seja, evitar a sua participa-
¢do em reaccdes laterais. Deste modo, cada ciclo
de adicio de um residuo de aminoacido 4 cadeia
polipeptidica nascente terd que envolver um
passo de ligagdo, com os grupos quimicos reac-
tivos e ndo-desejaveis do aminoicido bloquea--
dos, e um passo de desbloqueamento. Do mesmo
modo, as cadeias laterais reactivas do polipép-
tido em crescimento tém de ser mantidas blo-
queadas durante o processo de sintese e pos-
teriormente desbloqueadas no Gltimo passo da
formacio do polipéptido. .

Nesta metodologia, os polipéptidos sio sinteti-
zados por adi¢des sucessivas de aminoacidos
ao terminal N do polipéptido. em crescimento,
i. &, sdo sintetizados da extremidade N para a
C, por oposicdo a sintese biolégica ribossomal
(ver abaixo). Deste modo, o grupo a-amina de
cada novo aminoicido que € adicionado tem
de estar quimicamente protegido durante a reac-
¢do de ligacio, o que é frequentemente conse-
guido pela adi¢do do grupo tert-butiloxicarbo-
nilo (Boc):

R HCl

o
(CH;);C——'O—lcl—Cl + HZN-—(IZH-—-COOH —L>

Cloreto de tbutiloxicarbonilo @-aminodcido

o R

————>(CH,;);C— 0 —C—NH —CH — COOH

Boc-aminoicido

A sintese do polipéptido processa-se entdo de
acordo com uma sequéncia ciclica de reacgoes:
a) Ancoragem do aminodcido do terminal C a
um suporte sélido — O aminoicido do termi-
nal C, com o seu grupo a-amina previamente
bloqueado, é fixado a um suporte solido, nor-
malmente uma resina de poli-estireno entrecru-
zada, contendo grupos clorometilo.
CICH,

o R

(CH3);C—O—C—NH—CH—COOH +
Boc-aminoicido

Resina

Suporte inerte

EGN

(CH),C—0 —C—NH—CH—C—O0—CH, + Et,NHCI

Resina

A resina €& subsequentemente filtrada e lavada
e o grupo amina desbloqueado por tratamento
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com um acido anidro, como o acido trifluoroa-
cético a 50% em diclorometano:
R o)

(CH3);C—0—C—NH—CH— C— O —CH,

Resina

CF,COOH em CH,Cl,

o0
(CH;),C=CH, + C + NH,— CH—C—O0—CH,
Isobutileno |
o

Resina

b) Formagdo das ligacdes peptidicas entre os ami-
nodcidos durante o crescimento da cadeia polipe-
pridica— A formacdo de uma ligacio peptidica
€ um processo endergdnico, razio porque os ami-
nodcidos tém de ser activados recorrendo, p. ex.,
ao agente de activacdo diciclo-hexilcarbodi-imida
(DCO). Da reacgdo do DCC com o grupo carbo-
xilo de um Boc-aminoacido resulta a formacio de
um intermedidrio OG-acilureia, o qual reage pron-
tamente com o grupo a-amina do residuo ligado
a resina para formar a ligaco peptidica (esque-
ma na coluna 202).

O funcionamento repetitivo das reaccdes de
activa¢do, ligacdo e desbloqueamento permite
a sintese de um polipéptido com uma determi-
nada sequéncia de residuos de aminoacidos e
possibilita a ficil automatizagio do método de
sintese em fase solida. Durante o crescimento
do polipéptido, as cadeias laterais reactivas dos
residuos de aminoécidos sio bloqueadas recor-
rendo, frequentemente, ao grupo benzilo. Deste
modo, o grupo g-amina da cadeia lateral de um
residuo de lisina € bloqueado com formacio
de N-Boc-N*-benziloxicarbonil-lisina, o grupo
tiol da cisteina com formacio de Boc-S-benzil-
cisteina, o grupo y-carboxilo do 4cido glutimi-
co com formacido do éster y-benzilo do acido
N-Boc-glutimico e o grupo oxidrilo da serina
com formacio da Boc,O-benzilserina.

©) Libertacdo do polipéptido do suporte solido —
A fase final da sintese de polipéptidos em fase
solida consiste na quebra da ligacio que une o
polipéptido sintetizado 4 resina, o que é con-
seguido por tratamento com 4cido fluoridrico.
Este tratamento remove também o grupo Boc
ligado ao residuo do aminodcido N-terminal,
bem como os grupos benzilo que se encontram
a bloquear as cadeias laterais reactivas dos resi-
duos de aminoicidos do polipéptido.
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2. A sintese bioldgica, ndo-ribossomal de poli-
péptidos esta envolvida na formac¢io de muitos
péptidos, os quais sio sintetizados por enzimas
soltiveis e ndo pelos ribossomas usando molé-
culas de mRNA como moldes. A sua sintese ndo
&, por isso, afectada pelos inibidores cldssicos
da sintese proteica, de que é exemplo o cloran-
fenicol. A Aglutationa constitui um bom exem-
plo de um péptido que é sintetizado por accio
de enzimas soldveis em dois passos. Muitos an-
tibiéticos de natureza peptidica, como, p. ex.,
a gramicidina S, as tirocidinas e as polimixinas
sdo também sintetizados por enzimas soluveis.
Os sistemas responsaveis pela sua sintese con-
sistem de multienzimas, em que os grupos ami-
noacilo activados sio transferidos para grupos
tiol com formacdo de intermediarios tioéster.
Estas multienzimas sio normalmente de grandes
dimensoes, com massas moleculares a variarem
entre 120 kDa e 1,7 MDa. Os genes respectivos
consistem de médulos repetidos, cada um espe-
cificando a incorporagdo de um residuo do
aminodcido. Os genes estdo agrupados em con-
juntos, associados a genes que codificam pro-
teinas auxiliares para a sintese de precursores,
enzimas de modificagio, sistemas de regula-
cdo, etc.

Considere-se o caso, p. ex., da gramicidina S,
um decapéptido ciclico produzido por Bacillus
brevis, composto por dois pentapéptidos idén-
ticos unidos «cabeg¢a-com-pés» e cuja sintese foi
elucidada por Fritz Lipmann:
pPhe—> LPr o——>»1Val—> 1O rn—>1leu

Lleu LOrn<€ Val<€ Pro DPhe

Duas enzimas estdo envolvidas na sintese da
gramicidina S: E; (280 kDa) e E; (100 kDa). E;
contém como cofactor uma molécula de fosfo-
panteteina ligada a um residuo de serina. Os ami-
nodcidos Pro, Val, Orn e Leu sdo activados pela
formacdo (dependente da hidrélise do ATP) de
uma ligac¢do tioéster entre o aminoicido e resi-
duos de cisteina de E;, com um processo idén-
tico a ocorrer entre a bPhe e Ej;. O processo de
polimerizacdo é iniciado pela transferéncia do
residuo de pPhe de Ej; para o residuo de Pro
ligado a Ej, com formagio de um dipéptido. O
oligopéptido em crescimento é entio sequen-
cialmente transferido para os restantes aminoa-
cidos do pentapéptido, num mecanismo que, i
semelhan¢a do que acontece com a sintese ri-
bossomal, vai do terminal N para o terminal C.
E o residuo de fosfopanteteina de 2 nm de com-
primento que recolhe sequencialmente os resi-
duos de aminoicidos ligados a E; e sintetiza o
pentapéptido através de reaccdes alternadas de
transpeptidacio e transtiolacio. O passo final
consiste na reac¢io, «abeca-com pés», do penta-
péptido ligado a E; com um segundo conjunto
idéntico para formar o decapéptido ciclico.

