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RESUMO

A Dbioinformatica é uma disciplina inovadora que conheceu um grande
desenvolvimento nestes Ultimos anos. Ela nao s6 permite uma real economia para a indUstria
farmacéutica como também evita parte do sacrificio das espécies de animais habitualmente
usadas nos laboratérios de investigacao cientifica.

Com o intuito de prever a estrutura secundaria (hélices-a; folhas-B e voltas) das
proteinas a partir de escalas de hidrofobicidade dos aminoacidos, recorreu-se a ferramentas
informaticas, (Folhas de calculo). Mais concretamente, utilizou-se varios métodos de calculo
como a escala de hidrofobicidade de Kyte & Doolittle entre outras; método de Chou & Fasman
e método de Lupas. Também foi estudada a presenca de zonas de maior alergenicidade nas
proteinas. Estes estudos foram efectuados com as seguintes proteinas: lisozima C;
ovalbumina; ovomucina; ovomucoide; a -caseina s1; a-caseina s2; B-caseina; B-
lactoglobulina; B-2-microglobulina; osteopontina e ubiquitina. Os calculos foram também
efectuados para a BSA.

A interpretacdo dos resultados obtidos ndao foi tdo facil quanto o esperado. Se o
método de Chou & Fasman e o método de Lupas nao deixam margem de duvida quanto a
possivel existéncia de estruturas como: as hélices-a; folhas-B e voltas (turns) ou ainda a
super-hélices-a (coiled-coil), ndo se pode esquecer que se trata de métodos baseados em
calculos de probabilidade. Por essa razao, nao permitem dizer com toda a certeza qual a
estrutura secundaria das proteinas em estudo. Os resultados graficos obtidos através dos
calculos baseados nas escalas de hidrofobicidade, revelaram uma falta de clareza e evidéncia
sendo mesmo por vezes sujeitos a interpretacoes subjectivas. No estudo da alergenicidade,
também ele baseado numa escala de hidrofobicidade (escala de Hopp & Wood), todos os picos
obtidos podem ser interpretados como potenciais zonas de ligacao ou seja, potenciais
epitopos visto que tém valores positivos.

De um ponto de vista geral, pode dizer-se que todos os métodos utilizados,
encontraram aplicacdo em todas as proteinas estudadas. No entanto, é preciso ter-se em
conta que todos os resultados sao apresentados como se as proteinas estivessem totalmente

desenroladas, o que nao é conforme a realidade.

Palavras-chave: escalas de hidrofobicidade; estrutura secundaria; epitopos; alergenicidade
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ABSTRAT

Bioinformatics is an innovative discipline that has been significantly developed in the
past few years. It not only allows a real economy for the pharmaceutical industry, but also
avoids the sacrifice of the animal species usually used in scientific investigation laboratories.

Informatic tools were used with the objective of predicting the secondary structure
(a-helices, B-sheets and turns) of proteins from aminoacids hydrophobicity scales.
Specifically, several calculation methods were used like the Kyte & Doolittle hydrophobicity
scale, among other scales, Chou & Fasman method and Lupas method. The presence of larger
alergenecity areas in proteins was also studied. These studies were performed using the
following proteins: lysozyme C, ovalbumin, ovomucin, ovomucoid, a-casein s1, a-casein s2, B-
casein, B-lactoglobulin, B-2-microglobulin, osteopontin and ubiquitin. Calculations were also
preformed with BSA.

The interpretation of the obtained results was not as easy as expected. If Chou &
Fasman and Lupas methods did not raise any doubts to the possible existence of structures
like a-helices, B-sheets and turns or even coiled-coil a-helices, it cannot be disregard that
these are probability based methods. For this reason it is not possible to predict with absolute
certainty the secondary structure of the studied proteins. The graphic results obtained by
calculations based on the hydrophobicity scales reveal a lack of clarity and evidence, and
were sometimes object of incorrect interpretations. In the allergenicity study, also based in
the Hopp & Wood hydrophobicity scale, all the obtained peaks could be interpreted as
potential binding areas, or epitopes, since they have positive values.

In a broad point of view, it can be concluded that all the used methods find
application in the studied proteins. However, the study was made considering that the

proteins are totally unwind, which does not correspond to reality.

Keywords: hydrophobicity scales, secondary structure, epitopes, allergenicity.
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vermelho representa uma média calculada a partir das percentagens relativas dos
20 aminoacidos presentes na proteina.

Grafico 24 Representacao grafica das cargas da lisozima C. Tanto as cargas reais (castanho) 68
como as cargas absolutas (azul), sdo calculadas num intervalo de 28 aminoacidos.

Grafico 25 Representacao grafica do calculo da hidrofobicidade H; para a ovalbumina (386 69
residuos de aminoacido) usando a escala de Kyte & Doolittle (preto). Linha de
referéncia de 1,6 (vermelho). (a) residuos 1-193 e (b) residuos 194-386.

Grafico 26 ~ Representacdo grafica do calculo do indice de hélice-a para a ovalbumina, 70
usando a escala de Kyte & Doolittle (preto). Linha de referéncia de 1,6
(vermelho) e linha de referéncia de 0,8 (verde claro). (a) residuos 1-193 e (b)
residuos 194-386.

Grafico 27 Representagdo grafica do célculo da antigenicidade H,, para a ovalbumina, 71
usando a escala de Hopp & Wood (azul). (a) residuos 1-193 e (b) residuos 194-
386. Zonas antigénicas possiveis (setas azuis).

Grafico 28 Representacao grafica do prognostico de Chou & Fasman para os trés elementos 72
principais da estrutura secundaria: hélice-a (azul); folha-B8 (vermelho) e volta
(verde), na ovalbumina. Cada pico corresponde a presenca de um possivel
elemento estrutural. (a) residuos 1-193 e (b) residuos 194-383.

Grafico 29  Representacdo grafica do prognéstico de Lupas para as super-hélices-a na 73
ovalbumina. A cada pico corresponder a possivel presenca dessa estrutura.

Grafico 30 Representacao grafica da quantidade real de cada aminoacido na ovalbumina 73
(386 residuos de aminoacido).

Grafico 31 Representacao grafica da percentagem de cada aminoacido na ovalbumina, 74
relativamente a GenPep#97. O circulo a tracejado vermelho representa uma
média calculada a partir das percentagens relativas dos 20 aminoacidos presentes
na proteina (386 residuos de aminoacido).

Grafico 32 Representacao grafica da percentagem relativa dos aminoacidos da ovalbumina, 75
mediante as suas propriedades quimicas. Os aminoacidos mais carregados estao a
direita e os mais hidrofobicos estdo a esquerda. O circulo a tracejado vermelho
representa a média calculada a partir das percentagens relativas dos 20
aminoacidos presentes na proteina.

Grafico 33 Representacao grafica das cargas da ovalbumina. Tanto as cargas reais (castanho) 75
como as cargas absolutas (azul), sao calculadas num intervalo de 28 aminoacidos.
(a) residuos 1-193 e (b) residuos 194-359.

Grafico 34 Representacao grafica do calculo da hidrofobicidade H; para a subunidade a da 76
ovomucina (2108 residuos de aminoacido), usando a escala de Kyte & Doolittle
(preto). Linha de referéncia de 1,6 (vermelho). (a) residuos 1-264; (b) residuos
265-528; (c) residuos 529-792; (d) residuos 793-1056; (e) residuos 1057-1320; (f)
residuos 1321-1584; (g) residuos 1585-1848 e (h) residuos 1849-2108.

Grafico 35 Representacao grafica do calculo do indice de hélice-a para a ovomucina (2108 79
IX



Previsdo por métodos informaticos da estrutura secundaria de proteinas e de algumas propriedades associadas

residuos de aminoacido), usando a escala de Kyte & Doolittle (preto). Linha de
referéncia de 1,6 (vermelho) e linha de referéncia de 0,8 (verde claro). (a)
residuos 1-264; (b) residuos 265-528; (c) residuos 529-792; (d) residuos 793-1056;
(e) residuos 1057-1320; (f) residuos 1321-1584; (g) residuos 1585-1848 e (h)
residuos 1849-2108.

Grafico 36 Representagéo grafica do calculo da antigenicidade H,g para a ovomucina, usando 81
a escala de Hopp & Wood (azul). (a) residuos 1-264; (b) residuos 265-528; (c)
residuos 529-792; (d) residuos 793-1056; (e) residuos 1057-1320; (f) residuos
1321-1584; (g) residuos 1585-1848 e (h) residuos 1849-2108. Zonas antigénicas
possiveis (setas azuis).

Grafico 37  Representacdo grafica do prognostico de Chou & Fasman para os trés elementos 84
principais da estrutura secundaria: hélice-a (azul); folha-8 (vermelho) e volta
(verde), na ovomucina. Cada pico corresponde a presenca de um possivel
elemento. (a) residuos 1-269; (b) residuos 270-534; (c) residuos 535-799; (d)
residuos 800-1064; (e) residuos 1065-1329; (f) residuos 1330-1595; (g) residuos
1596-1859 e (h) residuos 1860-2104.

Grafico 38  Representacdo grafica do prognéstico de Lupas para as super-hélices-a na 86
ovomucina.

Grafico 39 Representacao grafica da quantidade real de cada aminoacido na ovomucina 87
(2108 residuos de aminoacido).

Grafico 40 Representacdo grafica da percentagem de cada aminoacido na ovomucina, 88
relativamente a GenPep#97. O circulo a tracejado vermelho representa uma
média calculada a partir das percentagens relativas dos 20 aminoacidos presentes
na proteina (2108 residuos de aminoacido).

Grafico 41 Representacao grafica da percentagem relativa dos aminoacidos da ovomucina, 89
mediante as suas propriedades quimicas. Os aminoacidos mais carregados estao
situados a direita e os mais hidrofobicos estao situados a esquerda. O circulo a
tracejado vermelho representa uma média calculada a partir das percentagens
relativas dos 20 aminoacidos presentes na proteina.

Grafico 42 Representacao grafica das cargas da ovomucina. Tanto as cargas reais (castanho) 90
como as cargas absolutas (azul), sao calculadas num intervalo de 28 aminoacidos.
(a) residuos 1-264; (b) residuos 265-528; (c) residuos 529-792; (d) residuos 793-
1056; (e) residuos 1057-1320; (f) residuos 1321-1584; (g) residuos 1585-1848; (h)
residuos 1849-2081.

Grafico 43  Representacdo grafica do calculo da hidrofobicidade H; para a ovomucédide (210 93
residuos de aminoacido), usando a escala de Kyte & Doolittle (preto). Linha de
referéncia de 1,6 (vermelho).

Grafico 44 Representacao grafica do calculo do indice de hélice-a para a ovomucdide (210 93
residuos de aminoacido), usando a escala de Kyte & Doolittle (preto). Linha de
referéncia de 1,6 (vermelho) e linha de referéncia de 0,8 (verde claro).

Grafico 45  Representagdo grafica do calculo da antigenicidade H,, para a ovomucdide, 94
usando a escala de Hopp & Wood (azul). Zonas antigénicas possiveis (setas azuis).

Grafico 46  Representacdo grafica dos calculos da hidrofobicidade H; para a ovomucdide, 95
usando a escala de Kyte & Doolittle para a proteina inata (preto) e usando a
mesma escala para a proteina mutada (laranja) nos residuos 32 e 37 do terceiro
dominio. Esta mutacao consiste em substituir a glicina 32 (G32) e a fenilalanina
37 (F37) pela metionina. Linha de referéncia de 1,6 (vermelho).

Grafico 47 Representacao grafica pormenorizada da hidrofobicidade H; para a ovomucoide, 95
usando a escala de Kyte & Doolittle para a proteina inata (preto) e usando a
mesma escala para a proteina mutada (laranja) nos residuos 32 e 37 do terceiro
dominio. Janela de apenas 56 residuos de aminoacido (Terceiro dominio
completo). Linha de referéncia de 1,6 (vermelho).

Grafico 48 Representacdo grafica do calculo do indice de hélice-a para a ovomucéide, 96
usando a escala de Kyte & Doolittle para a proteina inata (preto) e usando a
mesma escala para a proteina mutada (laranja) nos residuos 32 e 37 do terceiro
dominio. Esta mutacao consiste em substituir a glicina 32 (G32) e a fenilalanina
37 (F37) pela metionina. (210 residuos de aminoacido). Linha de referéncia de
0,8 (verde claro).

X



Previsdo por métodos informaticos da estrutura secundaria de proteinas e de algumas propriedades associadas

Grafico 49 Representacao grafica pormenorizada do indice de hélice-a para a ovomucoide, 96
usando a escala de Kyte & Doolittle para a proteina inata (preto) e usando a
mesma escala para a proteina mutada (laranja) nos residuos 32 e 37 do terceiro
dominio. Janela de apenas 56 residuos de aminoacido (Terceiro dominio
completo). Linha de referéncia de 0,8 (verde claro).

Grafico 50  Representagdo grafica do calculo da antigenicidade H,, para a ovomucdide, 97
usando a escala de Hopp & Wood para a proteina inata (preto) e usando a mesma
escala para a proteina mutada (laranja) nos residuos 32 e 37 do terceiro dominio.

Esta mutacao consiste em substituir a glicina 32 (G32) e a fenilalanina 37 (F37)
pela metionina.

Grafico 51 Representagédo grafica pormenorizada da antigenicidade Hpg para a ovomucéide, 97
usando a escala de Hopp & Wood para a proteina inata (preto) e usando a mesma
escala para a proteina mutada (laranja) nos residuos 32 e 37 do terceiro dominio.
Janela de apenas 56 residuos de aminoacido (Terceiro dominio completo). Zonas
de divergéncia (setas azuis).

Grafico 52 Representacao grafica do prognostico de Chou & Fasman para os trés elementos 98
principais da estrutura secundaria: hélice-a (azul); folha-B8 (vermelho) e volta
(verde), na ovomucdide. Cada pico corresponde a presenca de um possivel
elemento estrutural.

Grafico 53 Representacdo grafica do progndstico de Lupas para as super-hélices-a na 99
ovomucadide.

Grafico 54  Representacdo grafica da quantidade real de cada aminoacido na ovomucoide 99
(210 residuos de aminoacido).

Grafico 55  Representacdo grafica da percentagem de cada aminoacido na ovomucdide, 100
relativamente a GenPep#97. O circulo a tracejado vermelho representa uma
média calculada a partir das percentagens relativas dos 19 aminoacidos presentes
na proteina.

Grafico 56  Representacdo grafica da percentagem relativa dos aminoacidos da ovomucédide, 101
mediante as suas propriedades quimicas. Os aminoacidos mais carregados situam-
se a direita e os mais hidrofdobicos situam-se a esquerda. O circulo a tracejado
vermelho representa uma média calculada a partir das percentagens relativas dos
19 aminoacidos presentes na proteina.

Grafico 57 Representacao grafica das cargas da ovomucoéide. Tanto as cargas reais 102
(castanho) como as cargas absolutas (azul), sao calculadas num intervalo de 28
aminoacidos.

Grafico 58 Representacao grafica do calculo da hidrofobicidade H; para a a-caseina s1 (214 103
residuos de aminoacido), usando a escala de Kyte & Doolittle (preto). Linha de
referéncia de 1,6 (vermelho).

Grafico 59  Representacdo grafica do calculo do indice de hélice-a para a a-caseina s1 (214 104
residuos de aminoacido), usando a escala de Kyte & Doolittle (preto). Linha de
referéncia de 1,6 (vermelho) e linha de referéncia de 0,8 (verde claro).

Grafico 60 Representacdo grafica do calculo da antigenicidade H,, para a a-caseina s1, 104
usando a escala de Hopp & Wood (azul). Epitopos imunodominantes (setas
verdes), ligacdes a IgE (setas vermelhas) e ligacdo antigénica provavel (seta
azul).

Grafico 61 Representacao grafica do prognostico de Chou & Fasman para os trés elementos 105
principais da estrutura secundaria: hélice-a (azul); folha-8 (vermelho) e volta
(verde), na a-caseina s1. Cada pico corresponde a presenca de um possivel
elemento.

Grafico 62  Representacdo grafica do progndstico de Lupas para as super-hélices-a na a- 105
caseina s1. A cada pico corresponder a possivel presenca dessa estrutura.

Grafico 63  Representacdo grafica da quantidade real de cada aminoacido na a-caseina s1 106
(214 residuos de aminoacido).

Grafico 64  Representacdo grafica da percentagem de cada aminoacido na a-caseina s1, 107
relativamente a GenPep#97. O circulo a tracejado vermelho representa uma
média calculada a partir das percentagens relativas dos 20 aminoacidos presentes
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Grafico 65

Grafico 66

Grafico 67

Grafico 68

Grafico 69

Grafico 70

Grafico 71

Grafico 72

Grafico 73

Grafico 74

Grafico 75

Grafico 76

Grafico 77

Grafico 78

Grafico 79

Grafico 80

Grafico 81

na proteina.

Representacao grafica da percentagem relativa dos aminoacidos da a-caseina sf,
mediante as suas propriedades quimicas. Os aminoacidos mais carregados estao
situados a direita e os mais hidrofobicos estao situados a esquerda. O circulo a
tracejado vermelho representa uma média calculada a partir das percentagens
relativas dos 20 aminoacidos presentes na proteina.

Representacdo grafica das cargas da a-caseina s1. Tanto as cargas reais
(castanho) como as cargas absolutas (azul), sao calculadas num intervalo de 28
aminoacidos.

Representacao grafica do calculo da hidrofobicidade H; para a a-caseina s2 (222
residuos de aminoacido), usando a escala de Kyte & Doolittle (preto). Linha de
referéncia de 1,6 (vermelho).

Representacao grafica do calculo do indice de hélice-a para a a-caseina s2 (222
residuos de aminoacido), usando a escala de Kyte & Doolittle (preto). Linha de
referéncia de 1,6 (vermelho) e linha de referéncia de 0,8 (verde claro).

Representacdo grafica do calculo da antigenicidade H,, para a a-caseina s2,
usando a escala de Hopp & Wood (azul). Ligacbes facas a IgE (setas azuis) e
ligacoes fortes a IgE (setas vermelhas).

Representacao grafica do prognostico de Chou & Fasman para os trés elementos
principais da estrutura secundaria: hélice-a (azul); folha-8 (vermelho) e volta
(verde), na a-caseina s2. Cada pico corresponde a presenca de um possivel
elemento.

Representacao grafica do prognostico de Lupas para as super-hélices-a na a-
caseina s2. A cada pico corresponder a possivel presenca dessa estrutura.

Representacao grafica da quantidade real de cada aminoacido na a-caseina s2
(222 residuos de aminoacido).

Representacao grafica da percentagem de cada aminoacido na a-caseina s2 (222
residuos de aminoacido), relativamente a GenPep#97. O circulo a tracejado
vermelho representa uma média calculada a partir das percentagens relativas dos
20 aminoacidos presentes na proteina.

Representacao grafica da percentagem relativa dos aminoacidos da a-caseina s2,
mediante as suas propriedades quimicas. Os aminoacidos mais carregados situam-
se a direita e os mais hidrofébicos situam-se a esquerda O circulo a tracejado
vermelho representa a média das percentagens relativas da proteina a-caseina
s2.

Representacdo grafica das cargas da a-caseina s2. Tanto as cargas reais
(castanho) como as cargas absolutas (azul), sao calculadas num intervalo de 28
aminoacidos.

Representacao grafica do calculo da hidrofobicidade H; para a B-caseina (224
residuos de aminoacido), usando a escala de Kyte & Doolittle (preto). Linha de
referéncia de 1,6 (vermelho).

Representacao grafica do calculo do indice de hélice-a para a B-caseina (224
residuos de aminoacido), usando a escala de Kyte & Doolittle (preto). Linha de
referéncia de 1,6 (vermelho) e linha de referéncia de 0,8 (verde claro).

Representacdo grafica do calculo da antigenicidade Hy, para a B-caseina, usando
a escala de Hopp & Wood (azul). Zonas de ligacdo a IgE (setas vermelhas) e
possiveis zonas de ligacao antigénicas (setas azuis).

Representacao grafica do prognostico de Chou & Fasman para os trés elementos
principais da estrutura secundaria: hélice-a (azul); folha-8 (vermelho) e volta
(verde), na B-caseina. Cada pico corresponde a presenca de um possivel
elemento.

Representacao grafica do prognostico de Lupas para as super-hélice-a na B-
caseina. A cada pico corresponde a possivel presenca dessa estrutura.

Representacao grafica da quantidade real de cada aminoacido na B-caseina (224
residuos de aminoacido).
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Grafico 82

Grafico 83

Grafico 84

Grafico 85

Grafico 86

Grafico 87

Grafico 88

Grafico 89

Grafico 90

Grafico 91

Grafico 92

Grafico 93

Grafico 94

Grafico 95

Grafico 96

Grafico 97

Grafico 98

Representacdo grafica da percentagem de cada aminoacido na B-caseina,
relativamente a GenPep#97. O circulo a tracejado vermelho representa uma
média calculada a partir das percentagens relativas dos 20 aminoacidos presentes
na proteina. Isto facilita a observacao da composicao relativa desta proteina.

Representacdo grafica da percentagem relativa dos aminoacidos da B-caseina,
mediante as suas propriedades quimicas. Os aminoacidos mais carregados situam-
se a direita e os mais hidrofobicos situam-se a esquerda O circulo a tracejado
vermelho representa uma média calculada a partir das percentagens relativas dos
20 aminoacidos presentes na proteina.

Representacao grafica das cargas da B-caseina. Tanto as cargas reais (castanho)
como as cargas absolutas (azul), sdo calculadas num intervalo de 28 aminoacidos.

Representacao grafica do calculo da hidrofobicidade H; para a B-lactoglobulina
(178 residuos de aminoacido), usando a escala de Kyte & Doolittle (preto). Linha
de referéncia de 1,6 (vermelho).

Representacao grafica do calculo do indice de hélice-a para a B-lactoglobulina
(178 residuos de aminoacido), usando a escala de Kyte & Doolittle (preto). Linha
de referéncia de 1,6 (vermelho) e linha de referéncia de 0,8 (verde claro).

Representacdo grafica do célculo da antigenicidade Hy, para a B-lactoglobulina,
usando a escala de Hopp & Wood (azul). Zonas antigénicas conhecidas (setas
vermelhas) e zona antigénica possivel (seta azul).

Representacao grafica do prognostico de Chou & Fasman para os trés elementos
principais da estrutura secundaria: hélice-a (azul); folha-B8 (vermelho) e volta
(verde), na B-lactoglobulina. Cada pico corresponde a presenca de um possivel
elemento.

Representacao grafica do prognostico de Lupas para as super-hélice-a na B-
lactoglobulina. A cada pico corresponder a possivel presenca dessa estrutura.

Representacdo grafica da quantidade real de cada aminoacido na B-
lactoglobulina (178 residuos de aminoacido).

Representacao grafica da percentagem de cada aminoacido na B-lactoglobulina,
relativamente a GenPep#97. O circulo a tracejado vermelho representa uma
média calculada a partir das percentagens relativas dos 20 aminoacidos presentes
na proteina. Isto facilita a observacdao da composicao relativa desta proteina.

Representacdao grafica da percentagem relativa dos aminoacidos da B-
lactoglobulina, mediante as suas propriedades quimicas. Os aminoacidos mais
carregados situam-se a direita e os mais hidrofobicos aituam-se a esquerda O
circulo a tracejado vermelho representa uma média calculada a partir das
percentagens relativas dos 20 aminoacidos presentes na proteina.

