Proteinas membranares

*As células e organelos celulares sdo confinadas por membranas, camadas
extremamente finas (~45 A) de lipidos e moléculas de proteina. Os lipidos estdo
organizados numa dupla camada que € hidrofilica no seu lado exterior e hidrofdbica no
interior.

* As moléculas de proteina estdo embebidas nesta camada, estando no caso mais
simples organizadas em 3 regides: um segmento hidrofdébico transmembranar, e duas
regioes hidrofilicas, uma de cada lado da membrana.

+ O meio em que as proteinas membranares se encontram imersas é bem distinto do
meio aquoso, dando origem a preferéncias estruturais bem distintas das proteinas
globulares

* As regides terminais das proteinas membranares sdo frequentemente dominios
globulares em contacto com o citoplasma ou meio extracelular, que pode ser clivados
libertando-os da membrana.

* As proteinas membranares sdo muitas vezes formadas por uma ou mais hélices o
transmembranares, mas também podem apresentar estrutura 8

» Algumas fungdes tipicas: receptores e transdutores de sinais extracelulares,
transporte activo de ides através de membranas, transporte de electrdes, conversdo
de gradientes quimicos ou energia solar em ATP,...



Modos de ligagdo de proteinas a membranas
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Hélices transmembranares Barril beta



Dificuldade de cristalizagdo das proteinas membranares

As proteinas membranares tem extensas regides hidrofdbicas e
ndo sdo soldveis em dgua

A solubilizagdo pode ser conseguida em solugdes aquosas
contendo detergentes

Os complexos proteina-detergente sdo o ponto de partida para a
cristalizagdo e subsequente determinagdo da estruturas por
cristalografia de raios X. Os cristais obtidos sdo geralmente
pequenos tornando mais dificil a determinagdo.

Apesar dos avangos recentes nas técnicas de cristalizagdo, sdo
conhecidas até a data apenas 368 estruturas de Bro’remas de
membrana (dados de Abril 2008), num total de 50830

estruturas no Protein Data Bank



Membrane proteins of known structure
(http://blanco.biomol.uci.edu/Membrane_proteins_xtal.html )
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from the Stephen White laboratory at UC Irvine
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Last database update: 15 April 08

Monoamine Oxidase Structures Updated

New Structure:

Mew  Prokaryotic pentameric ligand-gated ion channel

Unique proteins* in database = 157.
Number of codrdinate files in database = 368.

*Includes proteins of same type from different species. For example, photosynthetic reaction centers from R.
viridis and R. sphaeroides are considered unigue. Structures of mutagenized versions of proteins already in
the database are excluded as unique. Proteins that differ only by substrate bound or by physiological state
are also excluded. Structures 'obsoleted' by the PDB are not included.
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Cristalizagdo de proteinas membranares
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Reconstrugdo da estrutura de proteinas membranares
por microscopia electrénica

* Produgdo espontdnea ou artificial de camadas ordenadas de proteinas membranares
(cristais bi-dimensionais)

* Microfotografia electronica dos cristais 2D segundo diferentes dngulos permite a
resconstrucdo da densidade electrdnica

* As primeiras informagdes estruturais sobre proteinas de membrana foram obtidas
por este processo - W A

Cristal bi-dimensional de proteina Densidade electronica da bacteriorodopsina



Cristalizagdo em fases cubicas de lipidos

Proc, Nadl. Acad. Sci. USA
Vol. 93, pp. 14532-14533, December 1996
Biophysics

Lipidic cubic phases: A novel concept for the crystallization
of membrane proteins

(bacteriorhodopsin structure /bicontinuous phases /lipidic matrices/x-ray crystallography)

Exnup M. LaNDAU AND JURG P. ROSENBUSCH

proteina

Bicamada
lipidica Cristais de bacteriorodopsina
numa fase cubica lipidica



Estrutura da bacteriorodopsina

* A estrutura de baixa resolugdo foi obtida por Henderson em 1975, por
microfotografia electrénica de cristais 2D

* Em 1990 a estrutura foi resolvida com 3 A de resolugdo, confirmando os dados
anteriores

* A proteina apresenta 7 hélices trans-membranares

retinal

Densidade electrénica Estrutura na membrana Estrutura de alta
resolucao



Bacteriorodopsina: uma bomba de protoes activada pela luz

* As bactérias do género Halobacter possuem o mais simples sistema conhecido para a
conversdo de energia luminosa em energia quimica