3. A sintese biologica, ribossomal de polipépti-
dos. E assim denominada a sintese bioquimica
de proteinas, que consiste num processo ciclico,
consumidor de energia, com passos multiplos,
em que os aminodcidos livres sio polimerizados
numa sequéncia determinada geneticamente para
formar polipéptidos. O processo global de sin-

203

tese proteica mediada pelo mRNA é frequente-
mente referido apenas por Atraducio, signifi-
cando a traducio da informac¢io genética, i. €,
a traducio da sequéncia de nucleétidos presente
num mRNA na sequéncia de residuos de ami-
nodcidos de um polipéptido. Requer a presenca
de RNA mensageiro (mRNA), ribossomas, tRNA,
aminoacidos, varias enzimas e factores de natu-
reza proteica (alguns dos quais sdo parte inte-
grante do ribossoma), certos catides e ATP e GTP
como fontes de energia. Nas células eucariotas,
p- ex,, a S. P. envolve a cooperacio de c. 300 ma-
cromoléculas para sintetizar polipéptidos: mais
de 70 proteinas ribossomais, mais de 20 enzimas
para activacdo dos aminoacidos precursores,
12 ou mais enzimas auxiliares, factores especi-
ficos para as fases de iniciacdo, alongamento e
terminacdo dos polipéptidos, c. 100 enzimas adi-
cionais para o processamento final e mais de
40 tipos de RNAs de transferéncia (tRNA) e ribos-
somais (tRNA). As células contém, tipicamente,
milhares de copias de cada proteina e de cada
tipo de RNA. Deste modo, os c. 20 000 ribos-
somas, 100 000 enzimas e factores proteicos e
200 000 tRNAs envolvidos, presentes numa célu-
la bacteriana tipica (com um volume aproxi-
mado de 100 nm’) podem corresponder a mais
de 35% do seu peso seco. A S. P. processa-se a
uma taxa muito elevada. P. ex., uma célula de
Escherichia coli a 37°C leva c. 5 s a sintetizar
um polipéptido com 100 residuos de aminoaci-
dos. As células sintetizam milhares de proteinas
diferentes, a taxas que se encontram finamente
reguladas, de modo a sintetizarem apenas o
nimero de copias necessario de cada uma, sob
um dado conjunto de condicées metabdlicas.
A sintese da maioria dos péptidos presentes nas
células envolve a participacdo de ribossomas.
Estiao incluidas algumas pequenas hormonas,
como a oxitocina e a vasopressina, que sdo sin-
tetizadas sob a forma de Zipoliproteinas.

A S. P. &€ o mais complexo dos mecanismos bios-
sintéticos e a sua elucidacio constituiu um dos
maiores desafios da historia da Bioquimica. Foi
em meados do séc. xx que a atencio dos bioqui-
micos se dirigiu para a compreensio do meca-
nismo responsavel pela sintese proteica. Admi-
tiu-se inicialmente que a via responsavel pela
S. P. envolveria a utiliza¢do de enzimas para
sintetizar péptidos intermediarios, que seriam
posteriormente unidos uns aos outros. Nio s6
o nimero de enzimas envolvidas teria de ser
muito grande, como nunca se detectou a forma-
¢do dos referidos péptidos intermediarios. Do
ponto de vista tedrico surgiu o conceito de que
os aminodcidos seriam primeiramente alinhados
ao longo de um molde e, subsequentemente,
unidos uns aos outros por ligacdes peptidicas.
Depois da elucidagio da primeira estrutura do
DNA, em 1953, tornou-se claro que o molde
seria um 4cido nucleico. Pouco depois, em 1955,
Paul C. Zamecnik e colaboradores demonstraram,
em Boston, a sintese de um polipéptido por
uma frac¢do microssomal isolada de figado de
rato, a qual continha a presenca de particulas
(os ribossomas), um extracto celular soluvel,
ATP e GTP. O primeiro passo na S. P. consiste na
activacdo dos aminoacidos para formar comple-
xos do tipo aminodcido-adenilato. Os aminoici-
dos sdo seguidamente transferidos para molé-
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culas de tRNA (inicialmente designado por RNA
solavel), aos quais sdo unidos por ligagcdes éster.
O molde & composto por mRNA, o qual se asso-
cia aos ribossomas.

Howard Dintzis mostrou, em 1961, que a sintese
dos polipéptidos se processa por adi¢des suces-
sivas de aminodcidos a uma cadeia polipeptidi-
ca crescente, do seu terminal N para o terminal
C. Por outro lado, os ribossomas déem» 0 mRNA
na direccdo 5> = 3’. A observacio de que o
mRNA é também sintetizado na direc¢do 5 — 3’
(ATranscricao) explica que, no caso dos pro-
cariotas, os ribossomas iniciem a traducio em
mRNAs nascentes.

Os ribossomas envolvidos na biossintese de pro-
teinas estdo dispostos sequencialmente ao longo
da molécula do mRNA como contas ao longo de
um colar, formando superstruturas denominadas
polirribossomas ou, simplesmente, polissomas.
Os ribossomas individuais encontram-se separa-
dos por espacos de 5 a 15 nm, de modo que
cada mRNA contém aproximadamente um ribo-
ssoma por cada 80 nucledtidos. Os polissomas
formam-se porque apds um ribossoma activo ter
deixado o centro de inicia¢io, um segundo ribos-
soma pode iniciar a sintese no mesmo centro.
Em cada momento, varios ribossomas (entre 10
€ 100) estdo posicionados ao longo da molécula
de mRNA; os ribossomas localizados mais pro-
ximo da extremidade 3° do mRNA possuem as
mais longas cadeias polipeptidicas nascentes,
20 passo que os mais proximo da extremidade
5" traduziram menos codoes, contendo, por isso,
péptidos mais curtos. Deste modo, os polisso-
mas, permitindo a traducdo simultinea de cada
molécula de mRNA por muitos ribossomas, tor-
nam muito eficiente a utiliza¢io do mRNA. Esta
eficiéncia € levada ao extremo no caso das bac-
térias, em que, como vimos atras, ocorre uma
estreita liga¢do entre a transcricdo e a tradugio.
Na verdade, os mRNAs sio sintetizados e tradu-
zidos na direc¢do 5° — 3, o que possibilita aos
ribossomas comecarem a traduzir a extremidade
5" de um mRNA antes da transcri¢io se encon-
trar completa.

A situacdo é diferente nos eucariotas, em que as
moléculas de mRNA recentemente transcritas no
nicleo tém de ser transferidas para o citoplas-
ma para serem traduzidas.

Durante a sintese de polipéptidos, os residuos
de aminoécidos sio sequencialmente adiciona-
dos ao terminal C da cadeia polipeptidica nas-
cente ligada ao ribossoma. O crescimento do
polipéptido nascente ocorre pela transferéncia
do peptidil-tRNA para um novo aminoacil-tRNA,
para formar um peptidil-tRNA um residuo de
aminodcido mais longo. Cada ribossoma possui,
por isso, trés centros de ligacao ao tRNA: um
centro P (de Peptidilo), que liga o complexo
Met-tRNA ou o peptidil-tRNA, um centro A (de
Aminoacilo), que liga o novo aminoacil-tRNA, e
um centro E (do inglés Exit = saida) ou centro
de saida, que liga temporariamente a molécula
de tRNA libertada. Deste modo, a formacio de
cada ligagdo peptidica, catalisada pela activida-
de de peptidil-transferase do ribossoma, ocorre
de acordo com a fig. da coluna 206.

O peptidil-tRNA ligado ao centro P do ribossoma
é transferido para o aminoacil-tRNA do centro
A, com formacio de uma nova ligacio peptidi-
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Reacgio de formagio de uma ligacio peptidica, catalisada
pela actividade de peptidil-transferase do ribossoma.
O grupo amina do aminoacil-tRNA no centro A desloca
nucleofilicamente o tRNA do peptidil-tRNA do centro P,
de que resulta a transferéncia do polipéptido nascente
para o tRNA do centro A

ca. Subsequentemente, o tRNA desacilado pre-
sente no centro P & substituido pelo novo pep-
tidil-tRNA (que vem do centro A) e transferido
para o centro E.

Ha cinco fases principais na sintese bioldgica
ribossomal de proteinas, as quais envolvem a
participacdo de muitos factores proteicos e de
varias moléculas de ATP e de GTP, as quais
funcionam sequencialmente e de modo ciclico:
a) activaciao dos aminoicidos;

b) iniciacio;

¢) alongamento;

d) terminacgdo e libertacao;

) enrolamento e processamento da cadeia pep-
tidica.