Representacdo grafica das cargas da B-lactoglobulina. Tanto as cargas reais
(castanho) como as cargas absolutas (azul), sao calculadas num intervalo de 28
aminoacidos.

Representacao grafica do calculo da hidrofobicidade H; para a B-2-microglobulina
(118 residuos de aminoacido), usando a escala de Kyte & Doolittle (preto). Linha
de referéncia de 1,6 (vermelho).

Representacao grafica do calculo do indice de hélice-a para a B-2-microglobulina
(118 residuos de aminoacido), usando a escala de Kyte & Doolittle (preto). Linha
de referéncia de 1,6 (vermelho) e linha de referéncia de 0,8 (verde claro).

Representacdo grafica do célculo da antigenicidade H,, para a B-2-
microglobulina, usando a escala de Hopp & Wood (azul). Zonas antigénicas
possiveis (setas azuis).

Representacao grafica do prognostico de Chou & Fasman para os trés elementos
principais da estrutura secundaria: hélice-a (azul); folha-8 (vermelho) e volta
(verde), na B-2-microglobulina. Cada pico corresponde a presenca de um possivel
elemento.

Representacao grafica do progndstico de Lupas para as super-hélices-a na B-2-
microglobulina.
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Representacdo grafica da quantidade real de cada aminoacido na B-2-
microglobulina (118 residuos de aminoacido).

Representacdao grafica da percentagem de cada aminoacido na B-2-
microglobulina, relativamente a GenPep#97. O circulo a tracejado vermelho
representa uma média calculada a partir das percentagens relativas dos 20
aminoacidos presentes na B-2-microglobulina. Isto facilita a observacao da
composicao relativa desta proteina.

Representacao grafica da percentagem relativa dos aminoacidos da B-2-
microglobulina, mediante as suas propriedades quimicas. Os aminoacidos mais
carregados situam-se a direita e os mais hidrofdbicos situam-se a esquerda O
circulo a tracejado vermelho representa uma média calculada a partir das
percentagens relativas dos 20 aminoacidos presentes na B-2-microglobulina.

Representacao grafica das cargas da B-2-microglobulina. Tanto as cargas reais
(castanho) como as cargas absolutas (azul), sao calculadas num intervalo de 28
aminoacidos.

Representacao grafica do calculo da hidrofobicidade H; para a osteopontina (278
residuos de aminoacido), usando a escala de Kyte & Doolittle (preto). Linha de
referéncia de 1,6 (vermelho).

Representacao grafica do calculo do indice de hélice-a para a osteopontina (278
residuos de aminoacido), usando a escala de Kyte & Doolittle (preto). Linha de
referéncia de 1,6 (vermelho) e linha de referéncia de 0,8 (verde claro).

Representacgdo grafica do célculo da antigenicidade Ha, para a osteopontina,
usando a escala de Hopp & Wood. Zonas antigénicas possiveis (setas azuis).

Representacao grafica do prognostico de Chou & Fasman para os trés elementos
principais da estrutura secundaria: hélice-a (azul); folha-8 (vermelho) e volta
(verde), na osteopontina. Cada pico corresponde a presenca de um possivel
elemento.

Representacao grafica do progndstico de Lupas para as super-hélices-a na
osteopontina.

Representacao grafica da quantidade real de cada aminoacido na osteopontina
(278 residuos de aminoacido).

Representacdo grafica da percentagem de cada aminoacido na osteopontina,
relativamente a GenPep#97. O circulo a tracejado vermelho representa uma
média calculada a partir das percentagens relativas dos 20 aminoacidos presentes
na osteopontina.

Representacao grafica da percentagem relativa dos aminoacidos da osteopontina,
mediante as suas propriedades quimicas. Os aminoacidos mais carregados estao
situados a direita e os mais hidrofdbicos estao situados a esquerda O circulo a
tracejado vermelho representa uma média calculada a partir das percentagens
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1.INTRODUCAO TEORICA

1.1. BIOINFORMATICA

Estes ultimos anos, a bioquimica conheceu inimeras mudancas. As técnicas de analise
e de dosagem das biomoléculas mostram progressos significativos. Essas técnicas permitem
um estudo cada vez mais minucioso das biomoléculas e em particular as macromoléculas
informativas tais como os acidos nucleicos e as proteinas. O desenvolvimento da bioquimica,
para o estudo dos fenomenos bioldgicos, integrando biologia molecular e a genética, originou
a necessidade de desenvolver novos utensilios informaticos (Coutouly et al., 2006).

A Bioinformatica € uma disciplina de analise “in Silico” da informacado bioldgica
contida nas sequéncias de nucleétidos e nas sequéncias de aminoacidos. O seu aparecimento,
nos anos oitenta, coincide com os primeiros bancos de dados (EMBL e GenBank). A partir da
década de noventa, a bioinformatica tornou-se indispensavel com a acumulacao dos dados da
sequénciacdo de genomas completos. (Coutouly et al., 2006).

Uma das principais utilizacées da bioinformatica, € no estudo de proteinas, seja ao

nivel da catalise, seja ao nivel da interaccao com outras moléculas ou biomoléculas (Bujnicki,
2008).

1.2. OS AMINOACIDOS

1.5.3. Estrutura geral

Um a-aminoacido é constituido por um
atomo central de carbono, chamado carbono-a,
ligado a um grupo amina (—NH;), pelo menos um H
grupo carboxilo (—COOH), um atomo de hidrogénio e

a um grupo R diferenciado, sendo este Ultimo

referido como uma cadeia lateral, (Figura 1) (Berg et

R

al., 2002; Chang, 1995). Os a-aminoacidos sao

moléculas quirais, isto significa que um dos isomeros ) )
L ) Figura 1: Estrutura elementar dos amino-
€ a imagem oposta do outro, (imagem no espelho). Acidos
Essas duas formas sao chamadas de isémero L e
isomero D. Nas proteinas apenas existe o isomero L para cada aminoacido que as compde.
Quase todos os aminoacidos L tém uma configuracao absoluta S (do latim sinister que significa
“esquerda”) (Berg et al., 2002).

Entre as multiplas funcdes que os aminoacidos cumprem nas células, ha uma que

consiste em fornecer as unidades monoméricas a partir das quais as cadeias polipeptidicas sao

-1 -
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construidas (Murray et al., 2002). Deste modo, pode afirmar-se que os aminoacidos sdo as

unidades estruturais basicas das proteinas (Berg et al., 2002).

1.5.3. Propriedades idnicas

Os aminoacidos em solucdo com pH neutro sdao predominantemente ides bipolares,
também conhecidos como “zwitterions”. Na forma bipolar, a amina é protonada (—NHs") e o
carboxilo é desprotonado (—COQ"). O estado de ionizacdo de um aminoacido varia com o pH,
(Figura 2). Em solucao acida, o grupo amina esta protonada (—NH;") e o grupo carboxilo sem
dissociacdo (—COOH). A medida que o pH aumenta, o acido carboxilico é o primeiro grupo a
perder um protao, porque o seu pK, esta proximo de 2. A forma bipolar persiste até o pH se
aproximar de 9, quando a amina protonada perde um protao (Berg et al., 2002; Voet et al.,
2004).

“ >
OH
pK, = 2.09 i pK, = 3.86 pK; = 9.82
NHZ* (-COOH) NHg (B-COOH) (—NH;"
[[O]
0 o
A B c D
Num &cido forte A volta de pH 3 ; A volta de pH 6-8 ; Numa base forte
(pH=1); carga =0 carga = -1 (pH 11) ;
carga = +1 carga = -2

Figura 2: Equilibrio protdnico do acido aspartico. Adaptado de Murray et al., 2002.

Os valores de pK dos 20 a-aminoacidos “standard” das proteinas, estdo tabelados na
tabela 1. O pK; e pK;, referem-se especificamente ao acido carboxilico e ao grupo amina. O
pKr refere-se as cadeias laterais com as propriedades acido-base (Voet et al., 2004). Sete dos
vinte aminoacidos tém cadeias laterais facilmente ionizaveis. Eles tanto podem doar como
aceitar protdes para facilitar reaccoes ou formar ligacdes idnicas. E o caso da tirosina, da
cisteina, da arginina, da lisina, da histidina e dos acidos aspartico e glutamico, sem esquecer
o grupo amina a terminal e o grupo carboxilo a terminal (Berg et al., 2002). O valor
caracteristico de pK, destes sete aminoacidos é usado no calculo das cargas eléctricas, no
estudo de proteinas (Fibly, 1997).

Na escala de pH fisioldgico, tanto o acido carboxilico como o grupo amina dos acidos

a-amina estao completamente ionizados (Voet et al., 2004).
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Tabela 1: Valores do pK dos principais 20 aminoacidos para o acido carboxilico, o grupo
amina e o grupo R. assim como para o C-terminal e N-terminal. Adaptado de Murray et al.,
2002; Berg et al., 2002

- K1 K> Kr
=
2.2 9,1 10,1
1,9 10,8 83
1,8 9,0 12,5
29 9,2 10,8

1.5.3. Solubilidade dos aminodcidos

Tendo em conta que numerosos grupos carregados estdo presentes nos aminoacidos,
estes sao facilmente solvatados por solventes polares, sendo por essa razao alguns
aminoacidos muito sollveis por exemplo na agua e no etanol. No sentido inverso, eles sao
totalmente insoliveis em solventes apolares tais como o benzeno, o hexano ou o éter (Murray
et al., 2002; Nelson e Cox, 2004).

As cadeias laterais alifaticas maiores sao hidrofdbicas, isto €, tendem a aglomerarem-
se para evitar o contacto com a agua. A estrutura tridimensional de proteinas hidrossolUveis é

estabilizada por esta tendéncia dos grupos hidrofobicos em agruparem-se (Berg et al., 2002).

-3-
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A prolina tem uma cadeia Tabela 2: Classificacdo dos aminoacidos L das proteinas,
baseada na hidrofobicidade relativa e na hidrofilicidade

lateral alifatica, mas difere dos relativa. Adaptado de Murray et al., 2002.

restantes dezanove aminoacido mais

comuns que compdem as proteinas

Alanina Arginina Serina
porque a sua cadeia lateral tanto Isoleucina Asparagina Treonina
pode ser ligada ao azoto como ao Leucina Aspartato
atomo de carbono. Ela influencia metionina Cisteina
pronunciadamente a arquitectura Fenilalanina Glutamato
das proteinas porque a sua estrutura Prolina Glutamina
em anel faz com que ela tenha Triptofano Glicina
maior restricio de conformacdo do Tirosina Histidina

Valina Lisina

que os outros aminoacidos. A
fenilalanina é totalmente hidrofébica, enquanto que a tirosina e o triptofano sdao um pouco
menos, devido aos seus grupos hidroxilos (—OH) e aminas (—NH,). Os grupos hidroxilo da
serina e treonina conferem-lhes um comportamento muito mais hidrofilico e reactivo em
comparacao com a alanina e a valina (Berg et al., 2002; Murray et al., 2002). Em resumo,
podemos dizer que o grupo alifatico R da alanina; da leucina; da valina e da isoleucina, é
hidrofobico, assim como o grupo aromatico R da fenilalanina; da tirosina e do triptofano
(Murray et al., 2002). Na tabela 2 observa-se para os vinte aminoacidos mais comuns uma
classificacdo em hidrofdbicos e hidrofilicos. Na tabela 3, observa-se os valores de solubilidade

dos mesmos vinte aminoacidos.
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Tabela 3: Valores da solubilidade dos principais 20 aminoacidos. (Adaptado de Lide, 2009)

0,51 43,5
5,04 56

5,8 88

8,6 90,6
13,2 166,9
23,8 182,6
25,1 239
26,9 250
34,2 1625

42 Muito solavel

1.3. AS PROTEINAS

As proteinas sdo as macromoléculas mais versateis dos sistemas vivos e servem para
funcdes cruciais em quase todos os processos biolégicos (Berg et al., 2002). Apesar de nao
existir um sistema de classificacdo internacional, as proteinas podem ser classificadas com
base na sua solubilidade, forma, funcdes biolégicas ou da sua estrutura tridimensional (Murray
et al., 2002). Funcionam como catalisadores, transportam e armazenam outras moléculas, tais
como o oxigénio ou o didxido de carbono (CO,). Fornecem apoio mecanico e proteccao
imunitaria, transmitem impulsos nervosos e controlam o crescimento, assim como a
diferenciacdo (Berg et al., 2002; Chang, 1995). Elas sdo polimeros constituidos de unidades
monoméricas denominadas por aminoacidos (Berg et al., 2002). A maioria das proteinas
contém, em proporcdes variaveis, os mesmos 20 a-L aminoacidos. Para além disso, muitas
proteinas especificas contém aminoacidos a-L, derivados de um dos vinte residuos de base
através de processos que decorrem apo6s a formacdo do esqueleto polipeptidico (Murray et al.,
2002).

A funcdo de uma proteina esta directamente dependente da sua estrutura
tridimensional (Berg et al., 2002). Os tipos de aminoacidos, a ordem pela qual eles se ligam e
as suas orientacoes espaciais, ditam a estrutura tridimensional das proteinas, assim com as
suas propriedades biologicas (Murray et al., 2002). As proteinas sdao a personificacdo da
transicdlo do mundo unidimensional das sequéncias de aminoacidos para o mundo

tridimensional das moléculas capazes de diversas actividades (Berg et al., 2002).



Previsdo por métodos informaticos da estrutura secundaria de proteinas e de algumas propriedades associadas

As proteinas podem nao soé interagir umas com as outras como também podem
associar-se a outras macromoléculas bioldgicas, formando estruturas complexas. Algumas
proteinas tém uma estrutura rigida, enquanto que outras apresentam flexibilidade limitada
(Berg et al., 2002).

Um dos maiores objectivos da analise da sequéncia proteica € compreender a relagao
entre a sequéncia de aminoacidos e a estrutura tridimensional das proteinas. Se esta relacao
for conhecida, a estrutura da proteina podera ser prevista com seguranca a partir da
sequéncia de aminoacidos. Infelizmente, a relacdo em causa nao é assim tao simples, contudo
estao ja a ser desenvolvidos métodos que visam a categorizacao das proteinas com base na
sua estrutura e sequéncia, como a modelizacdo com recurso a métodos informaticos (Mount,
2004).

1.5.3. Estrutura primdria

Uma cadeia peptidica é constituida por uma BRET AR R R e s

parte que se repete regularmente, a qual se da o Sequéncia de aminoacidos
. L . da cadeia polipeptidica
nome de cadeia principal (Figura 3) e uma parte )
» . . . ESTRUTURA PRIMARIA
variavel que corresponde as cadeias laterais (Berg et
Figura 3: Estrutura primaria das proteinas,
sequéncia de aminoacidos. (Adaptado de

polipeptidica de uma proteina, é a ordem pela qual Goldsby et al., 2000)

al., 2002). A estrutura primaria de uma cadeia

os aminoacidos estdo ligados uns aos outros. Isto inclui a localizacdo das ligacoes dissulfureto
(Murray et al., 2002). A cadeia principal é rica em potencial de formacdo de pontes de
hidrogénio. Cada unidade contém um grupo carboxilo, que é um bom aceitador para a
formacao de pontes de hidrogénio, com excepcao da prolina que tem um grupo amina e que é
um bom doador para formar este mesmo tipo de pontes. Estes grupos interagem uns com os
outros e com grupos funcionais de cadeias laterais estabilizando determinadas estruturas
(Berg et al., 2002).

A biossintese de ligacoes peptidicas requer uma entrada de energia livre. No entanto,
as ligacoes peptidicas tém cinéticas estaveis. O tempo de vida de uma ligacao peptidica em
solucdo aquosa, na auséncia de um catalisador, aproxima-se de mil anos (Berg et al., 2002).

Uma cadeia peptidica tem polaridade porque as suas extremidades sao diferentes,
com um grupo amina a numa ponta e um carboxilo a na outra (Berg et al., 2002). Em algumas
proteinas, a cadeia peptidica linear esta interligada. Dessas interligacdes, as mais comuns sdo
as pontes dissulfureto, cada uma formada pela oxidacdo de um par de radicais de cisteina

(Berg et al., 2002).
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As proteinas tém sequéncias particulares de aminoacidos que sao especificadas por
genes. A sequéncia de nucledtidos no DNA, especifica uma sequéncia complementar de
nucledtidos no RNA, que por sua vez determina a sequéncia de aminoacidos numa proteina.
Cada um dos vinte aminoacidos é codificado por uma ou mais sequéncias especificas de trés
nucleotidos (Berg et al., 2002).

A ligacdo peptidica é rigida e plana. Para um par de aminoacidos unidos por uma
ligacdo peptidica, seis atomos situam-se no mesmo plano (co-planar) como se pode ver na
(Figura 4). O carbono a com o grupo (—CO) do primeiro aminoacido e o grupo (—NH) com o

carbono a do segundo aminoacido (Berg et al., 2002).

A natureza da ligacdo quimica

iH) dentro de um péptido explica esta

Eioscto pavtidics 1 preferéncia geométrica (Berg et al.,

/ ~a 2002). Os péptidos sao
representados por uma ligacao
simples entre o carbono a e a
amina, esta ligacdo possui na
realidade um caracter de dupla

ligacdo  parcial. Nao  existe

Figura 4: Representacao das ligacoes peptidicas. Num par de liberdade de rotacao em volta da

aminoacidos ligados, seis atomos (Cq, C, O, N e C,), estdao no ligacdo que une estes dois atomos.
mesmo plano. As cadeias laterais, representadas a verde, . .
situam-se noutro plano. (Adaptado de Berg et al., 2002) Esta rigidez parcial tem

consequéncias importantes na organizacdao da estrutura proteica ao nivel primario. No
entanto, em volta das restantes ligacoes do esqueleto polipeptidico, existe um elevado grau
de rotacdo. E o que acontece por exemplo nas ligacdes entre o carbono a (C,) e o carbonilo
(—CO) do primeiro residuo e entre o carbono a (C,) e o grupo (—NH) do segundo residuo. A
ligacdo C,-CO denomina-se angulo psi (W) e a ligacao C,-NH, denomina-se angulo fi (®) (Murray
et al., 2002).

1.5.3. Estrutura secundaria

As cadeias peptidicas podem dobrar-se em
estruturas regulares, tais como: hélice-a; folha-8;

voltas (turns) e alcas (Figura 5). A distribuicao destas

estruturas ao longo de uma cadeia proteica é muitas PRI Folha  pregueada

vezes designada como sendo a estrutura secundaria ESTRUTURA SECUNDARIA

(Berg et al., 2002). Figura 5: Estrutura secundaria,

Inimeras interaccées nao covalentes, fracas representacao de helice-a e folhas-8.
(Adaptado de Goldsby et al., 2000)
mas em numero elevado, estabilizam a conformacao
das proteinas. Entre essas forcas constam as pontes de hidrogénio, as interaccoes

hidrofébicas, as interaccbes electrostaticas e as forcas de van der Waals (Murray et al., 2002).
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Os residuos de aminoacidos que possuem grupos R polares, encontram-se geralmente a
superficie das proteinas globulares onde formam pontes de hidrogénio, essencialmente com
as moléculas de agua. Por outro lado, os residuos de aminoacidos que possuem grupos R
apolares, encontram-se geralmente no interior das proteinas, devido as interaccoes
hidrofobicas (Murray et al., 2002).

A hélice-a é uma estrutura em espiral estabilizada por pontes de hidrogénio e por
forcas de van der Waals, dentro da cadeia polipeptidica (Berg et al., 2002). Ela forma-se de
maneira espontanea visto que a sua configuracao é estavel e a sua cadeia polipeptidica tem
baixa energia (Murray et al., 2002).

As pontes de hidrogénio estabelecem-se entre o grupo (—NH) e (—CO) da cadeia
principal. O grupo (—CO) de cada aminoacido forma uma ponte de hidrogénio com o (—NH) do
aminoacido que esta situado a quatro unidades a frente na sequéncia linear. Com excep¢ao
aos aminoacidos que estao perto das pontas de uma hélice-a, todos os grupos (—CO) e (—NH)
formam pontes de hidrogénio. Cada aminoacido relaciona-se com o seguinte por um
deslocamento de 1,5A ao longo do eixo da hélice-a e por uma rotacdo de 100°, o que da 3,6
radicais de aminoacidos por volta de hélice. Isto significa que aminoacidos que estdo a trés e
quatro unidades, estao espacialmente bem proximos uns dos outros na hélice-a. Por outro
lado, aminoacidos a distancia de duas unidades na sequéncia linear encontram-se situados em
lados opostos da hélice-a o que € muito improvavel que facam contacto (Berg et al., 2002).

0O sentido da rotacdo de uma hélice pode ser para a direita (sentido horario
“dextrdgera”), ou para a esquerda (sentido anti-horario ”levdgera”). Tanto a hélice-a direita
como a esquerda tém conformacdes permitidas. No entanto, as hélices dextrogera sao
energeticamente mais favoraveis porque ha menos impedimentos estereoquimicos entre as
cadeias laterais e a principal. Todas as hélices-a encontradas nas proteinas sao dextrdogeras.
Em esquemas de proteinas, as hélices-a sao representadas por cadeias retorcidas e/ou
bastoes (Berg et al., 2002).

Os residuos de aminoacidos da alanina, da glicina, da leucina e da metionina sao mais
frequentemente encontrados nas hélices-a do que a prolina, a serina e a tirosina. Esta
tendéncia é no entanto pouco Util para os prognosticos estruturais. Tendo em conta que o
atomo de azoto da prolina nao pode formar pontes de hidrogénio, esta é geralmente
encontrada nas primeiras voltas da hélice-a (Murray et al., 2002).

Apesar de, na maior parte das vezes as hélices-a se encontrarem a superficie das
proteinas, elas podem estar totalmente localizadas no interior destas. A hélice-a anfifilica,
um caso particular onde os residuos sao alternadamente hidrofébicos e hidrofilicos, quer dizer
que a cada trés ou quatro mondmeros, formam-se geralmente quando as hélices-a se
encontram em ambientes polares e apolares. As hélices-a anfifilicas encontram-se nas
lipoproteinas plasmaticas, assim como em algumas hormonas polipeptidicas como por

exemplo, na glicoproteina do virus da sida (Murray et al., 2002).
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A segunda configuracao regular presente nas proteinas € a folha-B pregueada. A folha-
B pregueada, vulgarmente denominada por “folha-B8”, difere muito da hélice-a. Ela é
constituida por uma “cadeia-B” quase totalmente distendida em vez de firmemente enrolada
como acontecia na hélice-a. A distancia entre aminoacidos adjacentes ao longo de uma
cadeia-B é de 3,5A, em contraste com 1,54 ao longo da hélice-a. As cadeias laterais de
aminoacidos adjacentes apontam para sentidos opostos. Uma folha-B é formada pela uniao de
dois ou mais cadeias-B por pontes de hidrogénio (Berg et al., 2002). As cadeias-B sdo retorcidos
no sentido da mao direita. Estes formam o coracao central de inimeras proteinas globulares
(Murray et al., 2002). Algumas cadeias adjacentes podem estender-se em sentidos opostos,
(antiparalelas), ou no mesmo sentido, (paralelas). No arranjo antiparalelo, os grupos (—NH) e
(—CO) de cada aminoacido fazem respectivamente pontes de hidrogénio com os grupos (—CO)
e (—NH) da cadeia adjacente. No arranjo paralelo, o esquema de pontes de hidrogénio é um
pouco mais complicado. Para cada aminoacido, o grupo amina faz ponte de hidrogénio com o
grupo carboxilo dum aminoacido na cadeia adjacente enquanto que o carboxilo faz ponte com
a amina do aminoacido a dois monomeros de distancia ao longo da cadeia. As folhas-B podem
ser constituidas por quatro, dez ou mais cadeias-B. Elas podem ter arranjo exclusivamente
paralelo, antiparalelo ou entao misto. Em esquemas proteicos, as cadeias-8 sao geralmente
representadas por setas largas apontando no sentido da extremidade carboxi-terminal,
indicando o tipo de folha-B, paralela ou antiparalela. As folhas-8 podem ser relativamente
planas mas a maioria adopta uma forma um pouco retorcida (Berg et al., 2002).