* Em condigdes de intensa iluminagdo e baixa pressdo de oxigénio estas bactérias
sintetizam bacteriorodopsina

* O retinal ligado a BR sofre uma transi¢do conformaciona cis -> trans por absorgdo de
um fotdo, e como consequéncia a proteina bombeia protés do citoplasma para o espago
extracelular, criando um gradiente protdnico que é usado para sintetizar ATP.
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Mecanismo da bacteriorodopsina
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Porinas

* As bactérias gram-negativas possuem duas membranas, uma membrana plasmdtica
interna e uma membrana externa, separadas por um espago peripldsmico

* As proteinas da membrana interna possuem o padrdo de hidrofobicidade
caracteristico de hélices transmembranares (sequéncias continuas de cerca de 20
residuos hidrofdbicos). As maioria das proteinas da membrana externa ndo possuem

este padrdo.

* A resolugdo da estrutura da primeira proteina de membrana externa em 1990, a
porina, explicou a auséncia do padrdo caracteristico: as regides transmembranares
sdo cadeias betas e ndo hélices alfal
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Porinas

* Trés barris beta "up-and-down" de 16 cadeias associam-se para formar o trimero
funcional de porina

* O barril tem uma cavidade central que permite a passagem de moléculas, mas tem uma
regido central estrangulada por um loop (“eyelet region”), que possibilita selectividade
no transporte

* A regido do eyelet possui uma acentuada assimetria de cargas que aumenta a
selectividade do canal




. D 4 .
Canais 16nicos
» Os canais ionicos da membrana plasmdtica necessitam de uma selectividade muito

superior a dos porinas

» Sdo proteinas de membrana com um canal estreito e selectivo para diferente ides tais
como K*, Na*, Ca?*, CI-

* Possibilitam a difusdo rdpida de ides através da membrana, de modo compensar
diferengas de potencial electroquimico resultantes do transporte activo de cargas.

Canal de potassio (K* channel)



Canais K*

* Permitem a livre passagem de ides potdssio (K*) através da membrana plasmdtica
* Tém uma afinidade para o K* 10000 vezes superior a do Na*!

* Qual a base molecular para a selectividade, quando os ides K* e Na* sdo tdo
semelhantes (raios: Na*- 0.95 A K*-1354)

» Como podem os canais ser tdo selectivos e simultaneamente permitir um fluxo de 108
i0es por segundo, muito préximo do limite difusional ?
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Canais K*

* Presencga de cargas negativas nos dois extremos do poro

* O filtro de selectividade possui 6 grupos carbonilo da cadeia principal em posigoes
fixas com o espagamento exacto para coordenar um ido K*

* A desolvatagdo dos ides K* ao entrar no poro é compensada pela estreita interacgdo
com os grupos carbonilo do filtro de selectividade

* Os ides Na* sdo demasiado pequenos para interagir com os grupos carbonilo de ambos
os lados do filtro, ndo podendo compensar o custo da desolvatagdo.

Filtro de selectividade
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Simulagdo da dindmica molecular de um canal K*




Estrutura de um centro de reacc¢do
fotossintético

» O centro fotossintético da bactéria Rhodopseudomonas viridis foi a primeira proteina de
membrana a ser resolvida em alta resolugdo, em 1982 (Michel, Deisenhofer & Huber).

» O centro converte a energia solar em potencial quimico e electrostdtico bombeando protdes
através da membrana plasmdtica.

* A estrutura contem 4 cadeias (L, H, M e citocromo) e uma variedade de pigmentos: 4 moléculas de
bacterioclorofila, 2 moléculas de quinona, 2 moléculas de bacteriofitina, 1 carotenocide e um dtomo
de ferro. A subunidade citocromo tem também 4 grupos hémicos ligados.

» A estrutura cristalogrdfica mostra como as cadeidas polipeptidicas ligam este pigmentos numa
unidade funcional que permite o fluxo de electrdoes entre as duas faces da membrana.
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Complexos de "Light-harvesting”

* Se o par de clorofilas fosse o Unico a receber luz, estaria a ser desperdigada a quase totalidade
da luz solar incidente.

* Todos os organismos fotossintéticos desenvolveram um conjunto de complexos de recolha de luz
que circundam o centro fotossintético.
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Transferéncia de energia até ao centro reaccional



(@)

Estrutura do complexo LH2

(B)



Estrutura do complexo LH2