Estas fases funcionam sequencialmente e de
modo ciclico. Os ribossomas participam, por
isso, num ciclo, durante o qual se dissociam nas
suas duas subunidades e se voltam a montar. Co-
mo o sistema funcional na biossintese de pro-
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teinas é o polissoma, a iniciacdo, alongamento
e terminacdo decorrem simultaneamente ao lon-
go da mesma molécula de mRNA.
O mecanismo de sintese proteica € muito seme-
lhante em todos os tipos de células, com algu-
mas pequenas diferencas entre células proca-
riotas e eucariotas, as quais explicam a ac¢do
diferencial exibida por alguns antibi6ticos como
o cloranfenicol e a ciclo-heximida. Além das
diferencas no nimero e nas propriedades dos
factores solaveis, a principal distin¢do reside
na inicia¢do da cadeia polipeptidica: o residuo
inicial & a formilmetionina nos procariotas, ao
passo que nos eucariotas, com a excep¢do dos
mitocondrios e cloroplastos, é a metionina.
A) Activagdo dos aminodcidos — Cada amino-
dcido é activado e ligado covalentemente a um
tRNA especifico, em reaccdes de esterificacdo,
a custa da energia de hidrélise do ATP, catalisa-
das pelas aminoacil-tRNA sintetases, num pro-
cesso que nio requer a presenca de polisso-
mas. As aminoacil-tRNA sintetases formam um
grupo de enzimas de activagdo, dependentes da
presenga de Mg”, cada uma das quais é espe-
cifica para um dado aminodcido e para um ou
mais tRNAs correspondentes. Na realidade, as
proteinas sdo basicamente construidas a partir
dos 20 Zaminodcidos proteicos, os quais sio
inicialmente activados numa reac¢do com o ATP
(reaccdo 1) catalisada pelas aminoacil-tRNA sin-
tetases. Cada uma destas enzimas € especifica
para um Gnico aminodcido proteico:
Reaccido de activacdo (1):

Aminoicido + ATP — aminoacil-AMP + PPi

Reac¢io de transferéncia para o tRNA (2):

Aminoacil-AMP + tRNA —
— aminoacil-tRNA + AMP

Os residuos de aminoacilo sio reguladamente
transferidos dos complexos activados na reac-
G0 1 para moléculas especificas de tRNA (reac-
¢do 2). E nestes dois passos, catalisados pelo
mesmo centro activo da mesma enzima, que
ocorre a fase critica de selec¢ao dos aminoaci-
dos, pois, aparentemente, pouca discrimina¢do
tem lugar nos passos posteriores associados a
incorporagao dos residuos de aminoicidos nos
polipéptidos em alongamento. A grande especi-
ficidade das aminoacil-tRNA sintetases assegura
uma seleccdo quase perfeita dos substratos den-
tro do grupo dos 20 aminoicidos proteicos. Con-
tudo, certos aminoacidos ndo-proteicos (p. ex.: o
acido azetidina-2-carboxilico relativamente a pro-
lina), podem actuar como substratos alternativos
com certas enzimas, podendo ser anormalmente
introduzidos nas moléculas de proteina. E impor-
tante referir que as aminoacil-tRNA sintetases sio
especificas ndo s6 para cada aminoacido mas
também para os tRNAs. A capacidade de discrimi-
nacio relativamente a varias diazias de tRNAs é
tdo importante para o rigor da sintese proteica
como a seleccio dos aminodcidos. De facto, a
interaccao entre as aminoacil-tRNA sintetases e os
tRNAs tem sido descrita como o segundo cod. ge-
nético, cujas regras sao aparentemente mais com-
plexas do que as do primeiro ZAcdd. genético.

A ligacdo éster estabelecida entre o aminodcido
e o tRNA possui um valor elevado de energia
livre de hidrélise (AG” = =29 kJ.mol™). O 4cido
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pirofostérico formado na reacgio de activacio
sofre hidrélise a duas moléculas de 4cido orto-
fosférico, numa reacgio catalisada pela pirofos-
fatase. Deste modo, sdo gastas duas ligacdes
fosfato ricas em energia por cada molécula de
aminoicido que é activada, o que torna a reac-
cdo global de activacdo do aminoicido essencial-
mente irreversivel. Assim sendo, a aminoacilacio
do tRNA desempenha dois papéis fundamentais:
a) a activacao do aminodcido para formagido da
ligacdo peptidica;

b) a seleccdo correcta do aminoacido para sub-
sequente incorpora¢io na cadeia peptidica, ja
que a identidade do aminoacido ligado a cada
tRNA nio é verificada no ribossoma.

As fases seguintes da biossintese de proteinas
ocorrem sequencialmente e de modo ciclico em
cada ribossoma do polissoma.

B) Iniciacdo da cadeia polipeptidica — Nesta
fase, o mRNA que codifica o polipéptido a ser
sintetizado liga-se 4 subunidade mais pequena
do ribossoma, ao que se segue a ligacdo do
aminoacil-tRNA iniciador e a subunidade maior
do ribossoma para formar o complexo de inicia-
¢do. O anticodio do aminoacil-tRNA iniciador
emparelha com o codio correspondente do
mRNA (o codio AUG), o qual sinaliza o inicio
da cadeia polipeptidica. Este processo requer o
consumo de GTP.

Nos procariotas, o inicio da traduc¢io requer um
coddo especial: o coddo para a metionina, AUG
(no caso dos procariotas, também, ocasionalmen-
te, o codio para a valina, GUG). Este codio es-
pecifica uma forma particular do Met-tRNA™, em
que o residuo de metionina vem N-formilado.
Deste modo, a M-formilmetionina (fMet) é o re-
siduo N-terminal dos polipéptidos dos procario-
tas.

S—CH,
CH,
o) CH, O

HC—NH— CH— C—0 ——tRNAfMet

Met

Formilmetionina-tRNA¢{
(fMet-tRNA{")

O tRNA que reconhece o coddo de inicia¢io, i. é,
o tRNA/M difere do tRNA que especifica residuos
internos de metionina, o tRNA_*, embora reco-
nhecam o mesmo codio. O tRNA/ desacilado
é aminoacilado com metionina pela mesma ami-
noacil-RNA sintetase que aminoacila o tRNA_ "
Contudo, o Met-tRNA{™ resultante é especifica-
mente Nformilado a fMet-tRNA{™ numa reacgio
enzimdtica que utiliza o dcido N"'-formiltetra-
-hidrofélico como dador do grupo formilo.
A enzima de formilacio ndo reconhece o Met-
-tRNA_"**. Os polipéptidos nascentes dos pro-
cariotas sofrem desformilacio do seu residuo de
fMet num mecanismo de pés-traducio, a qual
é seguida, no caso de muitas proteinas, por re-
mociao do resultante residuo N-terminal de me-
tionina.

O codido AUG especifica ndo s6 o residuo ini-
cial de Met de um polipéptido como também
codifica os residuos internos de Met. Além disso,
as moléculas de mRNA contém muitos coddes
AUG (bem como GUG) em diferentes sequén-
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cias nucleotidicas. E, por isso, de admitir que
um centro de iniciacdo da tradugio seja espe-
cificado por mais do que um simples codio de
iniciacdo. Em Escherichia coli, o TRNA 16S con-
tém uma sequéncia rica em pirimidinas na sua
extremidade 3’. John Shine e Lynn Dalgarno
demonstraram, em 1974, que esta sequéncia
é complementar de um tracto de 3 a 10 nucle6-
tidos, rico em purinas (a sequéncia de Shine-
-Dalgarno), o qual se localiza c. 10 nucleétidos
a montante do codio de inicia¢io de pratica-
mente todos os mRNAs dos procariotas. O em-
parelhamento de bases entre a sequéncia Shine-
-Dalgarno do mRNA e o rRNA 16S permite ao
ribossoma seleccionar o coddo de inicia¢do
apropriado.