A maioria das proteinas tem forma globular compacta. Isto leva necessariamente a
inversdao do sentido das suas cadeias peptidicas. Muitas destas inversoes sao feitas por um
elemento estrutural chamado “volta reversa” ou “cotovelo”, (Turn em inglés). Em muitas
destas voltas, o grupo carboxilo do aminoacido i de um péptido, forma uma ponte de
hidrogénio com o grupo amina do aminoacido i+3. Esta interaccdo estabelece mudancas
abruptas de sentido de cadeia peptidica (Berg et al., 2002). Muita vezes, as voltas contém
prolina e/ou glicina (Murray et al., 2002).

Existem outras estruturas responsaveis pela inversao da cadeia peptidica. Essas
estruturas denominam-se “alcas” ou por vezes “novelo”. Ao contrario das hélice-a e das
folhas-B, as alcas ndao tém estrutura periodicas regulares, mas sao rigidas e bem definidas, o
que nao implica que sejam menos importantes do ponto de vista biologico (Berg et al., 2002).
Elas ndao devem ser confundidas com as alcas estaticas, (Enrolamento ao acaso; “Random
coil” em inglés), um termo que descreve configuracoes desordenadas e biologicamente pouco
importantes das proteinas desnaturadas.

As alcas de diferentes tamanhos e de diferentes formas, constituem as caracteristicas
principais da superficie das proteinas. Expostas aos solventes, ricas em residuos polares ou
carregadas mas nao possuindo estrutura secundaria regular, as alcas podem ligar folhas-B

antiparalelas adjacentes (Murray et al., 2002). Voltas e alcas encontram-se sempre na



Previsdo por métodos informaticos da estrutura secundaria de proteinas e de algumas propriedades associadas

superficie das proteinas, participando muitas vezes em interaccdes com outras proteinas ou

outras moléculas como por exemplo os antigénios (Berg et al., 2002).

1.5.3. Estrutura terciaria

A trajectoria global da cadeia
peptidica de uma proteina é referida
como sendo a estrutura terciaria
(Figura 6). O facto marcante é que o
interior é constituido quase na
totalidade por aminoacidos apolares,

tais como a fenilalanina; leucina;

metionina e a valina (Berg et al., 2002).
Em muitas proteinas, a parte externa
tanto pode ser constituida de radicais Dominio

polares como de radicais apolares,

sendo os polares mais numerosos (Berg .
Molécula polipeptidica monomeérica
et al., 2002; Voet et al., 2004). Esta )
ESTRUTURA TERCIARIA
distribuicao contrastante de radicais
Figura 6: Estrutura terciaria, configuracdo das proteinas
polares e apolares revela uma faceta constituidas pelas diferentes estruturas: hélices-a;

importante da arquitectura  das folhas-B e voltas. (Adaptado de Goldsby et al., 2000)

proteinas. Num meio aquoso, o enrolamento das proteinas é impulsionado pela forte
tendéncia dos aminoacidos hidrofobicos para serem excluidos da agua. Um sistema é
termodinamicamente mais estavel quando os grupos hidrofébicos sdao aglomerados do que
quando sao projectados para o meio aquoso. A cadeia peptidica enrola-se de forma a que as
suas cadeias laterais hidrofébicas fiquem imersas e que as suas cadeias polares com carga
eléctrica fiquem a superficie. Muitas hélices-a e folhas-B8 tém uma face hidrofobica orientada
para o interior da proteina e uma face hidrofilica apontada para a solucdo. O papel da cadeia
principal que acompanha as cadeias laterais hidrofébicas também é importante. Um (—CO) ou
(—NH) peptidico nao emparelhado, prefere muito mais a agua do que um meio apolar. Para
emergir um segmento da cadeia principal num ambiente hidrofobico basta emparelhar todos
os seus grupos (—CO) e (—NH) por pontes de hidrogénio. Este emparelhamento também existe
nas hélices-a e/ou folhas-B. Interaccoes de van der Waals entre cadeias laterais
hidrocarbonadas firmemente acondicionadas também contribuem para a estabilidade das

proteinas (Berg et al., 2002).
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1.3.1. Estrutura quaternadria

A maioria das proteinas tem mais
do que uma cadeia peptidica (Figura 7).
Essas proteinas exibem um quarto nivel
de organizacdo estrutural. Cada cadeia
peptidica nesse tipo de proteinas é
chamada de subunidade. O tipo mais
simples de estrutura quaternaria é um
dimero, constituido de duas subunidades
idénticas (Berg et al., 2002).

1.3.5. Localizagao dos

aminodcidos na estrutura
tridimensional ESTRUTURA QUATERNARIA

Figura 7: Estrutura quaternaria. As proteinas exibem
quatro niveis de organizacao estrutural, (subunidades).
formar hélices-a; folhas-B e voltas ou Neste caso trata-se de um dimero, duas subunidades.
(Adaptado de Goldsby et al., 2000)

Os aminoacidos tém tendéncia a

alcas. Como era de esperar, nem todos

os aminoacidos formam cada uma destas estruturas. Uns tém mais tendéncia para formar um
tipo e/outros tém mais tendéncia para formar outro tipo de estrutura. Na tabela 4 pode ver-
se a tendéncia de cada aminoacido em formar hélices-a; folhas-B e voltas. Pode observar-se
por exemplo que a alanina; o glutamato e a leucina, tendem a estar presentes em hélice-a
enquanto que a valina e a isoleucina tendem a formar folhas-B8. A glicina; a asparagina e a
prolina tém tendéncia para ficar nas voltas. A valina; treonina e isoleucina sao facilmente
acomodados em folhas-B, onde as suas cadeias laterais projectam-se para fora do plano que
contem a cadeia principal. A serina; o aspartato e a asparagina, tendem a perturbar as
hélices-a porque as suas cadeias laterais contém doadores ou aceitadores de pontes de
hidrogénio préximos da cadeia principal, onde competem pelos grupos (—NH) e (—CO) desta
Ultima. A prolina tende a perturbar tanto as hélices-a como as folhas-8 porque ndo tem um
grupo (—NH) e porque a sua estrutura em anel restringe o seu valor de ¢ (Psi, angulo de
rotacdo em torno da ligacdo entre o carbono a e o carboxilo) proximo de 60°. A glicina
adapta-se a todas as estruturas e por essa razao nao favorece particularmente a formacao de
hélices-a (Berg et al., 2002).
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Tabela 4: Os aminoacidos estao agrupados de acordo com a sua preferéncia (a negrito) em
formar hélices-a, folhas-B e voltas. A arginina ndao mostra preferéncia significativa por
qualquer uma das estruturas. Adaptado de Berg et al., 2002

1,29 0,90 0,78
1,11 0,74 0,80
1,30 1,02 0,59
1,47 0,97 0,39
1,44 0,75 1,00
1,27 0,80 0,97
1,22 1,08 0,69
1,23 0,77 0,96
0,91 1,49 0,47
0,97 1,45 0,51
1,07 1,32 0,58
0,72 1,25 1,05
0,99 1,14 0,75
0,82 1,21 1,03
0,56 0,92 1,64
0,82 0,95 1,33
1,04 0,72 1,41
0,90 0,76 1,28
0,52 0,64 1,91
0,96 0,99 0,88

As preferéncias de configuracdo de radicais de aminoacidos nao sdo totalmente
inclinadas para uma ou outra estrutura. Encontraram-se algumas sequéncias penta, ou
hexapeptidicas adoptando uma estrutura numa proteina e uma forma totalmente diferente
noutra proteina. Pode entdo concluir-se que algumas sequéncias de aminoacidos nao
determinam univocamente a estrutura secundaria. Interaccoes terciarias, podem ser decisivas
na especificacdo da estrutura secundaria de alguns segmentos. O contexto é com frequéncia
crucial na determinacdo do resultado da configuracdo. A configuracdo de uma proteina
evoluiu para funcionar num determinado ambiente/ou contexto (Berg et al., 2002).

Em resumo, a estrutura primaria € a sequéncia de aminoacidos de uma cadeia
polipeptidica. A estrutura secundaria é o arranjo espacial de radicais de aminoacidos que
estejam perto de/outro na sequéncia, dando origem a estruturas periddicas como a hélice-a e
a folha-B. A estrutura terciaria refere-se ao arranjo espacial de radicais que estao longe na
sequéncia e ao padrdao de pontes dissulfureto. Por ultimo, a estrutura quaternaria refere-se

ao arranjo espacial das subunidades e a natureza das suas interaccoes (Berg et al., 2002).
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1.3.6. Solubilidade das proteinas

Os multiplos grupos acido-base duma proteina, tornam as suas propriedades de
solubilidade dependentes da concentracdo em sal dissolvido, do caracter polar do solvente,
do pH e da temperatura. As diferentes proteinas tém uma solubilidade que varia fortemente
com as condicdes experimentais. Algumas proteinas precipitam em determinadas condicoes
onde/outras permanecem perfeitamente sollveis. Este comportamento é sistematicamente

usado para purificar proteinas (Voet et al., 2004).

1.3.6.1. Influéncia do pH

As proteinas possuem em geral, inUmeros grupos ionizaveis, dos quais os valores pK
sdo diferentes. Existe um valor de pH caracteristico de cada proteina, para a qual ha tantas
cargas positivas como cargas negativas na molécula. A este pH, que é o ponto isoeléctrico (pl)
da proteina, ela tem uma carga formal igual a zero e consequentemente, permanece imoével
se for colocada num campo eléctrico (Voet et al., 2004).

A figura 8 mostra que a solubilidade da 32

B-lactoglobulina € minima para um pH proximo g |

0.02M

do seu ponto isoeléctrico (pl), (5,2) em

g
'y

solucoes de NaCl diluida e ela aumenta de

g
o

forma mais ou menos simétrica de ambos os

lados do pl. Esta variacdo de solubilidade é

encontrada na maioria das proteinas e explica-

Solubilidade (mg de azoto / mL)
=
-

1.2
se muito facilmente. Consideracoes fisico-
quimicas sugerem que as propriedades de =
solubilidade de moléculas nao carregadas, sao 0.4
insensiveis a concentracao salina. ol

Consequentemente, uma proteina no seu ponto

isoeléctrico, nado deveria dissolver-se em Figura ,8: Solubilidade da B-lactoglobulina em
funcdo do pH, a concentracbes de NaCl

solucdo. No entanto, a medida que o pH se diferentes. Adaptado de Voet et al., 2004

afasta do pl da proteina, o que provoca um aumento da carga formal da mesma, o “Salting
in” encontra-se facilitado em razdo do aumento das interaccbes electrostaticas entre
moléculas vizinhas. Por consequente, nas solucdes de concentracdes salinas médias, a
solubilidade de uma proteina em funcao do pH atingira um minimo no ponto isoeléctrico da

proteina e aumentara quando o pH se afastar do pl (Voet et al., 2004; Garrett & Grisham, 2008).
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1.4. PROTEINAS EM ESTUDO

1.4.7. BSA

A albumina do soro bovino (BSA, em inglés), € nomeada (Bos d6) como sendo um
alergénio (Jedrychowski & Wichers, 2009). Ela constitui 5% da totalidade das proteinas do soro
do leite. A BSA é fisicamente e imunologicamente muito semelhante
a albumina do soro humano. Ela regula
em 80% a pressdao osmotica do sangue,
liga-se a varios catides e é a principal
transportadora dos acidos gordos,
hormonas e bilirrubina, sem a qual esta
Gltima nao poderia dissolver-se no
plasma. Para além de ser a proteina
mais abundante no plasma, os seus
niveis sdo inferiores no leite. Esta
proteina foi observada como sendo um

monomero e como sendo um dimero,

com as respectivas massa moleculares . o ) : .
Figura 9: Estrutura tridimensional da albumina bovina

de 66,474 e 133,029 kDa. A BSA é serosa. Representacdo dos trés dominios e seis
constituida por trés dominios homélogos subdominios. Adaptado de Stewart et al., 2003

(I, 1, 1), os quais estao divididos em nove voltas (V1-V9), estdo protegidas no nlcleo e
estabilizadas por 17 pontes dissulfuretos (Jedrychowski & Wichers, 2009; Carter and Ho, 1994),
tornando a estrutura terciaria da BSA relativamente estavel mesmo durante a desnaturacao
(Jedrychowski & Wichers, 2009). Cada dominio é constituido por dois subdominios, (IA, 1B; lIA, IIB
e llIA, 1lIB) (Carter and Ho, 1994; Hamdani, 2009).

A luz de dados obtidos através da cristalografia por raio X, a estrutura da albumina é
constituida em 67% de hélices-a. Os restantes residuos de aminoacidos formam voltas e
regides flexiveis entre os subdominios, mas nao possui folhas-8 (Figura 9). Cada dominio esta
dividido em dez hélices-a. Seis para o subdominio A e quatro para o subdominio B (Figura 10).
Tanto o dominio | e Il assim como o dominio Il e lll, estdo interligados através de extensodes
helicoidais, da décima hélice do dominio | (10 I), a primeira hélice do dominio Il (1 Il) e da
décima hélice do dominio Il (10 Il) a primeira hélice do dominio Il (1 Ill), criando desta forma

as duas hélices mais longas da albumina (Carter and Ho, 1994).
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b Na BSA, as pontes

n % n_ dissulfuretos estao situadas nas
S Fm
% S e

seguintes posicdes: (1) 77-86; (2)
99-115; (3) 114-125; (4) 147-192;

il h3 i el o (5) 191-200; (6) 223-269; (7) 268-

276; (8) 288-302; (9) 301-312; (10)

|| 339-384; (11) 383-392; (12) 415-

) : : ,  461; (13) 460-471; (14) 484-500;
Subdominio A Subdominio B

(15) 499-510; (16) 537-582; (17)

Figura 10: Localizacdo das ligacées de dissulfureto. (He and 581-590. Os pares de pontes

Carter, 1992) dissulfuretos localizam-se quase

exclusivamente entre as extensoes helicoidais (Carter and Ho, 1994).

Ao Contrario da distribuicdo assimétrica das cargas na estrutura primaria, a
distribuicdo dessas mesmas cargas na estrutura terciaria parece ser bastante uniforme (Figura
11) (Carter and Ho, 1994).

(b) (d)

Figura 11: Representacdo da albumina serosa com os residuos basicos coloridos a azul, os residuos
acidos coloridos a vermelho e os residuos neutros coloridos em amarelo. (a) vista frontal, (b) visdo
traseira, (c) vista lateral esquerda e (d) vista lateral direita. Adaptado de (Carter and Ho, 1994)

A albumina do soro é a proteina com maior solubilidade do sistema circulatorio e tem
muitas funcdes fisioldgicas. A BSA tem sido uma das proteinas deste grupo mais estudadas,

particularmente devido a sua similitude com a estrutura da albumina humana (Hamdani, 2009).
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1.4.2. Lisozima C

A lisozima (Gal d4), é uma proteina ubiqua,
presente em quase todos os organismos incluindo
virus e plantas (Figura 12). Representa apenas cerca
de 3,5% das proteinas totais da clara de ovo de
galinha, o que corresponde a cerca de 0,3 a 0,4¢g. Ela
tem uma massa molecular relativa de 14 kDa e um
ponto isoeléctrico (pl) de 10,7 (Jedrychowski &

Wichers, 2009; Mine, 2008). Ela é vista como um

alergénio menor (Mine, 2008) e a sua alergenicidade é
rara quando comparada com a ovotransferrina (Gal Figura 12: Estrutura cristalina da lisozima
d3). A lisozima desempenha um papel importante na C da clara de ovo de galinha. Adaptado de
defesa natural contra a infeccao bacteriana do ovo. www.ncbi.nlm.nih.gov (28/06/2010)

As suas propriedades anti-bacterianas sao bem conhecidas mas também exibe actividades
anti-virais, anti-tumorais e imunomodulatorias (Mine, 2008). Caracteristicas bioquimicas como
a forma da sequéncia da cadeia de aminoacidos ou o centro activo da lisozima, sdo bem
conhecidos (Jedrychowski & Wichers, 2009). Com 4 ligacdes dissulfuretos a molécula de lisozima
€ constituida por dois dominios, a e B ligados por uma longa hélice-a entre a qual esta
localizado o sitio activo. A forma da curva de estabilidade fisioldgica da lisozima sugere a
existéncia de uma Unica conformacdo dobrada devido a duas das suas quatro ligacoes
dissulfuretos (Mine, 2008). A estabilidade da lisozima foi estudada através de varios métodos e
condicoes diferentes e um aumento dessa estabilidade, por exemplo, contra a protedlise,

pode diminuir a sua alergenicidade (Jedrychowski & Wichers, 2009).

1.4.3. Ovalbumina

A ovalbumina (Gal d2), é a proteina em maior abundancia na clara do ovo e a sua
funcao permanece desconhecida. Ela é uma glicoproteina com uma massa molecular relativa
de 45 kDa e constitui 54% das proteinas da clara do ovo (Jedrychowski & Wichers, 2009; Mine,
2008). Pertence a familia das serpinas, se bem que ela tenha pouca actividade inibidora de
proteases. A sequéncia de aminoacidos comporta 386 residuos e o aminoacido terminal é
acetilado. A ovalbumina nao possui um N-terminal classico que lidera a sequéncia de
aminoacidos, apesar de ser uma proteina secretora. A sequéncia hidrofdbica entre os residuos
21 e 47 podem actuar como uma sequéncia de sinal interno envolvida num local
transmembranar. A estrutura cristalina da ovalbumina nativa de galinha, mostra um anel
central reactivo intacto na forma de uma hélice-a exposta de trés voltas que se destacam do
corpo principal da molécula em duas hastes peptidicas (Jedrychowski & Wichers, 2009).

A ovalbumina pode possuir alguma actividade imunomoduladora, como foi encontrado

para induzir a libertacao do factor a de necrose tumoral (TNF) e os péptidos imunogénicos da
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ovalbumina foram usados para melhorar a resposta imunitaria para a imunoterapia do cancro
(Mine, 2008).

1.4.4. Ovomucina

A ovomucina representa aproximadamente 3,5% da totalidade das proteinas da clara
do ovo e é uma macromolécula, altamente glicolisada, pesada (Jedrychowski & Wichers, 2009;
Mine, 2008), com um teor em hidratos de carbono acima de 33%. Ela difere das restantes
proteinas do ovo por ser extremamente grande. O seu peso molecular relativo apresentado na
literatura (Alleoni, 2006) varia de 1800 a 8300 kDa. Contem um montante substancial de grupos
dissulfuretos, éteres sulfonicos, um montante consideravel de cistinas (interligadas através de
ligacoes intermoleculares) e 50% do conteldo de acido cialico total na clara do ovo
(Jedrychowski & Wichers, 2009). A clara de ovo possui duas formas de ovomucina, uma
subunidade solivel e uma subunidade insolUvel (Jedrychowski & Wichers, 2009; Mine, 2008). A
forma insollvel caracteriza a grande viscosidade das finas camadas de ovomucina da clara do
ovo, a qual tem actividade anti-viral. A alergenicidade da ovomucina é considerada
minoritaria quando comparada com outros alergénios como a ovomucoide e a ovalbumina
(Jedrychowski & Wichers, 2009). Alias, varios estudos sobre alergia do ovo, apontam no sentido
em que a ovomucina nao é um alergénio dominante. Uma das razdes pode ser que alguns
processos de extraccao para preparacoes de proteinas, inclui a dialise e a centrifugacao para
obter-se ovomucina livre de mucina em solucdao para evitar obstrucao da coluna

cromatografica (Jedrychowski & Wichers, 2009).

1.4.5. Ovomucoide

A ovomucédide (Gal d1), é composta por 186 aminoacidos que constituem trés
dominios organizados em tandem, denominados (DI, DIl e DIll) (Matsuda et al., 1981;
Jedrychowski & Wichers, 2009; Huopalahti et al., 2007) e possuindo cada um deles 60 aminoacidos
(Jedrychowski & Wichers, 2009). Ela foi identificada como um dos alergénios alimentares
dominantes na clara do ovo e é a causa de muitas reaccoes alérgica nas criancas (Jedrychowski
& Wichers, 2009; Hoffmann-Sommergruber e Mills, 2009). A ovomucoéide exibe graus variaveis de
actividade inibitoria relativamente a um nimero de serinas proteases como a tripsina por
exemplo (Jedrychowski & Wichers, 2009; Matsuda et al., 1981; Feinstein, 1970). E uma proteina
altamente glicolisada (Jedrychowski & Wichers, 2009; Hoffmann-Sommergruber e Mills, 2009)
contendo 20%-25% de hidratos de carbono com um peso molecular de 28 kDa (Jedrychowski &
Wichers, 2009 & Mine, 2008), representa 11% da proteina do clara do ovo, ndao coagula através
do aquecimento e tem um ponto isoeléctrico (pl) de 4,1. Holen e Elsayed, 1990 e Mine, 2008
descreveram duas isoformas da ovomuco6ide numa gama de pl entre 4,4 e 4,6.

Tal como a avidina, a ovomucdide representa uma possivel fonte de ligacoes

peptidicas bioespecificas, sendo possivel estudar a sua incorporacao nas microparticulas
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poliméricas que superam a degradacdo de proteinas e enzimas proteoliticas. Na sua forma
nativa, a ovomucoide demonstrou resisténcia a desnaturacdo a temperaturas extremas. O
aquecimento da ovomucédide a 100°C tem apenas um pequeno efeito nas propriedades de
ligacdo aos anticorpos. As propriedades antigénicas e alergénicas da ovomucoide mantém-se
activas apos a digestao peptidica. Esse fendmeno, foi atribuido em parte, a presenca das suas
nove ligacdes de dissulfureto. De facto, a reducdo quimica da ovomucédide aperfeicoa a sua
digestibilidade e reduz a sua alergenicidade. Similarmente, a oxidacdo quimica da
ovomucoide ndo altera a actividade de ligacdes a IgE especifica de pacientes alérgicos ao ovo,
enquanto que a sua forma reduzida mostra um decréscimo significante. Em contraste, outros
estudos referem que a forma reduzida da ovomucdide nao afecta a sua alergenicidade ou

conduz a um aumento da actividade de ligacao IgE no soro de alguns pacientes (Mine, 2008).

1.4.6. Caseinas

A caseina bovina é catalogada pela Uniao Internacional das Sociedades imunologicas
como sendo um Unico alergénio, (Bos d8). Na realidade, as caseinas sao constituidas por
quatro proteinas principais: a a-caseina s1; a a-caseina s2; a B-caseina e a K-caseina em
proporcoes aproximativas de 40%, 10%, 40%, 10% respectivamente (Jedrychowski & Wichers,
2009).