O inicio da sintese de um polipéptido & um
processo que decorre em trés passos e que re-
quer a participagdo de factores de inicia¢io so-
laveis e de natureza proteica. Na realidade, os
ribossomas intactos ndo se ligam directamente
ao mRNA para iniciar a sintese proteica. O inicio
da sintese € um processo complicado, em que
as duas subunidades ribossomais € 0 fMet-tRNA{*
sio montados numa molécula de mRNA correc-
tamente alinhada de modo a formar um com-
plexo competente para iniciar a sintese. Esta
montagem exige a participagdo de factores de
inicia¢do de natureza proteica, os quais ndo se
encontram permanentemente associados aos ri-
bossomas. No caso de E. coli, a inicia¢do envolve
trés factores de iniciacgio denominados IF-1,
TF-2 e IF-3 (IF do inglés Initiation Factor = factor
de iniciacdo).

Lista dos factores proteicos soliveis que participam
na sintese de polipéptidos em Escherichia coli

Factores de iniciagdo

IF-1 9 Participa na ligagdo do IF-3
1F-2 97 Liga o tRNA iniciador e o GTP
1F-3 22 Liberta a subunidade 30S do

ribossoma inactivo e ajuda na
ligagdo a0 mRNA

Factores de alongamento

EF-Tu 43 Liga o aminoacil-tRNA e o GTP
EF-Ts 74 Remove o GDP do EF-Tu
EF-G 77 Promove a translocagio ao ligar

GTP ao ribossoma

Factores de libertagio

RF-1 36 Reconhece os coddes de stop
' UAA e UAG .
RF-2 38 Reconhece os coddes de stop
UAA e UGA
RF-3 46 Liga GTP e estimula a ligacdo
de RF-1 e RF-2

A iniciagdo comeca com a subunidade pequena
do ribossoma, j4 que os ribossomas 70S ou 80S
sdo inactivos e a sua dissociagdo espontinea
sob condigdes fisiolégicas processa-se a uma
taxa muito lenta. O factor IF-1 de E. coli promo-
ve a dissociacio dos ribossomas e o factor IF-3
evita a sua montagem, disponibilizando subuni-
dades pequenas livres para a iniciagdio. O com-
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plexo de iniciacido formado é entdo adicionado
4 subunidade grande do ribossoma por liberta-
¢do do factor IF-3.

A iniciacdo resulta, por isso, na formacdo de
um complexo fMet-tRNA/". mRNA-ribossoma,
em que o fMet-tRNA{™ ocupa o centro P do
ribossoma, ao passo que o centro A estd dis-
ponivel para receber um aminoacil-tRNA. Note-
-se que o tRNA{™ é o Gnico tRNA capaz de
entrar directamente no centro P. Todos os ou-
tros tRNAs entram neste centro apenas depois
de ocuparem o centro A durante o alongamen-
to da cadeia.

Em termos gerais, a iniciacdo nas células euca-
riotas € muito semelhante 4 das procariotas,
diferindo, no entanto, em muitos aspectos parti-
culares. Assim, p. ex., os ribossomas eucariotas
sdo assistidos por numerosos factores de inicia-
¢do (designados por elF-n, com «e» derivado
de eucariota); em alguns eucariotas, tém sido
descritos mais de 10. O tRNA que reconhece o
codido de iniciacdo é o Met-tRNA™, cujo residuo
de Met nunca se encontra formilado. De notar
que os polipéptidos sintetizados pelos ribosso-
mas dos mitocdndrios e dos cloroplastos das
células eucariotas sdo iniciados com a Nformil-
metionina. Os mRNAs eucariotas ndo possuem
sequéncias complementares para a ligacido do
tipo Shine-Dalgarno ao rRNA 18S. Em vez disso,
a traducdo dos mRNAs eucariotas, invariavelmen-
te monocistrénicos, comeca quase sempre no
seu primeiro coddo AUG. Deste modo, a subuni-
dade 40S do ribossoma liga-se na extremidade 5’
(ou muito préximo dela) do mRNA eucariota e
migra para juzante até encontrar o primeiro co-
dao AUG.

C) Alongamento da cadeia polipeptidica — O
alongamento da cadeia polipeptidica pelo ribos-
soma decorre por um ciclo de trés reacgdes que
adiciona sucessivamente residuos individuais de
aminodcidos ao terminal C de um polipéptido
nascente: a ligacdo do aminoacil-tRNA, a trans-
peptidacio e a translocacio. Cada aminoicido
é levado para o ribossoma e posicionado cor-
rectamente pelo seu tRNA, o qual emparelha o
seu anticoddo com o codido correspondente do
mRNA. Este ciclo repete-se tantas vezes quantos
os residuos de aminoacidos que sdo adicionados
a cadeia polipeptidica nascente. Este mecanismo
funciona a uma taxa que pode atingir 40 resi-
duos por segundo e é promovido e envolve a
participagdo de virias proteinas, ndo-ribossomais,
denominadas factores de alongamento (EF, do
inglés Elongation Factors). A ligacdo de cada
novo aminoacil-tRNA e o movimento do ribos-
soma ao longo do mRNA sio facilitados pela
hidrélise de duas moléculas de GTP por cada
residuo de aminoicido adicionado ao polipép-
tido nascente.

A reaccio de ligacdo do aminoacil-tRNA ao ri-
bossoma de E. coli inicia-se com a formacido
de um complexo terndrio entre o subcomplexo
bindrio GTP-factor de alongamento EF-Tu e o
aminoacil-tRNA, o qual se liga ao ribossoma.
Subsequentemente, numa reac¢io que envolve
hidrélise do GTP a GDP + Pi, o aminoacil-tRNA
forma um complexo do tipo coddo-anticoddo
com o centro A do ribossoma e o complexo
EF-Tu.GDP + Pi é libertado. Seguidamente, o
GDP é removido do complexo EF-Tu.GDP pelo
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factor de alongamento EF-Ts que, por sua vez,
é deslocado pelo GTP, regenerando o comple-
xo EF-Tu.GTP.

Os aminoacil-tRNAs podem ligar-se directamen-
te ao centro A do ribossoma sem a participaciao
de EF-Tu, mas apenas a uma taxa demasiada-
mente baixa para permitir o crescimento celular.
A importdncia de EF-Tu &, por isso, evidenciada
pelo facto de ser a proteina mais abundante de
E. coli. Esta presente em c. 100 000 copias por
célula, constituindo mais de 5% da sua proteina
total e aproximando-se do nimero de moléculas
de tRNA celular. Consequentemente, o comple-
mento celular de aminoacil-tRNAs encontra-se
essencialmente sequestrado por EF-Tu.

O factor EF-Tu ndo se liga nunca ao Met-tRNA{™,
quer formilado quer ndo. Por este motivo, o
tRNA iniciador nunca se liga a coddes AUG
ou GUG internos. A base estrutural desta dis-
crimina¢do em E. coli resulta do tRNA{"™, ao
contrario dos outros tRNAs, ndo possuir um
par de bases na extremidade que liga o ami-
noicido.

EF -1

Polipéptido
nascente g

Aminoacil-

-tRNA

Pepuidil-(RNA Aminoacil-tRNA

=1
),

mRNA

tRNA
Translocacio
+GDP+P;

Anticodao
GTP

Ribossoma

A ligacdo peptidica € formada no ribossoma du-
rante a segunda etapa da fase de alongamento:
da-se a reaccdo entre o grupo carboxilo do com-
plexo presente no centro P e o grupo amina
livie do complexo presente no centro A. A acti-
vidade enzimitica que catalisa a formacido das
ligacdes peptidicas, denominada peptidil-trans-
ferase, foi inicialmente considerada como uma
propriedade intrinseca de uma ou mais protei-
nas da subunidade grande do ribossoma. Con-
tudo, Harry Noller e colaboradores descobriram,
em 1992, que esta actividade nao é catalisada
por uma proteina mas sim pelo rRNA 23S. Neste
processo, o grupo amina do aminoacil-tRNA do
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EF - Ta«GTP

«EF - Tu: GTP

Ligacio

centro A do ribossoma faz a remocdo nucleofi-
lica do tRNA do peptidil-tRNA do centro P. Deste
modo, a cadeia polipeptidica nascente € acres-
centada em um residuo de aminoacido no seu
terminal C e transferida para o tRNA do centro
A, num processo denominado transpeptidacio.
Esta reaccado processa-se sem O consumo extra
de energia, porque a ligacao éster estabelecida
entre o polipéptido nascente e o tRNA no cen-
tro P é uma ligacdo rica em energia.