O centro das caseinas € hidrofdbico enquanto que a periferia é hidrofilica e contem
locais de fosforilacdo. A a-caseina s1; a a-caseina s2 e a B-caseina, tém capacidade de
quelatar o Ca*, o Zn* e o Fe®* (Jedrychowski & Wichers, 2009; Hoffmann-Sommergruber e Mills,
2009). Este tipo de caseinas aumenta os niveis de calcio no leite. A a-caseina s1 e a a-caseina
s2, parecem ser os mais importantes alergénios, seguidos pela B-caseina. As caseinas mostram
ter uma estrutura enrolada aleatoria. De acordo com a literatura, demonstrou-se a reaccao
da IgE entre as caseinas do leite de vaca e as caseinas do leite de cabra e ovelha. No entanto,
as caseinas do leite de égua parecem representar um baixo risco de provocar reaccoes
mediadas pela IgE (Hoffmann-Sommergruber e Mills, 2009). Ficou provado que a desfosforilacao

reduz a ligacdo da IgE as caseinas (Jedrychowski & Wichers, 2009).

1.4.6.1. a-caseina sl

A a-caseina s1 tem um peso molecular de 27 a 32 kDa, dependendo das condicoes de
analise. Ela é formada por dois polipéptidos de tamanhos diferentes que sao constituidos pela
mesma sequéncia de aminoacidos mas diferem no grau de fosforilacao. Spuergin at al. (1997)
identificaram um epitopo alergénico nas regides 19-30, 93-98 e 141-150 da a-caseina s1, como
sendo um epitopo imunodominante. Foram reconhecidas algumas regides de ligacao as IgE nos
aminoacidos 17-36, 39-48, 69-78, 93-102, 109-120, 123-132, 139-154, 159-174 e 173-194.
Estudos recentes mostraram que os péptidos N-terminal e o C-terminal tém uma maior

afinidade com as IgE humana (Jedrychowski & Wichers, 2009).
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1.4.6.2. a-caseina s2

A a-caseina s2 é uma proteina com um peso molecular na ordem dos 27-32 kDa e é a
mais hidrofilica de todas a caseina, porque possui um aglomerado de grupos anionicos. Ela é
constituida por dois componentes de maior dimensao e alguns de dimensao mais reduzida que
exibem varios niveis de fosforilacdes pos-translacional. A a-caseina s2 é fosforilada em
multiplos sitios. A sua estrutura € constituida aproximadamente de 25% hélices-a, contem
trés cisteinas e forma dimeros de ligacdo dissulfureto. Usando 99 decapeptideos sintéticos,
dez regides apresentam ligacoes a IgE e foram identificadas como zonas alergénicas. Essas
regides situam-se nos aminoacidos: 31-44, 43-56, 83-100, 93-108, 105-114, 117-128, 143-158,
157-172, 165-188 e 191-200. Investigacdes sobre a presenca de epitopos na a-caseina s2,
conduziram a identificacdo de alergias persistentes e temporarias. Os residuos de
aminoacidos: 33-42, 87-96 e 159-168 com ligacoes fracas em 145-154 e 171-180, originada de
individuos com alergia ao leite de vaca persistente. Os pacientes com alergias temporarias
mostraram apenas ligacoes fracas aos péptidos da a-caseina s2 (Jedrychowski & Wichers, 2009).

Foi sugerido que em algumas das regides fosforiladas, os residuos: 23-31, 73-76 e 144-
146, formam parte do epitopo para o IgE e que os fosfatos estao envolvidos no

reconhecimento dos anti-corpos (Bernard et al., 2000).

1.4.6.3. B-caseina

A B-caseina é uma proteina com um peso molecular de 26,6 kDa. Ela é o componente
mais hidrofébico da totalidade das caseinas. A B-caseina € menos fosforilada que a a-caseina
com cinco sitios potenciais de fosfoserina na parte da sequéncia N-terminal. Foram usados
cem decapeptideos sintéticos emparelhados, de maneira a poder averiguar quais as regioes da
B-caseina susceptiveis de se ligarem as IgE. Os aminoacidos: 1-16, 45-54, 55-70, 83-92, 107-
120, 135-144, 149-164, 167-184 e 185-208, foram descritos como caracteristicos em pacientes
com alergia persistente ao leite de vaca. Também foi observado que a resposta da IgE a B-
caseina desfosforilada é inferior a B-caseina nativa. Sendo assim, a regidao do N-terminal
desfosforilado, residuos: 30-50, provavelmente inclui epitopos IgE importantes (Jedrychowski &
Wichers, 2009).

A B caseina é uma das maiores proteinas do leite e uma das proteinas mais
importantes envolvidas na formacdo e estabilizacdo de emulsées dos alimentos. E uma
molécula fortemente hidrofobica com alta carga no N-terminal e C-terminal, contendo varias
cadeias laterais hidrofobicas e alguns grupos carregados. A pH neutro muitas proteinas com
carga absoluta localizadas nos primeiros 21 residuos da molécula, inclui quatro das cinco
fosfoserinas (éster do acido fosforico e serina), enquanto a carga absoluta das restantes

moléculas é perto de zero (Caessens et al, 1999).
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1.4.7. B-lactoglobulina

A B-lactoglobulina (Figura 13), é uma
proteina do leite e do soro, com um peso molecular
de 18 kDa e pertence a superfamilia das lipocalinas.
Ela é designada como sendo um alergénio nomeado
(Bos d5) (Jedrychowski & Wichers, 2009; Hoffmann-
Sommergruber e Mills, 2009). A B-lactoglobulina tem a
capacidade de se ligar aos lipidos, incluindo: o

retinol, a B-caroteno, os acidos gordos saturados e

insaturados e aos hidrocarbonetos alifaticos.
Figura 13: Representacio da  B- Transporta moléculas hidrofobicas as quais tém
lactoglobulina  (Nativa). Adaptado de funcdes importantes. A B-lactoglobulina representa
vww.nebi.nlm.nih.gov (28/06/2010) uma fraccao importante da totalidade das proteinas
do soro do leite, mais de 50%. Em condicbes fisioldgicas, a B-lactoglobulina existe numa
mistura em equilibrio sobre a forma de mondmero e dimero. Ela possui trés pontes
dissulfuretos e é sensivel aos tratamentos térmicos. Se a B-lactoglobulina for aquecida entre
74°C e 90°C, reduz significativamente a ligacao a IgE. Aquecendo a 90°C reduz a ligacao a IgE
de maneira mais significativa. No entanto, a inibicdo total é sempre possivel com
concentracbes altas de alergénio aquecido, o que indica que a ligacdo a IgE nao foi
totalmente destruida (Ehn et al., 2004).

Ao longo da cadeia polipeptidica da B-lactoglobulina, existem epitopos principais para
a IgE humana. Esses epitopos sao formados pelos residuos de aminoacidos: 41-60, 102-124, os
intermediarios: 1-8, 25-40 e com menor influencia: 9-14, 84-91, 125-135 e 78-83 (Jedrychowski

& Wichers, 2009).

1.4.8. B-2-microglobulina

A B-2-microglobulina (B2m), é a cadeia lateral solivel do MHC (Main
Histocompatibility Complex) classe |. Ela desempenha um papel de factor de crescimento
0sseo, que regula a actividade celular, tanto dos osteoblastos como dos osteoclastos (Quesada
et al., 1998).

1.4.9. Osteopontina

A osteopontina (OPN) é uma glicoproteina fosforilada (Higashikawa et al., 2007; Wang e
Denhardt, 2008) que ¢é sintetizada em varios tecidos e é segregada nos fluidos corporais (Wang e
Denhardt, 2008). Tem funcdes versateis, incluindo um papel na reconstrucao de tecidos, na
fibrose, na mineralizacao, na imunomodulacdo e nas inflamacdes (Higashikawa et al., 2007;
Wang e Denhardt, 2008). A principal via utilizada pela osteopontina para influenciar o
comportamento celular, é através da interaccdo com integrinas ou CD44 (Higashikawa et al.,
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2007; Rodrigues et al., 2007; Wang e Denhardt, 2008). As integrinas sao glicoproteinas de
superficie celular heterodimeras que intervém na resposta celular para as proteinas da matriz
extra-celular (Goldsby et al., 2000; Higashikawa et al., 2007; Rodrigues et al., 2007). A osteopontina
possui a sequéncia candnica de reconhecimento das integrinas, arginina (R) - glicina (G) -
aspartato (D), (RGD), a qual é reconhecida por quatro integrinas: a,8;, a,8s;, a,8s € asB;. No
entanto, a osteopontina pode ligar-se a outras integrinas sem ser através da sequéncia (RGD)
(Higashikawa et al., 2007; Rodrigues et al., 2007; Wang e Denhardt, 2008). A osteopontina foi
identificada como sendo um biomacador em varios tipos de cancros e doencas inflamatdrias
(Higashikawa et al., 2007; Wang e Denhardt, 2008).

Geralmente, a osteopontina é extremamente hidrofilica (Rodrigues et al., 2007; Wang e
Denhardt, 2008) com um ponto isoeléctrico baixo (3,5) e mostra uma composicdo em
aminoacidos inabitual com 42 serinas, 48 aspartatos e 27 glutamatos, o que constitui quase

metade dos residuos da osteopontina humana (298 residuos) (Rodrigues et al., 2007).

1.4.10. Ubiquitina

A ubiquitina (Ub) é uma pequena proteina de 76 residuos de aminoacidos (Garzon et
al., 2007; Chew et al., 2005) que pode ligar-se covalentemente a outras proteinas através de
cascatas enzimaticas compostas por ubiquitina de activacao e enzimas de conjugacao (UBA ou
E1 e UBC ou E2, respectivamente) e da ubiquitina ligase (E3) (Garzén et al., 2007). Ela € uma
proteina abundante nos eucariotas (Ent e Léwe, 2005; Chew et al., 2005) e é essencialmente
composta de hélices-a e varias voltas (Filby, 1998).

A ubiquitina € o membro mais estudado e mais entendido da familia das proteinas
ligadas a Ub, que inclui o tipo 1, ubiquitina como proteina (UBLs, Ubiquitin-Like) e o tipo 2,
ubiquitina dominio de proteina (UDPs, Ubiquitin-Domain Proteins) (Chew et al., 2005).

A ubiquitina pode ligar-se a uma proteina como um mondémero ou como uma cadeia
de poli-ubiquitinas, onde elas também estdo ligadas através de pontes isopeptidicas. A
ubiquitinizacao regula uma variedade de processos celulares, incluindo a endocitose; o
trafego vesicular; o controlo do ciclo celular; a resposta ao stress; a reparacdo do ADN (Acido
desoxirribonucleico); a sinalizacdo e a transcricao de genes. Até agora, foram identificados
dezasseis dominios de interaccdao com a ubiquitina e foram determinadas varias estruturas

complexas (Hong et al., 2009).
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1.5. REACCOES ALERGICAS

Acredita-se que as reacgOes alérgicas aos alimentos resultam de uma resposta
aumentada do sistema imunitario a antigénios da dieta, principalmente proteinas alimentares
(Mine, 2008).

Os alimentos contém uma grande variedade de proteinas, mas somente uma pequena
fraccao desses polipéptidos sao alergénios (substancia que provoca ou pode provocar alergia).
A maioria das proteinas alimentares alergénicas tem massas moleculares entre os 10 e os 70
kDa. Contudo, foram ja separadas varias proteinas de massa molecular inferior aos 10 KDa,
originarias por exemplo do extracto de amendoim e de amostras de leite hidrolisado (Bayard e
Lottspeich, 2000).

As alergias alimentares representam um crescente risco de salde para as populacoes
de paises industrializados. A forma mais comum e mais estudada de alergia alimentar,
também conhecida por Reaccao de Hipersensibilidade Tipo |, € mediada por uma classe de
anticorpos segregada pelos linfocitos B designada por Imunoglobulina E (IgE) (Mine, 2008).
Pensa-se que cerca de 5-6% das criancas e mais de 2% dos adultos sofrem de algum tipo de
alergia alimentar mediada pela IgE. Em geral, a reactividade da IgE e por consequéncia, o
risco de desenvolver alergias contra proteinas alimentares, deve-se a estrutura 3D
(tridimensional) dessas mesmas proteinas. Areas especificas expostas a superficie das
proteinas alergénicas, conduzem a um aumento da producao de anticorpos de IgE especificos
(Mine, 2008, Hoffmann-Sommergruber e Mills, 2009). Muitos dos alergénios existem como
isoalergénios, ou seja, proteinas constituidas por, pelo menos, 67% de sequéncias de
aminoacidos idénticas e com diferentes graus de glicolizacdo. Os alergénios alimentares sao
geralmente glicoproteinas com um ponto isoeléctrico acidico (Bayard e Lottspeich, 2000). Foram
identificados em varias proteinas, diversos residuos de aminoacidos essenciais para o

reconhecimento dos anticorpos (Hoffmann-Sommergruber e Mills, 2009).

1.5.1. Epitopos

As células imunoldgicas nao interagem ou reconhecem uma molécula antigénica
completa. Em vez disso, os linfocitos reconhecem sitios discretos na macromolécula
denominados de epitopos ou determinantes antigénicos. Os epitopos sdo regides
imunologicamente activas de um antigénio onde se ligam os receptores de membrana
especifica do antigénio nos linfocitos ou nos anticorpos segregados (Goldsby et al., 2000).

Os estudos com antigénios pequenos revelaram que as células T e B reconheceram
epitopos diferentes numa mesma molécula antigénica. Os linfocitos com um antigénio
complexo podem interagir a varios niveis com a estrutura do antigénio. Um epitopo num
antigénio proteico pode envolver elementos da estrutura primaria, secundaria e terciaria ou
até mesmo quaternaria da proteina. Nos polissacarideos, uma ramificacao extensa de cadeia

lateral por ligacoes glicosidicas afecta a conformacao dos epitopos (Goldsby et al., 2000).
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O reconhecimento dos antigénios pelas células B e T é fundamentalmente diferente.
As células B reconhecem o antigénio solivel quando este se liga ao seu anticorpo ligado a
membrana. Como as células B se ligam ao antigénio livre na solucdo, os epitopos que elas
reconhecem tendem a ser sitios altamente acessiveis na superficie exposta de um antigénio.
A maioria das células T reconhece somente os péptidos combinados com as moléculas do MHC
(Main Histocompatibility Complex) que estdao na superficie das células de antigénio e nas
células praprias alteradas. Como a maioria das células T reconhece o antigénio apenas quando
ele esta combinado com uma molécula do MHC, os epitopos da célula T, como regra, nao

podem ser considerados fora das suas moléculas do MHC associadas (Goldsby et al., 2000).

1.5.2. Imunoglobulinas (Ig)s

1.5.2.1. IgE

A potente actividade biologica da IgE (Figura 14), permite-lhe ser identificada no
soro, apesar da sua concentracdo média ser extremamente baixa (0,3pg/ml). Os anticorpos
IgE medeiam as reaccdes de hipersensibilidade imediata que sdo responsaveis pelos sintomas
da febre do feno; asma; urticaria e choque anafilatico. A presenca do componente sérico
responsavel pelas reaccdes alérgicas foi pela primeira vez demonstrada em 1921 por K.
Prausnitz e H. Kustner, que injectaram dermicamente o soro de uma pessoa alérgica num
individuo nao alérgico. Quando o antigénio apropriado foi injectado posteriormente no mesmo
local, desenvolveu-se uma reaccdo de vermelhdo e inchaco (analogo e urticaria). Esta
reaccdo, denominada de reacg¢do P-K, foi a base para o primeiro ensaio biolégico para a
actividade da IgE (Goldsby et al., 2000).

A IgE liga-se aos receptores Fc das membranas dos
baséfilos sanguineos e dos mastocitos tissulares. A ligacao
cruzada das moléculas de IgE, ligadas ao receptor pelo
antigénio (alergénio), induz a degranulacao dos baséfilos
e dos mastocitos; como resultado, é libertada uma
variedade de mediadores farmacologicamente activos dos

granulos, causando as manifestacoes alérgicas. A

degranulacdo dos mastécitos induzidos pelas IgE pode

também  libertar ~mediadores que facilitam 0 Figura 14: Estrutura geral da IgE.

Representacao das cadeias leves
(rosa) e das cadeias pesadas
antiparasitas (Goldsby et al., 2000). (amarelo). As pontes dissulfuretos
estdao representadas por linhas
pretas finas. (Adaptado de Goldsby
et al., 2000)

recrutamento de varias células necessarias para a defesa

1.5.3. Mecanismos celulares e moleculares da Alergia Alimentar

A etiologia da Reaccao de Hipersensibilidade Tipo | envolve duas fases: a) fase de

sensitizacao, sem sintomas, durante a qual o sistema imunitario esta activado, resultando na
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producao de anticorpos pertencentes a imunoglobulina de classe E e b) fase de estimulacao,
com respostas clinicas especificas como os sintomas alérgicos, as quais ocorrem apds a
subsequente exposicdo aos compostos alergénicos. Durante o inicio da reaccdo alérgica,
demonstrou-se que os antigénios podem atravessar a barreira intestinal (Figura 15), serem
capturados pelas células imunoldgicas basilares, serem processados e apresentados pelas

células de apresentacao de antigénios (células denditricas) (Mine, 2008).
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Figura 15: Mecanismo molecular e celular da alergia alimentar. As letras B e T representam
respectivamente os linfocitos B e T. Th1 e Th2 representam respectivamente as células T helper 1 e 2.
As diferentes interleucinas estdo representadas através de (IL-4 e IL-13). IFN-y representa o interferdo
gama (Interferon-y). IgE e IgM representam respectivamente as imunoglobulinas E e M. A letra (M)
representa uma célula ao acaso da membrana gastrointestinal. (Adaptado de Mine, 2008)

Usualmente é aceite que a resposta imunitaria resulte de um balanco entre dois
subtipos de linfécitos T, os CD4+ (cluster of differentiation 4) T helper 1 (Th1) e linfocitos T
helper 2 (Th2) (Mosmann et al., 1986; Mosmann e Coffman 1989). Em geral, as células Th1
desempenham um papel importante na imunidade mediada por células com a secrecao de
citocinas tais como a interferao y (INF-y), interleucina 2 (IL-2) e factor de necrose tumoral B

(TNF-B), os quais promovem o desenvolvimento de linfocitos T citotoxicos e macrofagos
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(Untersmayr e Jensen-Jarolim, 2006). Por outro lado, as células Th2 promovem respostas
imunitarias humorais primarias, com a expressao de citocinas como a IL-4 e IL-13
(promovendo a sintese de IgE), IL-5 (proliferacao eosindfila) e IL-9 (activacao de mastdcitos).
O padrao dominante de citocinas que conduz a formacao de células Th2, tem sido associado a
resposta imunitaria alérgica. A relacao Th1/Th2 apresenta uma caracteristica importante e
curiosa, pois tanto um tipo celular como o outro tém capacidade de se regularem
mutuamente. Os niveis e tipos de citocinas encontrados pelas células T helper “naive” tém
um papel importante em determinar se ela se ira desenvolver numa célula Th1 ou numa Th2.
Citocinas como a IL-4 promovem a diferenciacdo das células T helper “naive” em fenotipos
Th2, enquanto que a IL-12 e a INF-y sao importantes no desenvolvimento das células Th1
(Mine, 2008).

Em individuos saudaveis, a ingestao de antigénios indcuos leva a um estado de
tolerancia oral, enquanto que individuos alérgicos irdao desenvolver, na mucosa
gastrointestinal, um microambiente de citocinas onde a IL-4 é dominante. Quando os
antigénios alimentares sdao apresentados as células T “naive”, através das células
apresentadoras de antigénio, irdo ser geradas células Th2 especificas desses antigénios. A
activacdo das células Th2 ira conduzir a producdao de IL-4 e IL-3, as quais promovem a
producao de IgE pelas células B. A IgE especifica dos alergénios ira entdo ligar-se aos seus
receptores de alta afinidade, presentes na superficie dos mastocitos. Numa ingestao
subsequente do alergénio alimentar, a apresentacdo do antigénio ira levar a activacao rapida
das células Th2, seguida pela activacdo dos eosinofilos e basofilos. Entretanto, os fragmentos
alergénicos também podem interagir com IgE ligadas a receptores de mastocitos,
desencadeando a agregacao de receptores e a subsequente libertacao de mediadores de
inflamacao, tais como as histaminas, as quais sao directamente responsaveis pelos sintomas

clinicos das alergias alimentares (Mine, 2008).

1.6. METODOS DE ESTUDO

As principais caracteristicas de qualquer proteina sdo: o peso molecular, a
composicao em aminoacidos e as cargas. Todas estas caracteristicas podem ser calculadas
com exactidao através da sequéncia de aminoacidos e todos estes calculos podem ser
efectuados, usando um programa de calculo (Filby, 1998), tal como o Microsoft Excel.

Em quase todos os métodos descritos aqui, a proteina ou a sequéncia de aminoacidos
a ser analisada, sao inseridas na primeira coluna da primeira folha de calculos, a qual é

sempre etiquetada como “Calculos” (Filby, 1998).
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1.6.1. As escalas de hidrofobicidade

Uma caracteristica que determina a estrutura e a estabilidade das proteinas é a
interaccao de aminoacidos hidrofobicos. Estes aminoacidos tendem a associar-se no interior
da proteina e em regides da proteina que atravessam as membranas celulares. Muitas
proteinas importantes, possuem um ou mais dominios que atravessam a membrana celular e a
identificacdo de cada regiao tem implicacoes para a topologia e a funcdo da proteina em
causa. Sao necessarios cerca de vinte aminoacidos para atravessar uma membrana celular
tipica. Os aminoacidos contidos nessa porcdo da sequéncia, sdo principalmente aminoacidos
hidrofobicos e sao frequentemente regides abrangentes da membrana. Tais regibes, sao
relativamente faceis de delimitar com um programa de computador, porque elas sdo ricas em
aminoacidos hidrofobicos e porque as suas vizinhancas sdo ainda mais ricas em aminoacidos
carregados e neutros.

Existe uma vasta variedade de valores para medir o grau de hidrofobicidade dos
aminoacidos. Estes valores sao baseados numa compilacdo de propriedades tipicas dos
aminoacidos incluindo a solubilidade em agua em comparacao a sua solubilidade em solventes
organicos, e a frequéncia a qual eles sao encontrados no interior das membranas ou em
contacto com outros aminoacidos hidrofobicos em proteinas conhecidas. Como nado existe
nenhum método padronizado de efectuar estes calculos, varios autores propuseram diferentes
valores de escala de hidrofobicidade (Tabela 5) (Filby, 1998). A escala mais utilizada é a de
Kyte & Doolittle (Kyte e Doolittle, 1982), ou ainda a de Sweet, também conhecida como OMH
(Optimized Matching Hydrophobicity) (Sweet e Eisenberg., 1983). A escala de Kyte & Doolittle é
fundamentalmente parecida a escala de Rao & Argos (Rao e Argos, 1986) porque se baseia numa
compilacdo de propriedades de solubilidade e estrutura dos diferentes aminoacidos e foi
especificamente desenvolvida para identificar as regides transmembranares das proteinas.

Os valores dos métodos de Hopp & Woods (Hopp e Woods, 1981) e Welling & al. (Welling
et al., 1985) sdo baseados em tentativas de prever regides provaveis de se localizarem na
superficie da proteina e consequentemente locais onde anticorpos (alergenecidade) e outras
proteinas possam ligar-se. Em ambos os casos, os picos representam tais regides. Como essas
regides sdo geralmente muito pequenas uma dimensao razoavel de residuos de aminoacidos
sera de cerca de 7 aminoacidos. Existem outras duas escalas comummente utilizadas, que
sao: a escala de Eisenberg et al., (Eisenberg et al., 1984) uma escala harmonizada e a de Black
(Black e Mould, 1991), a mais recente. Ao escolher uma ou outra dessas escalas, cada valor é
atribuido ao respectivo aminoacido. Os aminoacidos carregados tém um valor negativo,
enquanto que os aminoacidos fortemente hidrofobicos tém valores positivos (Filby, 1998). As
escalas de hidrofobicidade reflectem a preferéncia das cadeias laterais dos aminoacidos por
meios polares e/ou apolares e desta forma atribuir um parametro numérico a cada residuo.
Os valores de hidrofobicidade reflectem as determinacdes de energia livre de transferéncia

de um aminoacido de um solvente apolar para um polar. Ao atribuir valores numéricos a cada

=26 -



Previsdo por métodos informaticos da estrutura secundaria de proteinas e de algumas propriedades associadas

residuo de uma sequéncia e seguidamente compara-los com uma amostragem de tamanho

predefinido, estabelece-se o perfil hidrofdbico (Whitford, 2005).

Tabela 5: Representacéo de varias escalas de hidrofobicidade

1,8 -0,5 -0,400 1,150 0,620 0,616
2,5 -1 0,170 -1,200 0,290 0,680
-3,5 3 -1,310 0,650 -0,900 0,028
-3,5 3 -1,220 -0,710 -0,740 0,043
2,8 -2,5 1,920 -1,410 1,190 1,000
-0,4 0 -0,670  -1,840 0,480 0,501
-3,2 -0,5 -0,640 3,120 -0,400 0,165
4,5 -1,8 1,250 -2,920 1,380 0,943
-3,9 3 -0,670 2,060 -1,500 0,283
3,8 -1,8 1,220 0,750 1,060 0,943
1,9 -1,3 1,020 -3,850 0,640 0,738
-3,5 0,2 -0,920 -0,770 -0,780 0,236
-1,6 0 -0,490 -0,530 0,120 0,711
-3,5 0,2 -0,910 -0,110 -0,850 0,251
-4,5 3 -0,590 0,580 -2,530 0,000
-0,8 0,3 -0,550 -0,260 -0,180 0,359
-0,7 -0,4 -0,280 -0,450 -0,050 0,450
4,2 -1,5 0,910 -0,130 1,080 0,825
-0,9 -3,4 0,500 -1,140 0,810 0,878
-1,3 -2,3 1,670 0,130 0,260 0,880

Quando estes valores estdao distribuidos num intervalo de vinte aminoacidos, no
grafico aparece distintamente um pico, se houver muitos residuos hidrofébicos ou caso
contrario, uma depressao (Filby, 1998).

A tabela 6, resume todos os elementos necessarios para calcular o parametro H; que
corresponde a média dos valores de hidrofobicidade de 7 aminoacidos consecutivos; o Ha
(indice de hélices a) e o H,g, indice de antigenicidade. Todos estes calculos baseiam-se em
duas escalas de hidrofobicidade: a de Kyte & Doolittle serve para calcular H; e Ha , enquanto
que a escala de Hopp & Wood serve para calcular Hag (Han e Tashjian, 2003). A mesma tabela
representa apenas os vinte primeiros residuos da BSA.

A coluna A representa a posicao de cada aminoacido ao longo da cadeia. A coluna B
representa o tipo de aminoacido de cada posicdo. As colunas C e D, representam o valor da
hidrofobicidade de cada escala para cada tipo de aminoacido. A coluna C mostra a escala de

Kyte & Doolittle e a coluna D, a escala de Hopp & Wood (Han e Tashjian, 2003).
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Tabela 6: Representacao da tabela de calculos da hidrofobicidade para H;; Ha
e Hyg, de uma amostra dos 20 primeiros aminoacidos da BSA. HYKD (escala
hidrofébica de Kyte & Doolittle); HYHW (escala hidrofobica de Hopp & Wood).

A B C D E F G

— ]

Os valores da coluna E, comecam a partir do quarto residuo e terminam quatro
residuos antes do fim da cadeia total, porque cada um destes valores, representa a média
aritmética de sete aminoacidos consecutivos. Por exemplo: o primeiro valor da coluna E é a
média dos valores que vao da posicao 1 a posicao 7 da coluna C. O segundo valor da coluna E
€ a média dos valores que vao da posicao 2 a posicao 8 da coluna C e assim sucessivamente
até ao fim (Han e Tashjian, 2003).

Os valores da coluna F, comecam a partir do nono residuo e terminam nove residuos
antes do fim da cadeia total. A obtencao de cada um deles requer um calculo particular
(Equacdo 1.1), mas que pode traduzir-se por uma média ponderara que implica dezassete

aminoacidos consecutivos (Han e Tashjian, 2003).

C1+C17+C2+C16+E4HED o5 0434 (C6FC12)X3, (CB1C10) g

= 10 11
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A coluna G representa os valores da antigenicidade. Eles comecam com o primeiro

residuo mas terminam seis residuos antes do final da sequéncia de aminoacidos. O calculo de

cada valor consiste na média aritmética dos valores de hidrofobicidade de seis residuos

consecutivos, na escala de Hopp & Wood. O primeiro valor da coluna G é a média dos valores

que vao da posicdo 1 a posicao 6 da coluna D. O segundo valor da coluna G é a média dos

valores que vao da posicao 2 a posicao 7 da coluna D e assim sucessivamente até ao fim (Han e

Tashjian, 2003).

A obtencdo de todos estes valores, (colunas E, F e G), permite elaborar graficos

(Figura 16) nos quais é possivel prever o comportamento das proteinas em solventes como a

agua (H;), a existéncia de hélices a (Ha) ou ainda o comportamento antigénico das proteinas
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Figura 16: Analise do receptor TRH do rato para o H;, o

Ha e o Hpe. Adaptado de: Han e Tashjian, 2003
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Neste  exemplo  concreto,

observa-se a analise dos trés
parametros (H;, Ha e H,g), para a TRH
(Thyrotropin-releasing hormone,
hormona tirotropina) do rato que tem
um comprimento de 412 residuos de
No Hy

acima do valor da linha horizontal 1,6,

aminoacidos. e Ha, valores
sao considerados hidrofdobicos. No Ha,
abaixo do valor da linha
0,8,

hidrofilicos. No H,g, as regides com

valores

horizontal sao considerados
valores elevados sao zonas antigénicas
plausiveis. Os tracos nos graficos de H;
e Ha indicam uma previsao de hélices
transmembranares. As setas no grafico
do Hyg

antigenicidade (Han e Tashjian, 2003).

prevéem regides de alta
Para as apresentacoes graficas,
pode utilizar-se qualquer programa

(Microsoft® Excel, SPSS ou outros),

susceptivel de gerar este tipo de graficos a partir de uma matriz de dados como a tabela 6.

1.6.2. Composicdo da proteina

O uso das folhas de calculo, permite visualizar a composicdo relativa em cada

aminoacido e a contagem do numero total de cada tipo de aminoacidos existentes na
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proteina. Esta informacdo é designada de “composicdo em aminoacidos” e é muito Util
porque estes vinte valores (dos 20 aminoacidos que compdem as proteinas), sdo totalmente
especificos a cada proteina (Filby, 1998).

A tabela 7 ajuda a visualizar e entender melhor este método. A coluna A representa a
sequéncia (neste caso, incompleta) de aminoacidos da proteina em estudo. A coluna B
representa o codigo dos vinte aminoacidos principais que compdem habitualmente as
proteinas. A coluna C representa a quantidade real de cada aminoacido que compdem a
proteina em estudo. A obtencdo destes valores é feita através de uma expressao (Equacao
1.2) matematica adequada ao programa de calculo. Esta expressao significa que o programa
vai contar todos os aminoacidos correspondentes ao “codigo”, ao logo da sequéncia de
aminoacidos que no caso da BSA, sdo 607. Os nimeros da expressdo correspondem a linha da
folha de calculo onde se encontra o aminoacido e ndo a posicdo deste na cadeia
polipeptidica. A segunda linha corresponde ao primeiro aminoacido, a terceira corresponde ao

segundo e assim por ai adiante.

=CONTAR.SE(§$2:$A$608;"Cddigo") 1.2

A coluna D corresponde a percentagem de cada aminoacido existente na proteina em

estudo. Os valores sdo obtidos através da equacao 1.3.

(Aminoacido em causa) X 100 13

Numero total de AA da proteina

A coluna E corresponde a percentagem de cada aminoacido encontrado numa proteina
de comparacdo. A coluna F representa a percentagem relativa de cada aminoacido presente
na proteina em estudo. Esta relatividade refere-se a percentagem de cada aminoacido que a
proteina (Coluna D) tem, relativamente a percentagem desse mesmo aminoacido na proteina

de comparacao (Coluna E), (Equacao 1.4).

Val d l D
alores da coluna 14

Valores da coluna E

A coluna G representa a média da percentagem relativa das proteinas em geral.

Estipulou-se que essa média te um valor unitario (1) (Filby, 1998), seja qual for o aminoacido.
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Tabela 7: Representacdo da composicdo real e relativa da BSA em aminoacidos, assim como a
percentagem de cada um deles. Nesta tabela também esta representada a média real e relativa dos
aminoacidos das proteinas em geral.

----———
| Proteinaemestudo |

S€d. | 4higo %‘1 L Media de AA e Uma | g6 ge | Média de
De AA 9 Y I AA AA
comparacao

v | A ] 7,91 7,26 1,089221 1
35 577 1,76 3,276172 1
8 40 es9 5,18 1,272159 1
59 972 6,22 1,562690 1
30 494 4,06 1,217325 1
17 2,80 6,81 0,411257 1
1 | H P 2,80 2,23 1,255901 1
[ s | 1 Y 5,75 0,429769 1
60 9,88 5,88 1,681068 1
65 10,71 9,24 1,158918 1
5 0,82 2,33 0,353529 1
14 231 4,68 0,492826 1
| F | p |G 4,98 0,926275 1
s 9 20 32 4,04 0,815568 1
- 2 a2 5,17 0,828503 1
32 527 7,39 0,713373 1
34 560 5,94 0,942983 1
38 6,26 6,41 0,976645 1
| R | w 0,49 1,32 0,374420 1
21 346 3,26 1,061239 1
I

A obtencao e recolha destes dados, sao frequentemente usados na construcao de
graficos em radar. Nesse tipo de graficos, o tamanho dos picos esta proporcionalmente ligado
a percentagem e quantidade de cada aminoacido. Cada grafico fornece uma visao global da
composicao em aminoacidos e sdo muito Uteis para comparar o perfil de duas proteinas
diferentes. Os aminoacidos sao distribuidos no sentido horario e por ordem alfabética
correspondente ao codigo de letra unitaria de cada aminoacido. No entanto, pode ser
utilizada qualquer outra ordem de distribuicao (Filby, 1998).

O problema com os graficos em radar, é que alguns aminoacidos sao mais abundantes
dentro da proteina que outros. Isto significa que a percentagem e/ou a quantidade dos

aminoacidos presentes na proteina, ira desenhar um grafico totalmente assimétrico. A
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interpretacao desses graficos nao é muito obvia aos olhos de quem ¢ inexperiente na matéria.
E por essa razdo que se compara os graficos obtidos com graficos de proteinas conhecidas
(Filby, 1998).

A elaboracao de graficos tendo em vista as propriedades quimicas dos aminoacidos
como a solubilidade ou outro tipo de propriedades, é muito simples de fazer. Por exemplo: ao
colocar os aminoacidos mais carregados a direita e os mais hidrofébicos a esquerda, vai gerar
um grafico em radar no qual serd mais facil observar o comportamento global da proteina
(Filby, 1998).

1.6.3. Determinacgao das cargas

Em condicoes fisiologicas, alguns aminoacidos estdao carregados positivamente ou
negativamente. O montante e a localizacdo dessas cargas, sao caracteristicas importantes da
proteina e a concentracao das cargas positivas ou negativas também estdo associadas com
tipos particulares de propriedades de ligacao, por exemplo: sao frequentemente encontradas
regioes basicas na ligacao de proteinas ao ADN (Filby, 1998).

Sob condicdes ligeiramente acidas, apenas cinco aminoacidos contribuem para a carga
total das proteinas. Os aminoacidos basicos, tais como a lisina e a arginina, tém carga perto
de (+1). O aminoacido meio basico como a histidina, tem uma carga cerca de (+0,5). E os
aminoacidos acidos tais como o glutamato e o aspartato, tém uma carga perto de (-1). Sendo
assim, coloca-se estes valores na folha de calculo, a frente dos respectivos aminoacidos de
maneira a poder calcular-se as cargas das proteinas. Frente aos restantes aminoacidos,
coloca-se o valor de carga (0) (Filby, 1998).

A tabela 8, ilustra perfeitamente o método de calculo das cargas das proteinas. A
coluna A representa (na vertical) a sequéncia de aminoacidos da proteina em estudo. As
colunas B, C, D, E e F, representam os valores da carga de cada um desses aminoacidos,
quando ele esta presente na cadeia polipeptidica, (coluna A). A coluna G, representa os
valores do somatorio de B a F. A coluna H, representa os mesmos valores que G, s6 que em
absoluto (sem valores negativos). Cada célula da coluna I, representa a soma das cargas reais
(G) de 28 residuos de aminoacidos. Por exemplo: a primeira célula da coluna I, é a soma do
residuo 1 até ao residuo 28 da coluna G. O mesmo acontece com a coluna J. A Unica diferenca
€ que a soma é calculada na coluna H. Os calculos continuam, deslocando-se cada vez de 1

aminoacido: de 2-29, de 3-30, etc...
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Tabela 8: Representacéo dos calculos de uma amostra de 28 aminoacidos da a-caseina s1.

Cargas
Sequénci | Aspartat | Glutamat | Lisin | Arginin | Histidin | Somatori in?:rr\?al
a de AA 0 0 a a a (o] o de 28
AA

0 0 0 0 0 0 0o 5 5
0 0 1 0 0 1 1 4 6
0 0 0 0 0 0 o 3 5
0 0 0 0 0 0 o 3 5
1 P 0 0 0 0 0 0o (38 5
0 0 0 0 0 0 o 2 6
0 0 0 0 0 0 o 2 &6
0 0 0 0 0 0 o 2 &6
0 0 0 0 0 0 o 2 6
0 0 0 0 0 0 o 3 7
0 0 0 0 0 0 o 3 7
0 0 0 0 0 0 o 3 7
0 0 0 0 0 0 o 3 7
0 0 0 0 0 0 o 3 7
0 0 0 0 0 0 o 3 7
B o 0 0 1 0 1 e
. p P 0 0 0 0 0 o 2 &6
0 0 1 0 0 1 1| a ]
0 0 0 0 05 05 05 0 6
- 0 0 0 0 0 0 0 o5 &
- 0 0 0 0 0 0 O I

05 5
0 0 1 0 0 1 1 05 2
0 0 0 0 05 05 05 .. ©

15 5
Bl o 0 0 0 0 0 0 1 7
0 0 0 0 0 0 TIERE
0 0 0 0 0 0 o 1 7
| p P 0 0 0 0 0 o -2 8
Bl o 0 0 0 0 0 o 2 8
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1.6.4. Método de Chou & Fasman

O maior problema em biologia molecular, é a previsdao da estrutura tridimensional
proteica com base na sua sequéncia de aminoacidos. Actualmente é muito mais facil obter
essa mesma sequéncia de uma proteina do que a sua estrutura. As proteinas contém apenas
alguns tipos de estrutura fundamentais; estas sao: a hélice-a; a folha-B e a volta. Cada uma
tem um conteldo e arranjo caracteristico de aminoacidos, e existem varios métodos
computacionais destinados a identificar este tipo de sequéncias. Um método de prever uma
estrutura proteica foi estabelecido por Chou e Fasman (Filby, 1998) e uma versao funcional do
mesmo pode ser implantado no Excel. Esta versdao € uma das grandes variedades que podem
ser construidas na base do algoritmo de Chou e Fasman, que nao esta claramente definido na
literatura (Filby, 1998).

Existem dois factores de probabilidades das voltas, chamados PT (Probability Turn) e
P; (probability turn). Apesar de terem o mesmo nome, estes factores sao calculados de
maneira distinta. PT é a média dos valores de quatro aminoacidos consecutivos calculados a
partir de J4, (Tabela 10). O factor (P;) € o produto das probabilidades calculadas nas colunas

X a AA, (Tabela 9), através dos mesmos quatro aminoacidos (Filby, 1998).

Tabela 9: Matriz de probabilidades através da qual se aplica o algoritmo de Chou & Fasman para a
elaboracao da tabela 9. Esta matriz é idéntica para todas as proteinas.

S T U \% W X Y Z AA

1,42 0,83 0,66 0,06 0,076 0,035 0,058
0,7 1,19 1,19 0,159 0,053 0,117 0,128
1,01 0,54 1,46 0,147 0,11 0,179 0,081
1,51 0,37 0,74 0,056 0,06 0,077 0,064

1,13 1,38 0,6 0,059 0,041 0,065 0,065
0,57 0,75 1,56 0,102 0,085 0,19 0,152

1 0,87 0,95 0,14 0,047 0,093 0,054
1,08 1,6 0,47 0,043 0,034 0,013 0,056
1,16 0,74 1,01 0,065 0,115 0,072 0,095
1,21 1,3 0,59 0,061 0,025 0,036 0,07
1,45 1,05 0,6 0,068 0,082 0,014 0,055

0,67 0,89 0,98 0,161 0,083 0,191 0,091
0,57 0,55 1,52 0,102 0,301 0,034 0,068
1,11 11 0,98 0,074 0,098 0,037 0,098
0,98 0,93 0,95 0,7 0,106 0,099 0,085
0,77 0,75 1,43 0,12 0,139 0,125 0,106
0,83 1,19 0,96 0,086 0,108 0,065 0,079
0,7 1,7 0,5 0,062 0,048 0,028 0,053
1,08 1,37 0,96 0,077 0,013 0,064 0,167
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0,69 1,47 1,14 0,082 0,065 0,114 0,125

A existéncia de uma hélice-a numa determinada regido da proteina sé é possivel se o
valor da probabilidade num intervalo de sete aminoacidos for superior a 1,05. O mesmo
acontece com as folhas-B. Esta determinacao é efectuada pela equacdo (1.5) em 06 (Tabela
10).

= SE(E(K6 > L6; K6 > 1,05) = VERDADEIRO; 2;1) 15

A funcao (E) (Equacdo 1.5) da uma resposta de (VERDADEIRO) apenas se o valor de hélice-a
for superior ao valor de folha-B (K6>L6) e o valor de hélice-a for superior a 1.05 (K6>1.05)
(Tabela 10). Se (E) for (VERDADEIRO), entdo a célula da folha de calculo toma o valor 2, caso
contrario ela toma o valor 1. Os nimeros 1 e 2 sao escolhidos para produzir um grafico claro e
sem significados intrinsecos. A determinacao de probabilidade das folhas-B € parecida a das
hélices-a, em que a probabilidade das folhas-B deve ser superior a probabilidade das hélices-
a e também deve ser superior a 1.05. A equacao (1.6) na célula P6 (Tabela 10) devolve um
valor igual a 4 se a regido completar estes critérios e 3 se tal ndo acontecer. Mais uma vez os

numeros 4 e 3 sao escolhidos por razdes graficas.

= SE(E(L6 > 1,05; L6 > K6) = VERDADEIRO; 4; 3) 16

A previsao das voltas € mais complexa. As voltas sao previstas se o valor de PT > 1, se
for superior a ambas as probabilidades hélice-a e folha-B e se o valor de P, > 7.5x10™. Os
valores PT (Tabela 10, coluna M), sdo calculados da mesma forma que as hélices e folhas. Os
valores de P; (Tabela 10, coluna N) sao também utilizados e baseados na tabela que enumera
0 quanto frequente determinados aminoacidos sao encontrados em voltas em proteinas
conhecidas. Estes valores sao incluidos nas colunas de X a AA da matriz de probabilidades
(Tabela 9). Estes valores referem-se a frequéncia com que um aminoacido ocorre na primeira;
segunda; terceira e quarta posicao numa volta (fi, fi+1, fi+2 e fi+3 respectivamente) (Filby,
1998).

Para se perceber bem este método, é preciso ter em conta que a elaboracao da
tabela 10 é feita com base na tabela 9, onde consta as probabilidades de encontrar os
diversos aminoacidos nas diferentes estruturas, (hélices-a, folhas-B e voltas). Por essa razao,
todas as equacdes necessarias para o calculo dos diferentes valores das diversas colunas,
utilizam valores da tabela 9. E por isso muito importante ter-se em conta a letra que designa
cada coluna em ambas as tabelas.

A coluna F representa a sequéncia de aminoacidos da proteina. A coluna G representa

a posicao do respectivo aminoacido na matriz de probabilidades (Tabela 9, coluna T).
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Tabela 10: Representacdo da folha de calculos a partir da qual se constroi o grafico de Chou &
Fasman.para as diferentes estruturas: hélice-a, folha-8 e volta. Amostra dos primeiros 9 aminoacido da
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De maneira sucinta, a tabela 11 representa as diferentes funcdes de programacao dos calculos

para as restantes colunas da tabela 10.

Tabela 11: Resumo das diferentes funcdes que permitem calcular os valores das diferentes colunas da tabela 9.

Coluna Funcao

=DESLOCAMENTO($U$4;$G4;0;1;1)
=DESLOCAMENTO($V$4;$G4;0;1;1)
=DESLOCAMENTO($W$4;$G4;0;1;1)
=MEDIA(H4:H10)

=MEDIA(I4:110)

=MEDIA(J4:37)

=PRODUTO(DESLOCAMENTO($X$4;G4;0;1;1);DESLOCAMENTO($4;G5;1;1;1); DESLOCAME
NTO($X$4:G6;2:1;1);DESLOCAMENTO($X$4;G7;3;1;1))

=SE(E(K6>L6;K6>1,05)=VERDADEIRO;2;1)
=SE(E(L6>1,05;L6>K6)=VERDADEIRO;4;3)
=SE(E(M6>K6;M6>L6:M6>1;N6>0,000075)=VERDADEIRO:6:5)
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Os dados sao apresentados graficamente. Os picos representam uma previsao para a
estrutura relevante, enquanto que a falta dos mesmos, prevé a auséncia dessa mesma

estrutura (Filby, 1998).