A parte final da fase de alongamento consiste
no movimento do ribossoma relativamente ao
mRNA (o ribossoma desloca-se ao longo do
mRNA na distdncia de um codio, no sentido da
sua extremidade 3°), processo acompanhado
pela translocacio do peptidil-tRNA do centro A
para o P. Assim, o tRNA ndo-acilado presente
no centro P do ribossoma € transferido para o
centro E e expelido na reaccio de ligacdo sub-
sequente. Por outro lado, o peptidil-tRNA pre-
sente no centro A ¢ transferido para o centro P,
conjuntamente com o mRNA a que esta liga-
do. Este processo, denominado transloca¢io, pre-

cre

EF-Tu-EF-Ts
GDbP

>~ EF-Ts
EF - Tu - GDP

l)l.

Aminoacil-

-tRNA

Centro P

Transpeptidacao

P(rptif lil-tRNA
Centro A
3!

mRNA

Ciclo de alongamento da cadeia polipeptidica nos ribossomas de Escherichia coli

Codao

para o ribossoma para o ciclo seguinte de alon-
gamento. A transloca¢do requer a participacio
do factor de alongamento EF-G (também deno-
minado translocase), o qual se liga ao ribossoma
na presenca de GTP, sendo apenas libertado
por hidrélise do GTP a GDP + Pi. A libertacio
do EF-G € um pré-requisito para o inicio do
novo ciclo de alongamento, porque as ligacoes
ao ribossoma do EF-G e do EF-Tu sio mutua-
mente exclusivas.

O antibi6tico puromicina, um anilogo estrutu-
ral da extremidade 3’ do Tyr-tRNA, bloqueia
prematuramente a sintese da cadeia polipepti-
dica.
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+
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Tirosil-tRNA

A puromicina apresenta uma estrutura andloga a do terminal 3’ do tirosil-tRNA

A puromicina, em competicdo com um aminoa-
cil-tRNA mas sem necessitar da presenca de fac-
tores de alongamento, liga-se ao centro A do
ribossoma, o qual catalisa a reaccdo de transpep-
tidacdo normal para formar o peptidil-puromici-
na. Contudo, o ribossoma niao consegue cata-
lisar a reacgdo de transpeptidac¢do no ciclo de
alongamento seguinte porque o residuo de
aminodcido da puromicina estd ligado ao seu
<RNA» por uma liga¢do do tipo amida, em vez
de uma ligacdo éster. Isto provoca o aborto da
sintese polipeptidica e a libertacdo da peptidil-
puromicina.

O ciclo de alongamento das células eucariotas
€ muito semelhante ao das células procariotas.
Nas primeiras, as fungoes do EF-Tu e EF-Ts sdo
realizadas por duas subunidades diferentes do
factor de alongamento eucariota eEF-1. Do mes-
mo modo, eEF-2 funciona de modo semelhante
ao EF-G.

D) Terminacdo da cadeia polipeptidica — A tra-
ducdo do mRNA termina com a formacdo de
polipéptidos livres devido 4 presenca no mRNA
dos chamados cododes de terminacido: UAA, UGA
e UAG. A entrada de um destes coddes no cen-
ro A do ribossoma sinaliza o términus do po-
lipéptido. Em E. coli, os coddes de terminacio,
os Unicos coddes que nio tém tRNAs que lhes
correspondam, sdo reconhecidos por factores de
libertacdo de natureza proteica (RF, do inglés
Release Factors), os quais actuam a nivel do
centro A do ribossoma: o RF-1 reconhece UAA
e UAG, ao passo que o RF-2 é especifico para
T"AA e UGA. Nenhum deles se liga ao ribossoma
em simultineo com EF-G. Um terceiro factor
de libertagdo, o RF-3, liga GTP, tem actividade
de GTPase e estimula a ligacdo de RF-1 e RF-2 ao
ribossoma.

4 ligacao de um factor de libertacdo ao codao
de terminacdo apropriado induz a peptidil-trans-
ferase do ribossoma a transferir o grupo peptidilo
para a dgua em vez de para um aminoacil-tRNA,
de que resulta a formacdo de um polipéptido e
de um tRNA livre. O tRNA nao-acilado resultan-
e dissocia-se subsequentemente do ribossoma
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e os factores de libertacio sio expelidos com a
hidrélise concomitante de GTP a GDP + Pi. Da-
qui resulta um ribossoma inactivo que liberta o
mRNA ligado, em preparacdo para um novo
ciclo de sintese polipeptidica.

A terminacio nos eucariotas é semelhante 4 dos
procariotas, mas envolve um Gnico factor de
libertagdo, o eRF, que se liga ao ribossoma jun-
tamente com o GTP e se liberta com a hidroli-
se deste a GDP + Pi. Tem, por isso, actividade
de GTPase.

E) Enrolamento e processamento da cadeia po-
lipeptidica — A estrutura de nivel tercidrio da
proteina comeca a formar-se durante a sintese
proteica, com a cadeia polipeptidica ainda incom-
pleta e ligada ao ribossoma (AProteinas). Em
muitos casos, a proteina € também sujeita a ou-
tros tipos de reac¢des que a convertem na for-
ma biologicamente activa — & a modificacio
pos-traducgdo das proteinas, em que pode ocor-
rer, p. €x., a ligacdo covalente de certos grupos
quimicos, como seja a adi¢do de grupos acetilo,
fosfato, metilo, carboxilo ou outros, a certos
residuos de aminoacidos, ou a ligacdo de oligos-
sacdridos ou de grupos prostéticos ou a remo-
¢do de determinadas sequéncias de residuos de
aminodcidos, quer do terminal N do polipéptido
quer do seu interior.

A taxa global de erro da sintese proteica é de
¢. 1 erro por cada 10* aminoacidos incorporados,
um valor consideravelmente superior ao encon-
trado na replicacio do DNA. Isto resulta, pos-
sivelmente, de um erro na sintese proteica poder
ser «apagado» por destrui¢do da proteina por
protedlise, ndo sendo perpetuado por passagem
para as geracOes seguintes. Este grau de rigor &
suficiente para garantir que a maior parte das
proteinas sintetizadas ndo contenham erros e
que a grande quantidade de energia dispendida
na sintese proteica raramente seja desperdicada.
A biossintese de proteinas € um processo muito
dispendioso em termos de fisiologia celular. Sao
necessarias varias moléculas de ATP e de GTP
para formar cada ligacdo peptidica. A sintese
proteica pode consumir até 90% da energia qui-
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mica usada pela célula em reac¢des biossintéti-
cas. Na fase de activacio dos aminoacidos, sio
hidrolisadas duas ligacdes fosfato do ATP no
estabelecimento da ligacdo éster entre o amino-
acido e o grupo 2’- ou 3-OH do tRNA durante
a formacido enzimitica do complexo aminoacil-
-tRNA. Outros ATPs sio necessarios sempre que
aminodacidos incorrectamente activados sio hi-
drolisados pela actividade de desacilagao de
algumas aminoacil-tRNA sintetases. Uma molé-
cula de GTP é hidrolisada a GDP + Pi durante
o primeiro passo da fase de alongamento e ou-
tro GTP €& hidrolisado no passo da translocagio.
Outros ATPs e GTPs hidrolisados no decurso
da biossintese de proteinas servem para aumen-
tar a precisdo e o rigor do processo.
O funcionamento normal da S. P. implica a
ocorréncia de virias reac¢des de hidrolise de
GTP. No entanto, a traducdo ocorre na auséncia
de GTP, embora a uma taxa extremamente bai-
xa, porque a energia livre libertada na reaccao
de transpeptidacdo é suficiente para mover ou
fazer funcionar todo o processo da tradugio.
Por outro lado, nenhuma das reac¢des de hidro-
lise do GTP participa na formacio de um com-
posto rico em energia. A ligacdo alostérica do
GTP induz alteracdes na conformacao dos com-
ponentes ribossomais de modo a promover os
diversos passos da sintese proteica. Estas altera-
coes de conformacio catalisam também a hidro-
lise de GTP, o qual permite ao ribossoma adqui-
rir a sua conformacgio original. A taxa ripida e
irreversivel de hidroélise do GTP assegura que
as diversas fases da sintese biolégica ribossomal
de proteinas se processem de forma rapida e
irreversivel.
Antibiéticos sio substincias produzidas por bac-
térias ou fungos, que inibem o crescimento de
outros organismos. A maioria dos antibidticos
conhecidos, incluindo muitos com aplicacio
clinica, sao inibidores de sintese proteica, blo-
queando a tradugio. Isto resulta, provavelmente,
da enorme complexidade do aparelho de tradu-
cdo, que o torna vulnerdvel 4 accio de muitos
compostos. A tabela seguinte exemplifica varios
antibioticos importantes do ponto de vista mé-
dico ou bioquimico.