1.6.5. Estruturas super-enroladas “Coiled-coil”

Um exemplo ainda mais complexo, é o uso do Excel para prever regides provaveis de
formar “coiled coils” (super-hélices), (Tabelas 13; 14). O algoritmo foi descrito por Lupas e os
seus colaboradores e € um pouco complexo, (Tabela 15) (Filby, 1998). A super-hélice-a “coiled
coil”, € um arranjo periédico de aminoacidos hidrofébicos e carregados, em “hepteno” (Filby,
1998; Bujnicki, 2008). Os aminoacidos num segmento de estrutura super-hélice sdo rotulados
como a, b, ¢, d, e, f e g (Filby, 1998). As posicdes a e d geralmente contém aminoacidos
hidrofébicos de grandes dimensdes, frequentemente leucina (Filby, 1998; Bujnicki, 2008),
enquanto que os restantes aminoacidos geralmente possuem carga. As posicoes a e d de duas
hélice-a super-enrolada, interagem e encontram-se geralmente no interior da estrutura.
Lupas e os seus colaboradores determinaram a frequéncia com que cada aminoacido é
encontrado nas sete posicOes possiveis em proteinas conhecidas. Estes dados, que estao
reproduzidos na Tabela 12, mostram a frequéncia relativa em que cada aminoacido é
encontrado numa super-hélice comparando-a com a esperada numa outra proteina qualquer.
Existem sete diferentes valores para cada aminoacido dependendo em que posicdo pode ser
encontrada numa super-hélice, (Tabela 13; colunas I, J, K, L, M, N, O). O proximo aminoacido
também obtém sete valores, mas tal valor deve ser alterado por uma posicao relativa ao
anterior aminoacido, visto que o proximo aminoacido € mais posterior na possivel estrutura
super-enrolada (Tabela 13; coluna H). O valor para a posicao “a” para um aminoacido N deve
estar ligada ao da posicdo “b” para o aminoacido N+1 e por assim adiante. E usado um
intervalo de vinte e oito aminoacidos visto que esse parece ser o comprimento minimo para as
super-hélices na natureza. Os sete conjuntos de valores para cada possivel péptido de 28
aminoacidos sdo multiplicados em conjunto para determinar a raiz vigésima oitava (Equacao
1.7).

*V (Produto dos 28 aminoacidos em cada posicio) 1.7

Os valores mais elevadas de entre os sete possiveis para cada um dos péptidos de vinte e oito
aminoacidos é convertido numa probabilidade baseada em valores obtidas com moléculas da
super-hélices conhecida e esta probabilidade é representada graficamente (Tabela 14; coluna
Y). Este programa tem sido muito eficaz e prevé super-hélices-a em varias moléculas. Em

varios casos estas previsoes tém sido comprovadas (Filby, 1998).
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Tabela 12: Frequéncia com a qual, cada aminoacido é encontrado em cada uma das sete posicoes

possiveis em proteinas super-enroladas conhecidas. Adaptado de Filby, 1998.

Aminoéacidos
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0,37 0,48
1,475 1,534
0,008 0
2,114 1,778
1,163 1,21

0,09 0,122

0,377
0,18
0,663
5,685
0,189
0,211
0,294
0,514
1,815
0,585
0,541
1,722
0
2,55
1,358
0,525
0,791
0,211
0,019
0,19

1,284
0,156
1,62
2,494
0,106
0,426
0,579
0,471
1,961
0,501
0,772
2,456
0
1,578
1,937
0,916
0,843
0,342
0
0,13

0,877
0,044
1,448
3,048
0,013
0,156
0,213
0,431
2,795
0,483
0,663
2,28
0
2,526
1,798
0,628
0,647
0,36
0

0,155

De um ponto de vista mais claro, os calculos efectuados para cada posicao (a, b, c, d,

e, f e g) e para cada aminoacido da proteina, sdo elaborados na tabela 13 (Referéncias 1, 2,

3, 4,5, 6 e7) tendo por base a matriz de frequéncias relativas, (Tabela 12) e aplicando as

funcdes do Microsoft® Excel, (Tabela 15). Por sua vez, os valores obtidos servem de base para

novos calculos, (Tabela 14). O valor de cada célula da tabela 14, da coluna P a coluna Vv, é a

multiplicacdo de 28 valores de aminoacidos consecutivos, elevado a (1/28) ou entdao (*/),

(Equacao 1.7).

.38 -



Previsdo por métodos informaticos da estrutura secundaria de proteinas e de algumas propriedades associadas

Tabela 13: Representacdo da folha de calculos a partir da qual se calcula os valores das 7 referéncias
relativas as 7 posicoes (a, b, c, d, e, f e g) e para cada aminoacido da cadeia polipeptidica. Amostra dos
primeiros 31 aminoacidos.

F G H I J K L M N O
18 1 0 0 0,456 0,019 0 0 0,24
17 2 0,386 0949 0,211 0,342 0,36 1,665 0,403
16 3 0,654 0,791 0,843 0,647 0,169 0,702 0,955
4 4 0,189 0,106 0,013 0,531 0,076 0,403 0,662

5 0,471 0,431 2,597 0,098 0,345 0,894 0,514
15 6 0,628 0,382 0,583 1,052 0,419 0,525 0,916
9 7 3,167 0,297 0,398 3,902 0,585 0,501 0,483
9 8 0,297 0,398 3,902 0,585 0,501 0,483 3,167
9 9 0,398 3,902 0,585 0,501 0,483 3,167 0,297
9 10 3,902 058 0501 0,483 3,167 0,297 0,398
4 11 0,189 0,106 0,013 0,531 0,076 0,403 0,662
15 12 0,916 0,628 0,382 0,583 1,052 0,419 0,525
15 13 0,628 0,382 0,583 1,052 0,419 0,525 0,916
0 14 1,297 1,551 1,084 2,612 0,377 1,284 0,877
19 15 0,09 0,122 1,659 0,19 0,13 0,155 1,417
15 16 1,052 0,419 0,525 0,916 0,628 0,382 0,583
14 17 0,031 1,358 1,937 1,798 0,659 1,163 1,21
5 18 0,211 0,426 0,156 0,045 0,275 0,578 0,216
17 19 0,342 0,36 1,665 0,403 0,386 0,949 0,211
4 20 0,013 0,531 0,076 0,403 0,662 0,189 0,106
14 21 0,659 1,163 1,21 0,031 1,358 1,937 1,798
14 22 1,163 1,21 0,031 1,358 1,937 1,798 0,659
2 23 2,268 0,237 0,663 1,62 1,448 0,03 2,352
16 24 0,654 0,791 0,843 0,647 0,169 0,702 0,955

25 0,294 0,579 0,213 0,347 0,275 0,679 0,395
8 26 1,961 2,795 1,375 2,639 1,763 0,191 1,815
15 27 0,628 0,382 0,583 1,052 0,419 0,525 0,916

28 0,262 3,496 3,108 0,998 5,685 2,494 3,048

29 0,098 0,345 0,894 0,514 0,471 0,431 2,597

30 1,084 2,612 0,377 1,284 0,877 1,297 1,551
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Por exemplo: o primeiro valor da coluna P da tabela 14, é a multiplicacao de 28 valores da
coluna | da tabela 13, que vao desde o indice 1 ao indice 28 (coluna H). O produto dessa
multiplicacao é de seguida elevado a (1/28). O mesmo acontece com os valores que vao
desde o indice 2 ao indice 29 e assim de seguida para todos os aminoacidos e todos as colunas
de P a V da tabela 14.

Tabela 14: Representacdo da folha de calculos a partir da qual se calcula os valores que servirdao a
elaboracdo do grafico das estruturas super-enroladas “Coiled coil”. Amostra dos primeiros 30
aminoacidos da BSA.

P Q R S T U \Y, w X Y

0,47419 0,51883 0,69483 0,69483

0 0 7 7 0 0 9 9 0
0,43677 0,57121 0,48573 0,58368 0,50531 0,57835 0,75652 0,75652 0
8 5 6 8 8 4 2 2
0,45318 0,59224 0,49590 0,61192 0,52164 0,57321 0,79382 0,79382 0
6 8 9 8 5 8 6 6
0,44509 057168 0,4893 0,58812 0,53522 0.55435 0,78421 0,78421 0
8 2 2 5 5
0,47757 0,63418 0,58349 0,59267 0,58999 0.57655 0,70299 0,70299 0
7 8 1 5 3 6 6
0,45280 0,55964 0,55133 0,58731 0,59327 0,57039 0,67832 0,67832 0
4 6 3 8 7 7 1 1
0,47760 0,58188 0,59824 0,57686 0,59623 0,69701 0,69701
4 0,58584 1 9 > 4 4 4 0
0,40438 0,63077 0,61919 0,54129 0,57944 0,62175 0,72488 0,72488 0
9 5 2 5 7 5 8 8
0,40438 0,63077 0,61919 0,54129 0,57944 0,62175 0,72488 0,72488 0
9 5 2 5 7 5 8 8
0,40981 0,56883 0,59704 0,53816 0,55652 0,53412 0,72289 0,72289 0
4 7 7 9 4 1 9 9
0,39033 0,61696 0,63227 0,57476 0,58328 0,77795 0,77795
6 > > 8 0,50913 8 7 7 0
0,44079 0,69062 0,76833 0,56044 0,58373 0,62743 0,78944 0,78944 0
2 7 2 9 2 4 6 6
0.43363 0,66446 0.7657 0,54560 0,57467 0,62611 0,77326 0,77326 0
6 8 5 3 7 7
0,37755 0,67232 0,71196 0,52722 058414 0,60368 0,71594 0,71594 0
1 8 2 8 5 5
0,37833 0,68521 0,72443 0,48020 0,61786 0,61287 0,74620 0,74620 0
9 2 6 8 4 9 4 4
0,39373 0,72435 0,67356 0,48200 0,64461 0,65970 0,72435
7 6 4 9 8 S 9 6 2
0,38030 0,78444 0,67617 0,47173 0,63860 0,66112 0,64400 0,78444 0
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3 4 3 3

0,42973 0,73397 0,63556
2 8 7

0,44567 0,73824 0,66174 0,51847
1 1 5 7

0,45079 0,74300 0,67233 0,49294
5 2 4 5

0,52396 0,76708 0,74879 0,51067
5 2 7 6

0,51993 0,69587 0,71996 0,56967
9 1 4 6

0,50727 0,69240 0,55066
3 2 4

0,50288 0,71704 0,82907 0,55014
2 6 2 8

0,51988 0,68143 0,77552 0,52277
1 5 6 7

0,53281 0,67792 0,79853 0,56573
4 3 8 5

0,52869 0,67547 0,74245 0,56127
5 7 8 1

0,65743 0,77741
6 3

0,54858 0,71580 0,53471
1 9 7

0,52930 0 0,61542
3 6

0,4454

0,79013

0,55564 0,57189
0,57885

0

2

0,66009
5

0,66191
2

0,65926
3

0,69238
6

0,64529
9

0,62826
9
0,64088
0,69144
6

0,69334
9

0,69355
9

0,70377
5

0,62213
1

0

2

0,63656
5

0,62813
9

0,62680
1
0,64245
0,57912
8

0,55777
5

0,59451
6

0,55246
3

0,54202
3

0,56565
8

0,59850
4

0,54209
5

0

8

0,61825
8

0,68557
7

0,70772
8

0,77366
8

0,64877
7

0,63626
4

0,63384
5

0,58893
5

0,63913
4

0,64694
2

0,65963
2

0,56697
9

0

4
0,73397

8 0
0,73824 0

1
0,74300

> 0
0,77366

8 0
0,71996

4 0
0,79013 0
0,82907

> 0
0,77552

6 0
0,79853

8 0
0,74245

8 0
0,77741 0 0

3
0,71580 0 0

9
0,633.542 0 0

A coluna W, representa os valores maximos de cada linha de P a V. A coluna X representa a

probabilidade de existir estruturas super-enroladas. Os seus valores iniciam a partir do

vigésimo oitavo aminoacido e estao sujeitos a oito condicoes.

Se o valor da coluna W for
Se o valor da coluna W for
Se o valor da coluna W for
Se o valor da coluna W for
Se o valor da coluna W for
Se o valor da coluna W for

Se o valor da coluna W for

© N o 0 B~ W DdPRE
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>1,55
>1,48
>1,4

>1,36666

>1,33333

>1,22
>1

entdo assumear vdl

entdo assumear va,9
entdo assume a vdl@B
entdo assuvador 0,6
entdo assuvador 0,4
entdo assumear va,2

entdo assume o vagt

Se o valor da coluna W néo obedecer a estas casdieditdo assume o valoO



Previsdo por métodos informaticos da estrutura secundaria de proteinas e de algumas propriedades associadas

Cada valor da coluna X tem de obedecer a pelo menos uma das sete primeiras condicoes.
Caso contrario, eles assumem sempre o valor (0). A coluna Y representa os dados que irdo
servir para a elaboracao do grafico. Cada valor desta coluna, indica o valor maximo da coluna
X num intervalo de 28 aminoacidos visto que é o comprimento minimo para as super-hélices
(Filby, 1998).

De maneira sucinta, a tabela 15 representa as diferentes funcées de programacao dos

calculos para as colunas da tabela 13 e 14.

Tabela 15: Resumo das diferentes funcdes que permitem calcular os valores das diferentes colunas da tabela 12 e 13.

=PROC($F4;$3AA$4:3AA$23;$AB$4:$AB$23)
=DESLOCAMENTO($AC$4;$G3;RESTO($H3;7);1;1)
=DESLOCAMENTO($AC$4;$G3;RESTO($H3+1;7);1;1)
=DESLOCAMENTO($AC$4;$G3;RESTO($H3+2;7);1;1)
=DESLOCAMENTO($AC$4;$G3;RESTO($H3+3;7);1;1)
=DESLOCAMENTO($AC$4;$G3;RESTO($H3+4;7);1;1)
=DESLOCAMENTO($AC$4;$G3;RESTO($H3+5;7);1;1)
=DESLOCAMENTO($AC$4;$G3;RESTO($H3+6;7);1;1)
=POTENCIA(PRODUTO(I3:130);1/28)
=POTENCIA(PRODUTO(J3:J30);1/28)
=POTENCIA(PRODUTO(K3:K30);1/28)
=POTENCIA(PRODUTO(L3:1.30);1/28)
=POTENCIA(PRODUTO(M3:M30);1/28)
=POTENCIA(PRODUTO(N3:N30);1/28)
=POTENCIA(PRODUTO(03:030);1/28)
=MAXIMO(P3:V3)

=SE(W3>1,55;1;SE(W3>1,48;0,9;SE(W3>1,4;0,8;SE(W36666.0,6;SE(W3>1,33333;0,4;SE(W3>1 2
2;0,2;SE(W3>1;0,1;0)))))))

=MAXIMO(X3:X30)
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2.0BJECTIVO

Este estudo tem como objectivo verificar se a partir das propriedades fisico-quimicas
dos aminoacidos da estrutura primaria das proteinas é possivel prever propriedades das
proteinas como a hidrofobicidade e alergenicidade.

Por outro lado, pretende-se também apresentar previsdes sobre a estrutura
secundaria das mesmas proteinas utilizando diferentes métodos.

Dada a importancia da hidrofobicidade para as propriedades das proteinas, serao
também determinadas as zonas hidrofébicas tendo em conta diferentes escalas de

hidrofobicidade para os aminoacidos.
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3.MATERIAIS E METODOS

3.1. MATERIAIS

3.1.1. Material informadtico

Para este estudo, foi utilizado um computador PC com as seguintes caracteristicas e

programas:

Tabela 16: Caracteristicas do equipamento e sofwares utilizados.

Computador
Marca Asus
Modelo M6Ne
Processador Intel Pentium M, 1.70GHz
Memoéria RAM 2.00Gb

Programa de base

Sistema operativo Microsoft Windows XP
Edicéao Home Edition
Verséo 2002, Service Pack 3

Programas de célculos e tratamento de dados

Célculos _ ) )
_ Microsoft Office Excel, Edigao 2007
Tratamento gréafico

Tratamento de dados Microsoft Office Word, Edigdo 2007

3.1.2. Sequéncias das proteinas

Para a realizacdo deste estudo foram utilizadas oito proteinas alimentares, sendo
quatro do ovo de galinha (lisozima C; ovalbumina; ovomucina e ovomucoide) e outras quatro
do leite de vaca (a-caseina s1; a-caseina s2; B-caseina e B-lactoglobulina); trés presentes no
organismo humano (B-2-microglobulina; osteopontina e ubiquitina) e ainda a albumina do soro
de vaca (BSA) (Tabela 17). O tratamento de dados das mesmas so foi possivel gracas as
sequéncias de aminoacidos de cada proteina disponiveis em banco de dados na internet

(www.uniprot.org).
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Tabela 17: Proteinas em estudo, da clara do ovo, do leite, do organismo humano e BSA.

) Cddigo de referéncia (UniProt)
Proteinas do ovo
[www.uniprot.orgd

Lisozima C P00698

Proteinas da clara de | Ovalbumina P01012
ovo Ovomucina Q98U19
Ovomucoide P01005

Proteinas do leite

A-caseina sl P02662

Proteinas presentes no A-caseina s2 P02663
leite B-caseina P02666
B-lactoglobulin P02754

Proteina de “referéncia”

Albumina do Soro

: ASB (BSA) P02769
Bovino

Proteinas presentes no organismo humano

Osteopontina P31096
Proteinas do organismo B-2-microglobulina P01888
Ubiquitina P62988

3.2 PROTOCOLO

1. Utilizam-se folhas de calculo do “Microsoft Excel” decritas na literarura (Filby, 1998;
Han e Tashjian, 2003) para cada proteina em estudo. As diferentes folhas de calculo
servem para determinar a hidrofobicidade; a alergenicidade; os pontos isoeléctricos;
as cargas; a deteccao de estruturas super-enroladas da hélice a e o prognostico de
Chou e Fasman na deteccdo das hélices a e das folhas B para cada proteina em
estudo.

2. Procura da sequéncia de aminoacidos de cada proteina, na base de dados “UniProt”
(www.uniprot.org/).

3. No espaco “Query”, colocar o nome da proteina desejada e de seguida carregar em

“search”.
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10.
11.

Na lista de proteinas que aparecem com o mesmo nome, seleccionar aquela que se
deseja para o estudo.

Copiar a sequéncia de aminoacidos da proteina escolhida para o “Microsoft Word”.

Em Localizar e substituir escolher substituir e de seguida: Mais — Especial — Espaco
em Branco — Especial — Marca de pardgrafo — Substituir tudo.

Deve obter-se a sequéncia de aminoacidos sob a forma de uma listagem.

Eliminar os espacos em branco restantes.

Copiar a sequéncia de aminoacidos sem os espacos em branco e cola-la numa célula
da folha de calculo previamente programada.

Elaborar graficos.

Repetir os pacos 2 a 10 para cada proteina em estudo.
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4.REGISTO E DISCUSSAO DOS
RESULTADOS

4.1. HIDROFOBICIDADE E ALERGENICIDADE

Nas folhas de calculos para cada proteina, foram usadas cinco escalas de
hidrofobicidade para averiguar sobre a existéncia de diferentes resultados em virtude das
diferentes escalas (Tabela 18). Isto significa que na elaboracdo dos dois primeiros graficos de
cada proteina (Anexo |), estdo representadas essas mesmas cinco escalas, a saber: a escala de
Kyte & Doolittle (Kyte e Doolittle, 1982); de Sweet et al. (Sweet e Eisenberg., 1983), de
Welling et al. (Welling et al., 1985), de Eisenberg et al. (Eisenberg et al., 1984) e a escala de
Black (Black e Mould, 1991). Contudo para se escolher a escala mais adequada procedeu-se a
aplicacdo das diferentes escalas a um conjunto de 150 aminoacidos da BSA (Graficos 1 a 8),
no estudo de H; e H,. Deste modo, em cada ponto da sequéncia primaria o valor de H;
corresponde a média do valor de hidrofobicidade de sete aminoacidos vizinhos usando
qualquer uma das cinco escalas de hidrofobicidade, obtendo-se valores representados por H;.
Hq representa o indice de hélice-a com base nas mesmas escalas de hidrofobicidade e através
da equacdo 4.1, sendo C7 o primeiro residuo de aminoacido da proteina. Esta equacao
permite obter os graficos de H,, onde C representa a célula onde esta registado o valor da
hidrofobicidade do aminoacido correspondente.

As bases do método estao apresentadas em 4.1.

C1+C17+C2+C16+E4HED o5 0434 (COFC12)X3 4 (C81C10) 4 g

H. =
a 10 4.1

Nos graficos de hidrofobicidade H; de cada proteina (Graficos: 9; 16; 25; 34; 43; 46;
47; 58; 67; 76; 85; 94; 103 e 112), esta representado o comportamento hidrofobico da média
de sete aminoacidos consecutivos. Segundo Bomie Han et al., (2003), sdao consideradas
hidrofobicas todas as zonas em que o valor de H; é superior a 1,6 (Recta vermelha). Por outro
lado, sao consideradas hidrofilicas todas as zonas em que o valor de H, é inferior a 0,8 (Recta
verde), como se pode observar no segundo grafico das diferentes proteinas (Graficos: 10; 17;
26; 35; 44; 48; 49; 59; 68; 77; 86; 95; 104 e 113).

No terceiro grafico de cada proteina (Graficos: 11; 18; 27; 36; 45; 50; 51; 60; 69; 78;
87; 96; 105 e 114), esta representado a antigenicidade das mesmas. Os calculos foram
realizados a partir da escala de hidrofilicidade de Hopp & Woods (Tabela 18) (Han e Tashjian,
2003), correspondendo cada pico na escala positiva a uma previsao de regiao de elevada

antigenicidade.
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Tabela 18: Escalas de hidrofobicidade utilizadas no trabalho.

Cddigo dos |Kyte & | Hopp &
Aminoacidos aminoacidos| Doolittle | Woods | Sweet Welling | Eisenberg| Black

Arginina R -4,5 3,0 -0,590 0,580 -2,530 0,000
Aspartato D -3,5 3,0 -1,3100,650 -0,900 0,028
Glutamato E -3,5 3,0 -1,220-0,710 -0,740 0,043
Lisina K -3,9 3,0 -0,670 2,060 -1,500 0,283
Serina S -0,8 0,3 -0,550-0,260 -0,180 0,359
Asparagina N -3,5 0,2 -0,920-0,770 -0,780 0,236
Glutamina Q -3,5 0,2 -0,910-0,110 -0,850 0,251
Glicina G -0,4 0,0 -0,670-1,840 0,480 0,501
Prolina P -1,6 0,0 -0,490-0,530 0,120 0,711
Treonina T -0,7 -0,4 -0,280-0,450 -0,050 0,450
Alanina A 1,8 -0,5 -0,400 1,150 0,620 0,616
Histidina H -3,2 -0,5 -0,640 3,120 -0,400 0,165
Cisteina C 2,5 -1,0 0,170-1,200 0,290 0,680
Metionina M 1,9 -1,3 1,020 -3,850 0,640 0,738
Valina Y, 4,2 -1,5 0,910 -0,130 1,080 0,825
Isoleucina I 4,5 -1,8  1,250-2,920 1,380 0,943
Leucina L 3,8 -1,8 1,220 0,750 1,060 0,943
Tirosina Y -1,3 -2,3 1,670 0,130 0,260 0,880
Fenilalanina F 2,8 -2,5  1,920-1,410 1,190 1,000
Triptofano W -0,9 -3,4 0,500 -1,140 0,810 0,878
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4.2. ESCOLHA DA ESCALAS DE HIDROFOBICIDADE

Ao observar-se as curvas obtidas com as diferentes escalas de hidrofobicidade, tanto
para H; como para Hg, rapidamente se distingue que seja qual for a proteina, a escala que
apresenta uma maior amplitude nas suas variacoes € a escala de Kyte & Doolittle (Han e
Tashjian, 2003). Num sentido totalmente oposto, a escala de Black nao revela grandes

diferencas entre regides com diferentes aminoacidos (Graficos: 1 e 2).