R. BOAVIDA FERREIRA
BIBL.: D. Voet e J. G. Voet, Biochemistry, Nova Iorque,
1990; R. H. Garrett e C. M. Grisham, Biochemistry, Fort
Worth, 1995.

proteinas alimentares — NUTR. As P. A.
sdo desintegradas nos seus aminoacidos consti-
tuintes, durante a digestdo e, de seguida, estes
sdo absorvidos na sua quase totalidade. Os ami-
nodcidos essenciais, aqueles que o organismo
ndo tem condicdes para sintetizar, sdo aprovei-
tados tal e qual pelas células para a producio
das suas proteinas proprias. Os nio essenciais,
e os essenciais que excedem as necessidades,
s40 decompostos nos seus constituintes quimicos
e com estes O Organismo arranja as suas pro-
teinas. Os materiais sobrantes, e os que decor-
rem da degradacio das proteinas estruturais, sao
catabolisados através de ciclos proprios (da
ureia, do 4cido trico, etc.), ou sio aproveitados
para produzir glicidos (neoglicogénese); a ener-
gia resultante acumula-se como gorduras no
tecido adiposo. De notar que as calorias prove-
nientes de excessos proteicos sio menos «€ngor-
dantes» do que as provenientes de glicidos, e que
as destes sio-no muito menos do que as das
gorduras alimentares.

Quando na alimentacio faltam proteinas em
quantidade suficiente ou, havendo-as, faltam
porcdes suficientes e ajustadas de um qualquer
acido aminado essencial, o organismo sofre,
adoece e pode morrer porque nio dispoe de
meios para sintetizar a sua matéria viva. Con-
cluindo, para que os fornecedores proteicos
sejam Tteis, a alimentacdo deve fornecer combi-
nacdes equilibradas de 4dcidos aminados essen-
ciais, por¢des complementares de dcidos ami-
nados ndo essenciais, quantidades suficientes de
glicidos e o conjunto das vitaminas e minerais
indispensdveis para regular os processos meta-
bolicos que presidem a constru¢io das protei-
nas organicas.

Nenhuma P. A. dispde de uma sequéncia equi-
librada e completa de aminoicidos capaz de
satisfazer as necessidades do corpo, a nio ser
o leite materno para o bebé. Mas ha proteinas
muitissimo boas, caso do ovo e do leite de vaca.
No entanto, um bom aprovisionamento protei-
co ndo precisa de atender 2 qualidade individual
de cada fornecedor possivel; de facto, a inges-
tao simultdnea de proteinas vegetais e animais
de qualidades muito desiguais propicia conjun-
tos de grande qualidade. P. ex., as proteinas de
trigo, feijio e hortalica, uma a uma, sao desequi-
libradas e incompletas quanto a aminogcidos
mas, ingeridas em conjunto, equivalem em qua-

Exemplos de. inibidores de sintese proteica

Inibidor Acciao

Cloranfenicol

Inibe a peptidil-transferase da subunidade grande do ribossoma procariota

Ciclo-heximida

Inibe a peptidil-transferase da subunidade grande do ribossoma eucariota

Eritromicina

Inibe a transloca¢do na subunidade grande do ribossoma procariota

Acido fusidico

Puromicina

Inibe o alongamento nos procariotas, por impedir a dissociagio do complexo
EF-G.GDP da subunidade grande do ribossoma
Um anélogo estrutural do aminoacil-tRNA, que provoca a termina¢io prematura da

cadeia polipeptidica em procariotas e eucariotas

Estreptomicina
procariotas

Induz erros na traducio do mRNA e inibe a iniciaco da cadeia polipeptidica em

Tetraciclina
procariota

Inibe a ligagio dos aminoacil-tRNAs a subunidade pequena do ribossoma

Toxina da difteria

Inactiva cataliticamente o eEF-2 por ADP-ribosilacio

Ricina/abrina
do ribossoma eucariota

Proteinas toxicas de plantas que inactivam cataliticamente a subunidade grande
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lidade as proteinas da carne, muito boas. Por
esta razdo, uma regra de ouro da alimentacio
saudavel € variar o mais possivel de alimentos.
A caréncia proteica somada 2 falta global de
comida gera a situacdo mais grave de fome —
a proteino-calérica — que afecta barbaramente
800 000 000 de pessoas. O medo da fome e os
seus horrores marcaram o pensamento de varias
geracOes de cientistas e sanitaristas, que tudo
fizeram para disponibilizar grandes ragdes pro-
teicas 4s populagdes mais carecidas do Mundo.
Sabemos hoje que é desnecessario e até contra-
producente. O maximo de saide pede valores
entre 0,8 g e 1,2 g de P. A. por quilo e dia;
racoes superiores a 1,5 g, sabemo-lo hoje, sio
potencialmente perigosas. Isto significa, nas
sociedades afluentes, a necessidade de comer
francamente menos carne e peixe do que o ha-
bitual. Para quem pratica uma equilibrada ali-
mentacdo saudavel, com riqueza variada de
produtos vegetais, leguminosas, pdo de boa qua-
lidade (escuro de mistura) e produtos lacteos
bastam diariamente entre 120 g e 150 g de came
< peixe para assegurar um fornecimento mais
do que suficiente de P. A.

EMILIO PERES

proteinases — BIOQ. As P., também deno-
minadas enzimas proteoliticas, endopeptidases
ou peptidil-péptido hidrolases, constituem um
dos dois grandes grupos em que se subdividem
as Zipeptidases. Sio englobadas nas subsubclas-
ses de EC 3.4.21 a EC 3.4.99. Catalisam a hidro-
lise de ligacoes peptidicas no interior da cadeia
,cpuchca originando a formacido de péptidos
de tamanho variavel. A sua divisio em subsub-
classes € feita com base no seu mecanismo
caralitico, sendo a sua especificidade utilizada
zpenas para identificar as enzimas individuais
dentro de cada grupo. [AProteases. ZAProteases
Inibidores de).]