140 - Hidrofobicidade

3,0

20 Y A

1,0 ~

0,0 A PN Vw—pr
oy WAL

_2'0 u
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-4,0 -

0 50 100 150

Residuos de AA

Grafico 1: Representacdo grafica das curvas de hidrofobicidade H; para a escala de Kyte &
Doolittle (preto) e a escala de Black (roxo) na BSA, (numa amostra de 150 aminoacidos de um
total de 607). Linha de referéncia de 1,6 (vermelho).

Hozg - Indice de hélice-a
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Grafico 2: Representacao grafica das curvas de indice de hélice-a (Ha) para a escala de Kyte &
Doolittle (preto) e a escala de Black (roxo) na BSA, (numa amostra de 150 aminoacidos de um
total de 607). Linha de referéncia de 1,6 (vermelho) e linha de referéncia de 0,8 (verde claro).

As escalas de Sweet et al. e de Eisenberg et al. sao muito semelhantes tanto em
termos de variacdo como no comportamento ao longo da sequéncia de aminoacidos (Grafico
3). Para além disso, apesar de nao terem grande amplitude de variacdo, estas duas escalas

tém um comportamento muito idéntico a escala de Kyte & Doolittle (Grafico 4).
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Hy a0 - Hidrofobicidade
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Grafico 3: Representacdo grafica das curvas de hidrofobicidade H; para a escala de Sweet et al.
(verde) e a escala de Eisenberg et al. (azul) na BSA, (numa amostra de 150 aminoacidos de um
total de 607). Linha de referéncia de 1,6 (vermelho).
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Grafico 4: Representacdo grafica das curvas de hidrofobicidade H; para as escalas de Kyte &
Doolittle (preto), de Sweet et al. (verde) e de Eisenberg et al. (azul) na BSA, (numa amostra de
150 aminoacidos de um total de 607). Linha de referéncia de 1,6 (vermelho).

As escalas de Sweet et al. e de Eisenberg et al. tém o mesmo comportamento quando
aplicadas ao calculo do indice de hélices-a (Grafico 5), tal como acontece com o calculo de
hidrofobicidade H; (Grafico 4).
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Grafico 5: Representacao grafica das curvas de indice de hélice-a (Ha) para as escalas de Kyte &
Doolittle (preto), de Sweet et al. (verde) e de Eisenberg et al. (azul) na BSA, (numa amostra de
150 aminoacidos de um total de 607). Linha de referéncia de 1,6 (vermelho) e linha de referéncia
de 0,8 (verde claro).

Os graficos obtidos com a escala de Welling et al. apresentaram variacdes
ligeiramente superiores as obtidas com as escalas de Sweet et al. e de Eisenberg et al.
(Grafico 6). No entanto, continuam a ser inferiores as variacdes obtidas com a escala de Kyte
& Doolittle (Grafico 7).

Hy 40 - Hidrofobicidade

0 50 100 150

Residuos de AA

Grafico 6: Representacao grafica das curvas de hidrofobicidade H; para as escalas de Welling et
al. (castanho), de Sweet et al. (verde) e de Eisenberg et al. (azul) na BSA, (numa amostra de 150
aminoacidos). Linha de referéncia de 1,6 (vermelho).
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Grafico 7: Representacado grafica das curvas de hidrofobicidade H; para as escalas de Kyte &
Doolittle (preto) e de Welling et al. (castanho) na BSA, (numa amostra de 150 aminoacidos de um
total de 607). Linha de referéncia de 1,6 (vermelho).

Para além disso, dependendo dos aminoacidos aos quais se refere, ela pode ter

comportamentos totalmente opostos a de qualquer uma das outras escalas (Grafico 8).
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Grafico 8: Representacdo grafica das curvas de hidrofobicidade H; para as escalas de Kyte &
Doolittle (preto), de Sweet et al. (verde), de Willing et al. (castanho), de Eisenberg et al. (azul)
e de Black (roxo), na BSA, (numa amostra de 150 aminoacidos de um total de 607). Linha de
referéncia de 1,6 (vermelho).

Apesar de nao estar representada graficamente, confirma-se que a escala de Welling
et al. tem o mesmo tipo de comportamento relativamente as outras escalas, quando é
aplicada ao calculo do indice de hélice-a (Hg).

Tendo em conta os resultados obtidos para a BSA (Graficos 1 a 8) que sdo semelhantes
aos obtidos para as restantes proteinas (Anexo |), optou-se pela utilizacao da escala de Kyte &
Doolittle. Sendo assim, a apresentacdo e a discussdo dos restantes graficos referentes a

hidrofobicidade (Hy) e indice de hélice-a (H,), serao elaborados a partir dessa mesma escala.
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4.2.1. BSA

A BSA é uma proteina de transporte cujas propriedades e caracteristicas estdo bem
definidas. O estudo com a BSA tem como objectivo verificar se os calculos conduzem a
conclusdes concordantes como as referidas na bibliografia (Jedrychowski & Wichers, 2009;
Carter and Ho, 1994).

No grafico 9 encontra-se o resultado do estudo de hidrofobicidade (H;) para a BSA.

Hidrofobicidade (a)

H, 4,0 -
3,0 -
20 1\ A
1,0 /
0,0 - "I'I"I\"IA'I
B FAY
2,0 -
3,0 -
-4,0 -
1 21 41 61 81 101 121 141 161 181 201

Residuos de AA

H, 4,0 - (b)

3,0
2,0 A M
1,0 -
0,0 -
1,0 -

3,0 -

203 223 243 263 283 303 323 343 363 383 403

Residuos de AA

2,0 A
1,0

L Y | N i WP
&Ly \\/ A \\/\Jf v

4,0 -
405 425 445 465 485 505 525 545 565 585 605

l|

Residuos de AA

Grafico 9: Representacao grafica do calculo da hidrofobicidade H; para a BSA (607 residuos de
aminoacidos) usando a escala de Kyte & Doolittle (preto). Linha de referéncia de 1,6 (vermelho).
(a) residuos 1-201; (b) residuos 203-404 e (c) residuos 405-605.
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Apesar de poder observar-se seis picos que ultrapassam o valor de hidrofobicidade de
1,6 ndo se pode afirmar que a BSA possui zonas hidrofobicas bem definidas, porque as
diferentes seccoes de aminoacidos necessarios para calcular a média de 7 aminoacidos, para
cada valor que define os diferentes picos, é inferior a 19 residuos (Grafico 9) (Han e Tashjian,
2003). Também, nada indica que a vizinhanca de cada um desses picos tenha um
comportamento muito hidrofébico. Esta ideia completa-se pelo facto de se saber que a
albumina é hidrossolivel (Jedrychowski & Wichers, 2009; Carter and Ho, 1994).

Gracas a mesma escala é possivel calcular o indice de hélice-a (Grafico 10).

hy, L Indice de hélice-a (a)

2,0 1,
1,0 J 'Y N \
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203 223 243 263 283 303 323 343 363 383 403
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Grafico 10: Representacéo grafica do calculo do indice de hélice-a para a BSA, usando a escala
de Kyte & Doolittle (preto). Linha de referéncia de 1,6 (vermelho) e linha de referéncia de 0,8
(verde claro). (a) residuos 1-202; (b) residuos 203-404 e (c) residuos 405-607.

.54 -



Previsdo por métodos informaticos da estrutura secundaria de proteinas e de algumas propriedades associadas

Tendo em conta que a BSA é constituida a 67% de hélices-a (Carter and Ho, 1994), é
perfeitamente normal que existam poucos picos hidrofobicos superiores a 1,6. A razao para o
sucedido é que as hélices-a sdao na sua maioria hidrofilicas. Excepto, quando elas sao
constituidas por residuos alternadamente hidrofobicos e hidrofilicos, onde elas tém um
comportamento anfifilico, dependendo do meio em que se encontram, (polar ou apolar)
(Murray et al., 2002)

E de notar a presenca de uma zona hidrofébica (Grafico 10, pico 1) e uma zona
anfifilica (Grafico 10, pico 2). Este ultimo pico podera indicar a presenca de uma hélice-a

anfifilica situada no interior da BSA.

A antigenicidade da BSA pode ser observada no grafico 11.

H,, Antigenicidade (a)
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ag

Residuos de AA

Grafico 11: Representacao grafica das zonas antigénicas, para a BSA, usando a escala de Hopp &
Wood (azul). (a) residuos 1-202; (b) residuos 203-404 e (c) residuos 405-607. Zonas antigénicas
possiveis (setas azuis).

Seria de esperar que nas zonas hidrofilicas da BSA existissem regides antigénicas. De
facto, ao observar-se o grafico 11, constata-se a presenca de treze picos com valores mais
elevados que correspondem as possiveis zonas antigénicas da BSA. Como a BSA é fisicamente
e imunologicamente muito semelhante a albumina do soro humano (Jedrychowski & Wichers,
2009; Carter and Ho, 1994), seria de esperar que a BSA nao manifestasse qualquer tipo de
antigenicidade. No entanto, ela é considerada como sendo um alergénio (Jedrychowski &
Wichers, 2009).

A presenca ou a auséncia dos principais elementos da estrutura secundaria das
proteinas: as hélices-a; folhas-B e voltas, (Graficos: 12; 19; 28; 37; 52; 61; 70; 79; 88; 97; 106
e 115), sdo definidas através do algoritmo de Chou & Fasman. Cada pico (tridngulo)
corresponde a probabilidade de encontrar uma das trés estruturas, dependendo da linha que
se esta a ler. Quanto mais larga for a forma do pico (trapézio isdsceles) maior probabilidade
de encontrar a estrutura naquela regiao da cadeia polipeptidica.

0 método baseia-se na atribuicdo de um valor 1 para uma distribuicdao ao acaso de um
aminoacido em hélice-a, folhas-B ou voltas. Um valor superior a 1 sugere uma tendéncia para
encontrar o residuo num elemento particular (Whitford, 2005). Por exemplo, a alanina tem
P.=1,41; Ps=0,72 e Pt=0,82 o que significa que a alanina acorre 41% mais frequentemente do
que seria de esperar se a sua ocorréncia numa hélice fosse ao acaso (Chou & Fasman, 1978).
Seguindo o mesmo raciocinio, a probabilidade de ocorréncia de alanina em folhas-8 é 28%
inferior a probabilidade ao acaso. A presenca de alanina em voltas € 18% inferior a
probabilidade ao acaso.

Resumidamente, segundo o algoritmo de Chou & Fasman, regides com pelo menos 4
residuos consecutivos em 6, apresentam P,> 1,0 correspondem a uma hélice-a. As folhas-B
sdo identificadas em regides onde 3 de 5 residuos tém um valor de Pg> 1,0 (Whitford, 2005).

0 grafico 12 demonstra a aplicacao do método de Chou & Fasman para a BSA.
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Grafico 12: Representacao grafica do prognéstico de Chou & Fasman para os trés elementos
principais da estrutura secundaria: hélice-a (azul); folha-B (vermelho) e volta (verde), na BSA.
Cada pico corresponde a presenca de um possivel elemento. (a) residuos 3-202; (b) residuos 203-
404 e (c) residuos 405-603.

Para uma melhor leitura e visto que a BSA é uma proteina de grande dimens&o, o
grafico 12 de Chou & Fasman foi dividido em trés partes (a, b e c).

0 método de Chou & Fasman, mostra que existe uma grande probabilidade de
encontrar hélices-a; folhas-B e voltas ao longo da cadeia polipeptidica da BSA (Grafico 12).
Sabe-se que a BSA possui 30 hélices-a (Carter and Ho, 1994) e 9 voltas (Jedrychowski &
Wichers, 2009; Carter and Ho, 1994). Se for tido em conta apenas os picos largos (trapézio
isosceles), é possivel contar 9 voltas e 29 hélices-a (Grafico 12). Isto revela uma certa
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concordancia entre o que se conhece sobre a BSA e os resultados obtidos através deste
método. No entanto, sabe-se que a BSA nao possui folhas-B8 (Carter and Ho, 1994). Apesar
disso, o grafico 12 indica a presenca de inumeras folhas-B8, o que revela uma possivel
inadequacao deste método relativamente a deteccao das folhas-B8.

O algoritmo de Chou & Fasman pode apresentar uma taxa de sucesso até cerca de
70%. O principal problema do algoritmo € que ele sO considera interaccoes locais e
negligencia as de longo alcance que influenciam a estabilidade da estrutura secundaria. Por
outro lado também nao distingue entre tipos de hélices, tipos de voltas ou a orientacao das
folhas-B8 (Whitford, 2005).

E de notar que a probabilidade de encontrar hélices-a e folhas-B nunca se sobrepdem.
No entanto, é possivel encontrar sobreposicoes entre as voltas e qualquer uma das duas

outras estruturas.

Num principio quase idéntico mas usando outro tipo de calculos, as super-hélices-a,
(Graficos: 13; 20; 29; 38; 53; 62; 71; 80; 89; 98; 107 e 116), sdao definidas através do
algoritmo de Lupas et al. Tal como para o método de Chou & Fasman, o método de Lupas et
al. (Filby, 1998) também esta fundamentado em estudos estatisticos e probabilisticos. Uma
das diferencas é que este método esta orientado para a deteccao de estruturas super-
enroladas (super-hélices-a) das quais as hélices-a fazem parte. Estes investigadores
propuseram a existéncia de uma probabilidade para que cada aminoacido se encontre numa
das sete posicOes previstas por eles, posicoes (a; b; c; d; e; f e g) (Filby, 1998). Estas posicoes
correspondem as posicoes referenciadas na tabela 12.

A aplicacdo do algoritmo de Lupas pode ser observada através do grafico 13 para a
BSA

Prognostico de Lupas
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Grafico 13: Representacao grafica do prognostico de Lupas para as super-hélices-a na BSA. A
cada pico corresponder a possivel presenca dessa estrutura.

Observa-se que existe alguma probabilidade de encontrar quatro super-hélices-a na

BSA (Grafico 13). A primeira estrutura super enrolada encontra-se entre os residuos 270-298,

- 58 -



Previsdo por métodos informaticos da estrutura secundaria de proteinas e de algumas propriedades associadas

a segunda entre os residuos 353-380 e a terceira entre os residuos 392-421. Ha fortes indicios

para que haja uma quarta estrutura a partir dos residuos 559.

Quando se faz um estudo deste género, é importante ter em conta varias
caracteristicas das proteinas. Se até aqui foi observado como se comportam em média os
aminoacidos constituintes das proteinas, deve-se também ter em conta a quantidade real de
cada aminoacido que compdem cada uma das proteinas (Graficos: 14; 21; 30; 39; 54; 63; 72;
81; 90; 99; 108 e 117); a percentagem relativa desses mesmos aminoacidos (Graficos: 22; 31;
40; 55; 64; 73; 82; 91; 100; 109 e 118); as caracteristicas quimicas (Graficos: 23; 32; 41; 56;
65; 74; 83; 92; 101; 110 e 119) e por fim as cargas das proteinas (Graficos: 15; 24; 33; 42; 57;
66; 75; 84; 93; 102; 111 e 120).

A visao global da composicdo das proteinas pode ajudar a prever se esta ou aquela
proteina possui na sua estrutura secundaria a formacdo de elementos como: as hélices-q;
folhas-B e/ou voltas. De facto, foi visto anteriormente (Tabela 4), que determinados
aminoacidos sdo constituintes que favorecem, ou perturbam, a formacao de cada um desses
elementos. Por exemplo; alanina, glutamato e leucina, tendem a estar presentes em hélice-a
enquanto que valina, treonina e isoleucina tendem a formar folhas-8. Glicina, asparagina e
prolina tém tendéncia para formar voltas (Berg et al., 2002).

0 grafico 14 proporciona uma visao global da composicao em aminoacidos da BSA.

Composi¢ao da proteina em aminoacidos
Ala

Met

Grafico 14: Representacao grafica da quantidade real de cada aminoacido na BSA (607 residuos
de aminoacido).

Observa-se que a BSA possui grandes quantidades (cerca de 60 unidades), de leucina;
lisina e glutamato (Grafico 14). Possui igualmente uma quantidade substancial, de todos os
outros aminoacidos, que varia entre 14 e 48 unidades. No entanto, a BSA possui muito pouca
quantidade de metionina e triptofano. Se for referida a tendéncia que alguns aminoacidos

tém em formar hélices-a; folhas-B e voltas, pode dizer-se que a BSA é constituida
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maioritariamente de hélices-a, devido a grande quantidade de leucina e glutamato (Berg et
al., 2002). Isto confirma o facto de a BSA ser constituida em mais de 60% por hélices-a (Carter
and Ho, 1994).

Quando se fala da carga global de uma proteina, apenas sao responsaveis por essa
carga, cinco dos vinte aminoacidos principais. Esses aminoacidos sao: a lisina; arginina;
histidina; glutamato e aspartato. Nos calculos que serviram para a elaboracao do grafico das
cargas, foram considerados os seguintes valores: 1; 0,5 e -1. Os aminoacidos basicos (lisina e
arginina) assumem o valor 1 e os aminoacidos acidos (glutamato e aspartato) assumem o valor
-1. A histidina, como é meia basica, assume o valor 0,5 (Filby, 1998). Assim, de cada vez que
aparece um destes aminoacidos ao longo da cadeia polipeptidica da proteina em estudo, o
aminoacido assume o valor que lhe é devido. Cada carga é calculada através da soma dos
valores obtidos de 28 aminoacidos consecutivos ao longo de toda a cadeia polipeptidica. No
calculo das cargas absolutas, procedeu-se da mesma maneira s6 que todos os valores
negativos passaram a positivos.

As cargas reais, como o nome indica, sao cargas que reflectem o comportamento
eléctrico dos referidos aminoacidos ao longo da cadeia peptidica da proteina.

As cargas absolutas, reflectem o comportamento eléctrico global de determinadas
regides da proteina, visto que todas as cargas negativas sao convertidas em positivas.

As cargas reais e as cargas absolutas da BSA sao apresentadas no grafico 15.
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(c)

A

/J\\-—\A/\

AV VM VA V-

/ \‘\ A v/\-\vl\vr-\"_/\-ﬁ

VASY

NV

JAW-Y
vV A

JAV,

AN

Carga

N
o \

Af
Y \na il
W

1 AL A I\-, I\'\vr/I-‘\ 1 1

WAl
2 VAl

/\-I-JV

1A
T
445

-4485 425 465 485

505/ 525

565”7

545

-6

-8

-10

Residuos de AA

Grafico 15: Representacdo grafica das cargas da BSA. Tanto as cargas reais (castanho) como as

cargas absolutas (azul), sao calculadas num intervalo de 28
residuos 203-404 e (c) residuos 405-580.

aminoacidos. (a) residuos 1-202; (b)

Observa-se que a BSA possui cargas reais positivas entre os intervalos 1-28, 142-167
(Grafico 15a); 191-249 (Grafico 15a, b); 413-450, 475-494 e 534-555 (Grafico 15c). Contudo,

existem outros intervalos onde as cargas reais também sdo positivas mas sdo mais curtos e de

cargas inferiores (Grafico 15).

Ao observar-se as cargas absolutas da BSA, verifica-se que ela tem um comportamento

polar positivo ao longo de praticamente toda a cadeia polipeptidica. Isto significa que a BSA

colocada numa solucdo sob a accdo de uma corrente eléctrica, como na electroforese

desloca-se para o catodo (pélo negativo).

4.2.2. Proteinas do ovo

4.2.2.1. Lisozima C

A hidrofobicidade H; para a lisozima C pode ser representada do seguinte modo.

Hy 50

4,0
3,0
2,0

Hidrofobicidade

1,0

AV

0,0
-1,0
-2,0
-3,0

.V\Vq\/\. Mo
W
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f VV\/‘\,\I/W . 1
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Grafico 16: Representacéo grafica do calculo da hidrofobicidade H; com base na escala de Kyte
& Doolittle (preto) para a lisozima C (147 residuos de aminoacido). Linha de referéncia de 1,6

(vermelho).
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Pela analise do grafico 16, excepto no ponto 1 e no ponto 2, que representam
possiveis regides internas da proteina (Voet et al., 2004), verifica-se que a lisozima C tem um
comportamento hidrofilico, uma vez que os valores de hidrofobicidade encontram-se abaixo
de 1,6. Tendo em conta que a lisozima C esta presente, entre outros lados, na clara de ovo
(Jedrychowski & Wichers, 2009; Mine, 2008) e que esta ultima é constituida essencialmente
de agua (Mine, 2008; Belitz et al., 2009), é perfeitamente normal que a lisozima C tenha um

comportamento hidrofilico.

No grafico 17, observa-se o resultado dos calculos para o indice de hélice-a para a

lisozima C.

Hoyo o 4 Indice de hélicg-a

3,0 -

2,0 -\/\A n

1,0 1Y\
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0 20 40 60 80 100 120 140 160
Residuos de AA

Grafico 17: Representacdo grafica do calculo do indice de hélice-a para a lisozima C, usando a
escala de Kyte & Doolittle (preto). Linha de referéncia de 1,6 (vermelho) e linha de referéncia de
0,8 (verde claro).

Através do grafico 17, observa-se uma zona inicial hidrofobica (1) e uma pequena
zona anfifilica (2). Este ultimo ponto pode indicar a presenca de uma hélice-a anfifilica. Este
tipo de hélice-a é um caso particular onde os residuos sdo alternadamente hidrofébicos e
hidrofilicos (Murray et al., 2002).

A antigenicidade da lisozima C pode ser representada através do grafico 18.
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Grafico 18: Representacao grafica do calculo da antigenicidade Hy, para a lisozima C, usando a
escala de Hopp & Wood (azul). Zonas antigénicas possiveis (setas azuis).

No que diz respeito aos antigénios, o grafico 18 revela a previsao de cinco picos
antigénicos. Este comportamento era pouco previsivel, visto que a lisozima C é um alergénio

menor (Mine, 2008) e por essa razdo deveria haver poucos picos antigénicos.

O algoritmo de Chou & Fasman, para a lisozima C pode ser representado no grafico

19.
Progndstico de Chou & Fasman
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Grafico 19: Representacdo grafica do prognostico de Chou & Fasman para os trés elementos
principais da estrutura secundaria: hélice-a (azul); folha-B8 (vermelho) e volta (verde), na
lisozima C. Cada pico corresponde a presenca de um possivel elemento.

Observa-se que existe a probabilidade de encontrar trés hélices-a ao longo da cadeia
polipeptidica da lisozima C (Grafico 19). Este facto confirma-se visto que ela é constituida por
dois dominios, a e B ligados por uma longa hélice-a entre a qual esta localizado o sitio activo
(Mine, 2008). O grafico 19 revela igualmente a existéncia hipotética de dez voltas e onze
folhas-B.

Tendo em conta a incerteza associada ao método de Chou & Fasman, é de prever que

as onze folhas-B detectadas na lisozima C, nao reflictam a realidade.
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Depois de efectuados todos os calculos, o algoritmo de Lupas apresenta-se no grafico
20.

Prognostico de Lupas
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Grafico 20: Representacéo grafica do prognostico de Lupas para as super-hélices-a na lisozima C.

Observa-se que a probabilidade de haver super-hélices-a na lisozima C é nula (Grafico
20). Apesar de se ter observado anteriormente que a lisozima C pode possuir varias hélices-a

ao longo da sua cadeia polipeptidica, nada garante que estas possam formar super-hélices-a.