R. BOAVIDA FERREIRA

proteoglicanas — BIOQ. Sio glicoproteinas
ce elevada massa molecular, usualmente locali-
zadas externamente 2 celula, fazendo parte de

estruturas extracelulares tanto de animais (ma-
iz extracelular) como de plantas (parede celu-
) e podendo estar associadas mais ou menos
temente 4 membrana plasmitica. Tém grande
portdncia nos mucos e tecidos estruturais dos
mais (substincia intersticial, cartilagens, 0ssos),
contribuindo para as propriedades de elevada
viscosidade, elasticidade e resisténcia a accdo
ce agentes infecciosos. Podem formar enormes

Formacdo de proteinas biologicamente activas a partir

proteinases — proteoma Prot
agregados (massa molecular global de c. 2 000 000
de dalton nas cartilagens), apresentando-se com
a estrutura de escovilhdo, na qual uma longa
cadeia de acido hialurénico constitui a unidade
central onde se ligam proteinas glicosiladas com
numerosas estruturas curtas de Zimucopolissaci-
ridos (condroitino-sulfatos, ceratana-sulfatos).
Nas plantas, uma importante classe de P. é a das
proteinas de arabinogalactana (ou AGPs) presen-
tes nas paredes celulares, onde tém funcoes
estruturais e, possivelmente, também regulat6-
rias. Sdo altamente glicosiladas, representando o
hidrato de carbono c. 95% do peso total da mo-
lécula. A uma proteina central com dominios
ricos em hidroxiprolina ligam-se cadeias de ga-
lactana altamente ramificada e contendo algumas
unidades de arabinose. Algumas AGPs apresen-
tam similaridades das suas sequéncias com
Aextensinas, lectinas de solaniceas e ZAprotei-
nas PR. Concentracdes particularmente altas de
AGPs sdo encontradas nos estiletes de muitas
flores. A sua funcio estd longe de ser bem com-
preendida.

C. PINTO RicARDO

proteo-hormonas — BIOQ. Sio proteinas,
frequentemente glicosiladas, com func¢do hor-
monal. Sdo, por isso, sintetizadas por tradugio
dos mRNAs correspondentes e degradadas por
accao de proteases. Apresentam massas mole-
culares normalmente compreendidas entre 5 e
25 kDa no caso das P.-H. monoméricas, ou mas-
sas moleculares superiores no caso das P.-H.
multiméricas. A distingdo entre P.-H. e Apépti-
dos hormonas é, por vezes, pouco clara. Sio
exemplos de P.-H. a coriogonadotropina, a hor-
mona estimuladora dos foliculos, a hormona lu-

teinizante, a tireotropina e a insulina.
R. BOAVIDA FERREIRA

protedlise — BIOQ. E a degradacio de uma
Aproteina, normalmente por hidrélise de uma
ou mais das suas Aligacoes peptidicas. Pode ser
catalisada por enzimas denominadas ZAproteases
ou ocorrer, p. eX., por ac¢do de acidos fortes
(e. g. 6 M HCl a 110°C durante 24 h ou mais)
ou alcalis. A P. pode ser extracelular, como
acontece, p. ex., durante a digestdo da dieta ali-
mentar nOs animais superiores ou com a coagu-
lagdo do sangue, ou intracelular. A P. intracelu-
lar é levada a cabo pelos lisossomas (vactolos
no caso das células vegetais e de leveduras) ou
por vias especializadas e selectivas de degrada-
¢do proteica, como a via proteolitica mediada
pela Zubiquitina.

dos seus precursores inactivos por protedlise limitada

Precursor inactivo Massa Namero Proteina activa Massa Numero
molecular de residuos molecular de residuos
(kDa) de aminoacidos kDa) de aminoacidos
Fhrinogénio 340 i 3400 | Monémero de fibrina 327 ~3270
Pepsinogénio o 425 | 362 Pepsina 34,5 327
Srocarboxipeptidase A | 90| 850 Carboxipeptidase A 343 307
9,1 84  |Insulina - 6 51
72 560 Trombina 39 300
36,2 321 Renina 30,7 272
| 257 245 Quimotripsina A 25,2 241
24 229 Tripsina 234 223
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A P. completa de uma proteina leva, em Gltima
instancia, a libertacio dos aminoacidos livres
que a constituem. Contudo, no processo da P.,
muitas proteases cortam as proteinas-substrato
em fragmentos peptidicos de pequenas dimen-
soes. Nas células animais danificadas, as catep-
sinas sdo libertadas dos lisossomas em ruptura
e sao responsaveis pela autdlise, i. €, pela degra-
dacio total e nio-selectiva da proteina da célu-
la. No entanto, a P. pode ser limitada, situacao
em que apenas determinadas ligacoes peptidicas
da proteina sio hidrolisadas. Isto resulta nor-
malmente na producdo de proteinas ou pépti-
dos biologicamente activos (p. ex.: hormonas
ou enzimas) ou inactivos (p. ex.: para-k-casei-
na). A P. limitada é, deste modo, responsivel
pela activacio dos Azimogénios e pela liberta-
¢do de algumas proteo-hormonas ou hormonas
peptidicas.

R. BOAVIDA FERREIRA

proteoma — BIOL. Conceito recente, con-
ceptualizado em 1995 por Wilkins e colabora-
dores, que designa o conjunto dos produtos
proteicos correspondentes ao genoma de um
organismo. Considerando que hd muitas interac-
¢oes entre as proteinas e que hd muitas mais
proteinas do que genes, o estudo do P. é mais
complexo do que o estudo do genoma, visando
obter informacio sobre as sequéncias das protei-
nas (apds as virias modificacdes pos-traducio-
nais que poderdo ter ocorrido) e as interacgcdes
proteina-proteina que modulam o metabolismo.
Portanto, nio sera de estranhar que esteja a ser
bastante intensificado o estudo do P., sendo
ainda de realcar o contributo que esta metodo-
logia tem tido na descoberta de efeitos epigené-
ticos (alteracdo na expressio de um gene que
conduz a alteracdo do fenétipo sem que seja
alterada a sequéncia de DNA).
O estudo do P. permite o conhecimento momen-
tineo do conteido proteico de qualquer orga-
nismo, célula ou tipo de tecido, pelo que é
mais facil a identificacdo de tais efeitos a este
nivel do que ao nivel genémico. As informacoes
assim obtidas podem posteriormente ser com-
paradas a fim de se identificarem as proteinas
que sofreram alteracdes. O estudo do P., enquan-
to instrumento de investigacdo da expressdo ge-
nética, é posterior a dois importantes avangos
tecnologicos, a divulgagio através da World
Wide Web de elevado namero de sequéncias
gendmicas e as melhorias introduzidas na técni-
ca de espectrometria de massa. E, assim, possivel
a rapida identificacdo de proteinas presentes em
pequenas quantidades. O P. ndo &, portanto, o
estudo individual das proteinas, como tradicio-
nalmente tem sido feito, mas sim uma anilise
automatizada realizada em larga escala. Isto re-
quer permanentes melhorias tecnologicas, con-
tinuando a fazer-se um esforco consideravel no
desenvolvimento de novos instrumentos para o
estudo do P.
O P. procura enumerar € caracterizar as pro-
teinas, comparar as variacdes nos seus niveis
de expressao, estudar as suas interaccoes e
identificar os seus papéis funcionais, ja que o
comportamento de uma proteina isolada & mui-
to diferente da sua funcdao no complexo celu-
lar envolvente.
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Kano e colaboradores, em 1995, publicaram um
vasto trabalho sobre o P. da planta-modelo Ara-
bidopsis. Nos anos seguintes o P. emergiu em
virias dreas da biologia, juntamente com a se-
quencid¢io de varios genomas, como uma abor-
dagem complementar 2 analise da expressdo do
genoma a nivel do RNA mensageiro (mRNA).
A anilise do P. € uma técnica que permite iden-
tificar novos genes. A recente conclusio da se-
quencia¢do do primeiro genoma de plantas refor-
cou o interesse pela identificacio dos produtos
dos genes (as proteinas).

O P. pode ser utilizado em estudos de fisiologia
e de genética. Neste contexto, tém sido aborda-
das alteracdes da expressio do genoma desen-
cadeadas por factores ambientais (p. ex. em
plantas) ou de doencas (p. ex. em animais). Um
estudo original do P. foi proposto em 1999 por
Kerr e colaboradores ao investigarem como &
que as proteinas do floema se distribuem dife-
rencialmente nos 6rgios de carregamento (sour-
ce) e nos de descarregamento (sink). Embora
algumas proteinas fossem observadas indepen-
dentemente do local em que o floema era ana-
lisado, verificou-se que outras eram especificas
da regido analisada do exsudado, o que demons-
tra que o floema ndo pode ser considerado como
um componente de um compartimento uniforme.
Uma das mais recentes abordagens da aplicagio
do P. a estudos de fisiologia das plantas foi rea-
lizado em 2000 por Plomion e colaboradores,
os quais caracterizaram e identificaram as pro-
teinas envolvidas nas alteracdes da estrutura da
parede celular e que estdo associadas a compres-
sdo da madeira das drvores. Os autores caracte-
rizaram, no pinheiro maritimo, o P. do xilema
em diferenciacdo. A anilise da expressdo dos
perfis de 137 proteinas do xilema e a analise
das variacdes quantitativas nos caracteres meci-
nicos e bioquimicos da madeira permitiram de-
finir diferentes grupos de proteinas, tendo mesmo
sido possivel identificar sequéncias metabdlicas
especializadas em que certas dessas proteinas
participavam.

O P. também € bastante importante na caracte-
rizagdo genética de Joci de caracteres quantita-
tivos. Como exemplo pode referir-se o mapea-
mento dos loci quantitativos correspondentes as
proteinas do milho que se expressam em con-
dicdes de seca.

Para além da identificacio de novas proteinas,
um importante objectivo do P. € a organizacio
dos dados obtidos e existentes em bases de da-
dos. Recentemente, foram constituidas duas bases
de dados relativas a plantas que oferecem enor-
mes possibilidades informiticas. Sdo elas a base
de dados do pinheiro maritimo, acima referida, e
a do P. da membrana plasmatica de Arabidopsis.
Verifica-se assim que estd a aumentar o interes-
se pelo estudo do P. tanto de animais como de
plantas, ndo se restringindo as espécies que
habitualmente sdo usadas como modelos. Para
além disso, € importante a tentativa de introdu-
zir a protedmica funcional na analise de proces-
sos especificos das plantas como resposta a va-
rios factores bibticos e abidticos.

Os estudos do P. tém, em grande medida, sido
efectuados por electroforese bidimensional (2D),
técnica descrita pela primeira vez em 1974. Esta
metodologia permite separar e detectar milhares
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de polipéptidos presentes numa mistura com-
plexa de proteinas, ao associar ortogonalmente
duas formas de separacdo, primeiro pela carga
focagem isoeléctrica) e depois pelo tamanho
migracdo em gel de poliacrilamida). Tradicio-
nalmente esta técnica envolve a solubilizaciao da
amostra em tampdes compativeis com a focagem
isoeléctrica (usada na primeira dimensio da
separacio electroforética) com posterior analise
de imagem dos conjuntos diferencialmente obti-
dos no gel final da segunda dimensio e termi-
nando com a excisdo das manchas polipeptidi-
cas. Segue-se o tratamento dos polipéptidos
=xcisados de modo a que possam ser identifi-
cados ou sequenciados por espectrometria de
massa (MS) e a interpretacio de dados das pro-
nas identificadas. Esquematicamente ter-se-a:

Preparacdo da amostra — Electroforese 2D —
— Andlise de imagem — Excisdo da mancha e

digestdo — Identificacdo dos polipéptidos —
— Cristalografia e ressondncia magnética nuclear,
para andlise de estrutura proteica/funcio.

~ electroforese 2D tem, no entanto, um grande
obstaculo que resulta da necessidade de, para
erentes amostras, comparar pelo menos dois
ou mais géis. Apesar dos grandes avangos téc-
os, que possibilitam uma grande reproduti-
idade entre os géis, continua ainda a ser im-
ssivel sobrepor directamente dois géis e obter
1hadas as mesmas manchas polipeptidicas.
efeito, considerando que dificilmente dois
polimerizam do mesmo modo, este erro &
tematico, ocasionando flutuacdes pontuais
atorias.

-2 superar esta falta de reprodutibilidade ine-
e 2 electroforese 2D comum, esta tem sido
wrilizada segundo um procedimento diferencial,
hazbimalmente designado por DIGE (Diference
1 Electrophoresis). Nesta técnica, duas amos-
s diferencialmente marcadas com corantes
escentes (4 base de cianina e de amina reac-
~va) migram no mesmo gel. Assim, com este
ma electroforético, todos os polipéptidos
ticos se sobrepdem a sua copia diferencial-
te marcada nas duas amostras fluorescentes
~=sultantes do mesmo gel, permitindo uma maior
rodutibilidade e uma mais facil deteccio das
encas. A DIGE é uma técnica sensivel, ca-
r=z de detectar um Unico polipéptido presente
=m duas amostras diferentes e em niveis tio bai-
=os como 0,01% (p/p) da proteina total, tendo
sensibilidade de detec¢io total semelhante
btida com o nitrato de prata.

Thorias técnicas na MS e noutras metodolo-
s oferecem, todavia, alternativas na analise
> P que se afiguram mais expeditas do que a
rroforese 2D, permitindo chegar rapidamen-
resultados. Com efeito, a MS associada a
sformada de Fourier (FTMS) tem vindo a
1ar-se como uma técnica poderosa na ana-
“s= de misturas muito complexas de proteinas,
s=m qualquer separacdo prévia ou apenas limi-
—=c2. A MS em sequéncia (ou tandem) e a cro-
—=iografia multidimensional permitiram identi-
"ozt para cima de um ter¢o dos produtos do
~=moma da levedura numa Unica experiéncia.
s metodologias, em associacdo com ICAT
ope coded affinity tags), oferecem novos ca-
m=mhos para a quantificagdo automdtica de pro-
. com a vantagem de nio excluirem certas

e m o
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classes de proteinas (como sejam as proteinas
de membranas), apresentando-se assim como
alternativas 2 electroforese 2D. Mas para além
dos avancos técnicos ligados a rapida identifi-
cacdo das proteinas € preciso ndo esquecer que
um componente crucial do P. é a sua vertente
biologica associada a identificacdo das fung¢des
celulares das proteinas. Consequentemente, é
fundamental continuar a desenvolver novas es-
tratégias de «marcac¢io» de proteinas e de anali-
se das interac¢des proteina-proteina que ocorrem
in vivo.
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Proteréglifas — ZOOL. Grupo de serpen-
tes que compreende os Elapidae terrestres e 0s
Hydrophtidae marinhos e que sio possuidoras
de dentes de veneno, quasi nio moéveis, coloca-
dos na porcdo anterior da maxila, nio se mo-
dificando praticamente a posicao destes dentes
durante a mordedura. Estes dentes venenosos
estdo rodeados por uma prega da mucosa da
gengiva, que constitui o recepticulo a que aflui
o ducto das glindulas de veneno, escoando-se
este por profundas caleiras escavadas nos mes-
mos dentes venenosos. O veneno destas serpen-
tes € sempre muito toxico. Com as serpentes
Asolendglifas, constituem os ofideos mais peri-
gosos para a espécie humana.

PAULO MARQUEsS

proterozoéico (grupo) — GEOL. Conjunto de
terrenos correspondentes a Era Proterozoica,
ou seja, a mais recente das duas Eras Pré-Cam-
bricas. Sdo, por esse facto, terrenos, em geral,
menos metamorfizados do que os do grupo an-
terior, Arqueozodico ou Arcaico. As duas séries
reinem-se sob o nome de Era Criptozobica, i. €,
Era em que a vida existia, mas cujos vestigios

S40 muito escassos.
CARLOS TEIXEIRA

protese — MED. Qualquer utensilio destina-
do a substituir a auséncia congénita ou adqui-
rida de um 6rgido ou segmento corpéreo ou a
corrigir deformacdes Osseas traumadticas ou adqui-
ridas e defeitos de certos 6rgiaos dos sentidos.
A substituicio pode:
a) ser meramente estética (p. ex., P. ocular,
auricular, capilar, mao estética, etc.) (fig. 5);
b) suprir a fung¢do ausente na sua totalidade ou
quase (p. ex., P. mandibular implantada cirur-
gicamente, do membro inferior, etc.);
¢) realizar um efeito combinado, funcional e
estético (p. ex., P. dentdria);
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