Os graficos em radar ajudam a visualizar a composicdo das proteinas em aminoacidos.

Composi¢ao da proteina em aminoacidos
Ala

Met

Grafico 21: Representacdo grafica da quantidade real de cada aminoacido na lisozima C (147
residuos de aminoacido).

A lisozima C é constituida pelos vinte principais aminoacidos (Grafico 21). Observa-se
que a lisozima C é maioritariamente composta por: leucina; alanina; asparagina; glicina;
arginina e serina. Tem uma quantidade substancial de: cisteina; aspartato; isoleucina;
treonina; valina; lisina; triptofano e fenilalanina. Possui um valor residual de: metionina;
prolina; glutamina; tirosina; glutamato e histidina. Visto que a lisozima C é rica em leucina e

alanina, existe uma forte suspeita de que ela tenha pelo menos uma hélice-a na sua estrutura
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(Berg et al., 2002). No entanto, a grande quantidade de asparagina e serina pode perturbar a
formacao dessa mesma hélice-a (Berg et al., 2002). Os valores médios de isoleucina, treonina
e valina também revelam a possivel presenca de folhas-B (Berg et al., 2002). A presenca de
voltas é igualmente possivel devido a existéncia de valores residuais de prolina (Murray et al.,
2002).

Para se obter a percentagem relativa de cada aminoacido numa proteina
relativamente as outras, é necessario dividir a percentagem de cada aminoacido da proteina
em estudo, pela percentagem desse mesmo aminoacido na proteina comparativa (equacao
4.2). Como proteina comparativa, escolheu-se a GenPep#97, que representa na realidade, a

média das percentagens de cada aminoacido em 10000 proteinas.

% de aminoacidos na proteina em estudo

% relativa de cada aminoacido = % de aminodcidos na GenPepHo7 4.2
0

0 grafico 22 mostra a composicao relativa da lisozima C em relacdo a GenPep#97.

Percentagem relativa de aminoacidos
Ala

Met

Grafico 22: Representacao grafica da percentagem de cada aminoacido na lisozima C,
relativamente a GenPep#97. O circulo a tracejado vermelho representa uma média calculada a
partir das percentagens relativas dos 20 aminoacidos presentes na proteina (147 residuos de
aminoacido).

Observa-se que a lisozima C possui oito aminoacidos com uma percentagem relativa
acima da média (calculada a partir das percentagens relativas dos 20 aminoacidos presentes
na proteina), representada a tracejado vermelho (Grafico 22). Desses oito, os mais evidentes
sdo a cisteina, seguida do triptofano; asparagina; arginina; alanina; glicina; leucina e serina.

Os restantes aminoacidos tém um valor abaixo da média.
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Os graficos de radar podem ser construidos de maneira a distribuir os aminoacidos
mediante as suas propriedades quimicas e fisicas (Grafico 23). Neste caso concreto, os
aminoacidos foram distribuidos segundo duas propriedades. Os aminoacidos mais carregados
encontram-se a direita do grafico e os mais hidrofébicos a esquerda (Filby, 1998).

A representacao grafica das propriedades quimicas dos aminoacidos da lisozima C

pode ser visualizada no grafico 23.

Percentegem relativa de aminoacidos ordenados por propriedades

quimicas
Thr
Gly Ser
Ala Pro
Phe Lys
Leu Glu
Iso Asp
Val Arg
Met Asn
Cys His
Trp Gln
Tyr

Grafico 23: Representacdo grafica da percentagem relativa dos aminoacidos da lisozima C,
mediante as suas propriedades quimicas. Os aminoacidos mais carregados situam-se a direita e os
mais hidrofobicos situam-se a esquerda. O circulo a tracejado vermelho representa uma média
calculada a partir das percentagens relativas dos 20 aminoacidos presentes na proteina.

Observa-se que a lisozima C possui uma grande percentagem relativa de cisteina e
triptofano, relativamente a média (calculada a partir das percentagens relativas dos 20
aminoacidos presentes na proteina), representada a tracejado vermelho (Grafico 23). Como
estes dois aminoacidos sao hidrofdbicos, seria de esperar que esta proteina tivesse o mesmo
tipo de comportamento. No entanto, a lisozima C é hidrossolivel. Este facto deve-se
certamente a quantidade de aminoacidos carregados, arginina e asparagina, que também eles
sao superiores a média. A lisozima C possui ainda mais trés aminoacidos hidrofobicos, com

uma percentagem relativa superior a média: alanina, glicina e leucina.
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As cargas reais e absolutas da lisozima C podem ser representadas sob a forme de

grafico.
Calculo das cargas
9
8
7 f \
6 = [\
N \ \
& 211/ \WAVAW/ \J /\ /
5 31V — \Wi [\
o 3 | — [\ J
1 JV A\ [\ [\ /
0 . AV . /. [ Vi
-1 1 I\ /\/I 1 T
2 21 41 61 81 101
Residuos de AA

Grafico 24: Representacao grafica das cargas da lisozima C. Tanto as cargas reais (castanho)
como as cargas absolutas (azul), sdo calculadas num intervalo de 28 aminoacidos.

Observa-se que a lisozima C possui cargas reais positivas entre os intervalos 1-33 e
103-120 (Grafico 24). Existem outros intervalos onde as cargas reais também sao positivas mas
sao mais curtos e de cargas inferiores. Esses intervalos sao: 36-39, 67-79 e 85-91.

Observa-se igualmente que as cargas absolutas da lisozima C, mostram que ela tem
um comportamento polar positivo ao longo de praticamente toda a cadeia polipeptidica, mas
essencialmente no inicio e no final. Isto significa que se a lisozima C for colocada numa

solucdo com uma corrente eléctrica, ela deslocar-se-a para o catodo (pé6lo negativo).
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4.2.2.2. Ovalbumina

Devido ao facto da ovalbumina ter um tamanho relativamente grande, (mais de 270
residuos de aminoacidos), foi necessario dividir em dois os diferentes graficos (H;, Hq € Hag).
A hidrofobicidade da ovalbumina pode representar-se graficamente para uma melhor

visualizacao (Grafico 25).

M40 - Hidrofobicidade (a)
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Grafico 25: Representacdo grafica do calculo da hidrofobicidade H; para a ovalbumina (386
residuos de aminoacido) usando a escala de Kyte & Doolittle (preto). Linha de referéncia de 1,6
(vermelho). (a) residuos 1-193 e (b) residuos 194-386.

Observa-se um pico de hidrofobicidade entre os residuos 30 e 45 (Grafico 25a),
valores incluidos no intervalo estipulado na teérica (Jedrychowski & Wichers, 2009).

Apesar de haver apenas 13 médias de residuos com um grau de hidrofobicidade
superior ou igual a 1,6 neste intervalo, sd@ao necessarios 21 para efectuar os calculos que
permitem desenhar este pico. Como a vizinhanca préxima também tem um comportamento
hidrofobico, apesar de ser inferior a 1,6 considera-se uma zona hidrofobica, porque possui
mais de 19 residuos de aminoacidos. O mesmo se sucede com os picos 2 e 3 (Grafico 25b), que
apesar de ter poucos residuos com uma hidrofobicidade acima de 1,6 tém ambos uma
vizinhanca bastante hidrofdbica. Estes trés picos representam possiveis regides internas da
ovalbumina (Voet et al., 2004),

Exceptuando estes trés pontos, pode dizer-se, através deste grafico, que a
ovalbumina mostra ter um comportamento bastante hidrofilico.
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As hélices-a podem ser detectadas através do indice de hélices-a (Grafico 26).

Indice de hélice-a (a)
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Grafico 26: Representacao grafica do calculo do indice de hélice-a para a ovalbumina, usando a
escala de Kyte & Doolittle (preto). Linha de referéncia de 1,6 (vermelho) e linha de referéncia de
0,8 (verde claro). (a) residuos 1-193 e (b) residuos 194-386.

No que diz respeito ao indice de hélice-a (Grafico 26), nota-se que apenas o pico 1
tem um comportamento hidrofobico. Os restantes picos (2; 3 e 4), correspondem a zonas
anfifilicas, podendo indicar cada um deles a presenca de uma hélice-a anfifilica. A zona 5,

apesar de ter um valor superior a 1,6 € demasiado irregular para se ter em conta.
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A antigenicidade da ovalbumina pode ser representada graficamente do seguinte

modo:

HAg 3,0 7
2,5
2,0
1,5
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Grafico 27: Representacao grafica do calculo da antigenicidade H,g para a ovalbumina, usando a
escala de Hopp & Wood (azul). (a) residuos 1-193 e (b) residuos 194-386. Zonas antigénicas
possiveis (setas azuis).

Na previsao de epitopos (ligacdes antigénicas) (Grafico 27), a ovalbumina parece
possuir sete picos susceptiveis de serem regides antigénicas. Pode afirmar-se que a
ovalbumina é bastante reactiva no que diz respeito a sua antigenicidade, o que esta de
acordo com a bibliografia (Mine, 2008). Devido a dimensao da proteina, foi necessario dividir
o grafico em duas partes iguais (a e b), para se poder ver com mais detalhe todos os picos.

Em a, estdo representados os aminoacidos de 1 a 193 e em b de 194 a 386.
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A previsao das hélices-a; folhas-B e voltas podem ser observadas através do grafico 28

Progndstico de Chou & Fasman (a)
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Grafico 28: Representacao grafica do prognéstico de Chou & Fasman para os trés elementos
principais da estrutura secundaria: hélice-a (azul); folha-B8 (vermelho) e volta (verde), na
ovalbumina. Cada pico corresponde a presenca de um possivel elemento estrutural. (a) residuos
1-193 e (b) residuos 194-383.

Observa-se que existe uma probabilidade de encontrar 19 hélices-a ao longo da
cadeia polipeptidica da ovalbumina (Grafico 28). Este facto confirma o pressuposto teorico
em que a estrutura desta proteina mostra um anel central reactivo intacto na forma de uma
hélice-a (Jedrychowski & Wichers, 2009). No que diz respeito as folhas-B, observam-se, no
minimo, 21. No entanto, este facto ndo pode ser confirmado por dados tedricos. Em relacao
as voltas, observam-se pelo menos 10, contudo, com base na informacdo tedrica, a

ovalbumina possui trés voltas (Jedrychowski & Wichers, 2009).
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O prognéstico de Lupas para a ovalbumina é apresentado no grafico 29.
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Grafico 29: Representacdo grafica do prognoéstico de Lupas para as super-hélices-a na
ovalbumina. A cada pico corresponder a possivel presenca dessa estrutura.
Observa-se que existe uma probabilidade de encontrar uma super-hélice-a na
ovalbumina (Grafico 29). A estrutura encontra-se a partir do residuo 313 e possivelmente

prolonga-se até ao final da cadeia.

A composicdo da ovalbumina pode ser representada por um grafico em radar (Grafico
30).

Composigcao da proteina em aminodacidos
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Grafico 30: Representacdo grafica da quantidade real de cada aminoacido na ovalbumina (386
residuos de aminoacido).

A ovalbumina é constituida pelos vinte principais aminoacidos (Grafico 30). Sendo
assim, a ovalbumina é constituida maioritariamente por (ordem decrescente): serina; alanina;
glutamato; leucina; valina; isoleucina; fenilalanina e lisina. Tem uma quantidade relativa de:
glicina; metionina; asparagina; glutamina; arginina; treonina; aspartato; prolina e tirosina. A

ovalbumina possui igualmente alguns aminoacidos residuais tais como: histidina; cisteina e

-72-



Previsdo por métodos informaticos da estrutura secundaria de proteinas e de algumas propriedades associadas

triptofano. Visto que a ovalbumina é rica em alanina; glutamato e leucina, isto confirma a
existéncia de uma hélice-a na sua estrutura (Berg et al., 2002). No entanto, a grande
quantidade de serina e valina pode perturbar a estabilidade dessa mesma hélice-a. O valor
médio de isoleucina e o valor elevado de valina revelam também uma possivel presenca de
folhas-B. A presenca de voltas é igualmente confirmada devido a existéncia de valores

minimos de glicina, asparagina e prolina (Berg et al., 2002).

A comparacao da ovalbumina e da GenPep#97 pode ser feita através das percentagens

de aminoacidos que compdes cada uma delas (Grafico 31).

Percentagem relativa de aminoacidos

Met

Grafico 31: Representacao grafica da percentagem de cada aminoacido na ovalbumina,
relativamente a GenPep#97. O circulo a tracejado vermelho representa uma média calculada a
partir das percentagens relativas dos 20 aminoacidos presentes na proteina (386 residuos de
aminoacido).

Observa-se que a ovalbumina possui sete aminoacidos numa percentagem acima da
média, relativamente a GenPep#97, sendo essa média calculada a partir das percentagens
relativas dos 20 aminoacidos presentes na proteina e esta representada a tracejado vermelho
(Grafico 31). Desses sete, os mais evidentes € a metionina, seguido de glutamato; serina;
fenilalanina; valina; alanina e isoleucina. Os restantes aminoacidos tém um valor abaixo da

média.
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A distribuicdo dos aminoacidos segundo as suas propriedades quimicas, revela algumas

caracteristicas da ovalbumina (Grafico 32).

Percentegem relativa de aminoacidos ordenados por propriedades

quimicas
Thr
Gly Ser
Ala Pro
Phe Lys
Leu Glu
Iso Asp
Val Arg
Met Asn
Cys His
Trp Gln
Tyr

Grafico 32: Representacdo grafica da percentagem relativa dos aminoacidos da ovalbumina,
mediante as suas propriedades quimicas. Os aminoacidos mais carregados estao a direita e os
mais hidrofobicos estdo a esquerda. O circulo a tracejado vermelho representa a média calculada
a partir das percentagens relativas dos 20 aminoacidos presentes na proteina.

Observa-se que a ovalbumina possui sete aminoacidos numa percentagem relativa
superiores a média (calculada a partir das percentagens relativas dos 20 aminoacidos
presentes na proteina), representada a tracejado vermelho (Grafico 32). Desses sete
aminoacidos, cinco sdo hidrofobicos: metionina; valina; isoleucina; fenilalanina e alanina.
Dois sao carregados: serina e glutamato. Esta composicao sugere que a ovalbumina tem um

comportamento hidrofobico, ou pelo menos uma parte comporta-se de maneira hidrofobica.

As cargas da ovalbumina podem ser observadas através do grafico 33.

» Calculo das cargas (a)
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Grafico 33: Representacao grafica das cargas da ovalbumina. Tanto as cargas reais (castanho)
como as cargas absolutas (azul), sdo calculadas num intervalo de 28 aminoacidos. (a) residuos 1-
193 e (b) residuos 194-359.

Observa-se que a ovalbumina possui cargas reais positivas entre os intervalos 27-47
(Grafico 33a), 201-222 (Grafico 33b) e 258-273 (Grafico 33b). Existem outros intervalos onde
as cargas reais também sao positivas mas sdo mais curtos e de cargas inferiores (Grafico 33).

Observa-se igualmente que as cargas absolutas da ovalbumina mostram que ela tem
um comportamento polar positivo ao longo de toda a cadeia polipeptidica, essencialmente
entre os intervalos: 155-200 (Grafico 33a) e 228-281 (Grafico 33b), onde os valores das cargas

sdo mais elevados. Isto significa que a ovalbumina é sensivel a corrente eléctrica continua.

4.2.2.3. Ovomucina

Devido ao facto da subunidade a da ovomucina ser constituida por 2108 residuos de
aminoacidos, foi necessario dividir em oito partes os diferentes graficos (H;, Hy € Hag). A
subunidade B da ovomucina é constituida por 827 residuos de aminoacidos, o que da um total
de 2935 residuos de aminoacidos.

A hidrofobicidade da ovomucina (subunidade a) pode ser demonstrada através do

grafico 34.
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Grafico 34: Representacdo grafica do calculo da hidrofobicidade H; para a subunidade a da
ovomucina (2108 residuos de aminoacido), usando a escala de Kyte & Doolittle (preto). Linha de
referéncia de 1,6 (vermelho). (a) residuos 1-264; (b) residuos 265-528; (c) residuos 529-792; (d)
residuos 793-1056; (e) residuos 1057-1320; (f) residuos 1321-1584; (g) residuos 1585-1848 e (h)
residuos 1849-2108.

Entre os residuos 913 e 934 (Grafico 34d), observa-se um pico (1), correspondente a
uma zona hidrofébica. Apesar de haver apenas trés médias de sete residuos neste intervalo
com um grau de hidrofobicidade superior ou igual a 1,6 sdo necessarios 21 residuos para
efectuar os calculos que permitem desenhar este pico. Como a vizinhanca proxima também
tem um comportamento hidrofébico, apesar de ser inferior a 1,6 considera-se uma zona
hidrofdbica, visto que possui mais de 19 residuos de aminoacidos. Entre os residuos 1237 e
1255 (Grafico 34e), observa-se um segundo pico (2) correspondente a uma zona hidrofobica.

Mais uma vez, apesar de haver apenas um ponto com uma média de sete residuos neste
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intervalo, com um grau de hidrofobicidade superior a 1,6 sdao necessarios 24 residuos para
efectuar os calculos que permitem desenhar este pico. Como a vizinhanca proxima também
tem um comportamento hidrofébico, apesar de ser inferior a 1,6 considera-se uma zona
hidrofobica, visto que possui mais de 19 residuos de aminoacidos. O mesmo tipo de raciocinio
pode aplicar-se aos picos situados nos intervalos de aminoacidos: 1346-1365, 1479-1501 e
1531-1550,correspondentes aos picos 3; 4 e 6 (Grafico 34f); 1860-1876, 1938-1953 e 1976-
1989, correspondentes aos picos 6; 7 e 8 (Grafico 34h). Sabe-se que a ovomucina é composta
por uma fraccao solivel e uma fraccao insoluvel (Jedrychowski & Wichers, 2009; Mine, 2008).
O grafico 34 mostrar uma previsao de oito zonas hidrofobicas. Deste facto pode deduzir-se

que a fraccdo a seja a fraccao insoluvel.

0 indice de hélice-a pode ser representado no grafico 35.
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Grafico 35: Representacdo grafica do calculo do indice de hélice-a para a ovomucina (2108
residuos de aminoacido), usando a escala de Kyte & Doolittle (preto). Linha de referéncia de 1,6
(vermelho) e linha de referéncia de 0,8 (verde claro). (a) residuos 1-264; (b) residuos 265-528;
(c) residuos 529-792; (d) residuos 793-1056; (e) residuos 1057-1320; (f) residuos 1321-1584; (g)
residuos 1585-1848 e (h) residuos 1849-2108.

Observa-se que no indice de hélice-a constam 14 picos (Grafico 35) que indicam a
possivel presenca de hélices-a anfifilicas. Este tipo de hélice é caracterizado por possuirem
residuos de aminoacido alternadamente hidrofobicos e hidrofilicos a cada trés ou quatro

monomeros (Murray et al., 2002).

A antigenicidade da ovomucina pode ser representada segundo o grafico 36.
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Grafico 36: Representacao grafica do calculo da antigenicidade Hy, para a ovomucina, usando a
escala de Hopp & Wood (azul). (a) residuos 1-264; (b) residuos 265-528; (c) residuos 529-792; (d)
residuos 793-1056; (e) residuos 1057-1320; (f) residuos 1321-1584; (g) residuos 1585-1848 e (h)
residuos 1849-2108. Zonas antigénicas possiveis (setas azuis).

Ao nivel dos antigénios (Grafico 36), a ovomucina mostra ter doze regides antigénicas.
E certo que se trata de uma previsdo, pois a alergenicidade da ovomucina é considerada
minoritaria quando comparada com outros alergénios como a ovomucoide e a ovalbumina
(Jedrychowski & Wichers, 2009).

Observa-se também que a maioria destes picos corresponde as zonas mais hidrofilicas

desta proteina, visto que sao regides externas.
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0 grafico 37 revela as provisdes do Método de Chou & Fasman para os trés elementos
principais da estrutura secundaria. Para uma melhor leitura e visto que a ovomucina é uma
proteina de grande dimensao, o grafico de Chou & Fasman foi dividido em oito partes (a; b; c;
d; e; f; geh).
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Grafico 37: Representacdo grafica do prognéstico de Chou & Fasman para os trés elementos
principais da estrutura secundaria: hélice-a (azul); folha-B8 (vermelho) e volta (verde), na
ovomucina. Cada pico corresponde a presenca de um possivel elemento. (a) residuos 1-269; (b)
residuos 270-534; (c) residuos 535-799; (d) residuos 800-1064; (e) residuos 1065-1329; (f) residuos
1330-1595; (g) residuos 1596-1859 e (h) residuos 1860-2104.
Observa-se que existe uma grande probabilidade de encontrar hélices-a ao longo da
cadeia polipeptidica da ovomucina (Grafico 37). O mesmo se pode afirmar relativamente as

voltas e folhas-B.

O prognostico de Lupas é apresentado no grafico 38.
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Grafico 38: Representacao grafica do progndstico de Lupas para as super-hélices-a na
ovomucina.

Observa-se que existe a probabilidade de encontrar quatro super-hélice-a na
ovomucina (Grafico 38). Uma primeira entre os residuos 626-652, uma segunda entre os
residuos 915-945 e uma terceira entre os residuos 1572-1603. Ha fortes indicios para que haja

uma quarta estrutura a partir dos residuos 2066.
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A composicdo em aminoacidos da ovomucina pode ser apresentada num grafico em
radar (Grafico 39).

Composigao da protel-ina em aminoacidos
Ala

Met

Grafico 39: Representacdo grafica da quantidade real de cada aminoacido na ovomucina (2108
residuos de aminoacido).

A ovomucina é constituida pelos vinte aminoacidos principais (Grafico 39). Sendo
assim, a ovomucina é constituida maioritariamente por (ordem decrescente): cisteina; serina;
glicina; treonina; valina; lisina; glutamato; aspartato; prolina; isoleucina; leucina e
asparagina. Possui valores mais baixos de: alanina; fenilalanina; glutamina; tirosina; arginina;
histidina; metionina e triptofano.

Visto que a ovomucina é relativamente rica em glutamato e leucina, existe uma
grande probabilidade para que ela tenha pelo menos uma hélice-a na sua estrutura, visto que
estes dois aminoacidos sao frequentemente encontrados neste tipo de elementos (Berg et al.,
2002). O elevado numero de residuos de isoleucina e valina revela também a possivel
presenca de folhas-B. A presenca de voltas é igualmente esperada devido a existéncia de

glicina; asparagina e prolina (Berg et al., 2002).
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O grafico 40 mostra a relatividade entre a percentagem de aminoacidos da ovomucina
e da GenPep#97.

Percentagem relativa de aminoacidos

Ala

Met

Grafico 40: Representacao grafica da percentagem de cada aminoacido na ovomucina,
relativamente a GenPep#97. O circulo a tracejado vermelho representa uma média calculada a
partir das percentagens relativas dos 20 aminoacidos presentes na proteina (2108 residuos de
aminoacido).

Observa-se que a ovomucina possui dez aminoacidos com uma percentagem relativa
acima da média (calculada a partir das percentagens relativas dos 20 aminoacidos presentes
na proteina), representada a tracejado vermelho (Grafico 40). Desses dez, o mais abundante
€ a cisteina, seguida da treonina; tirosina; prolina; lisina; aspartato; asparagina; serina;

fenilalanina e valina. Os restantes aminoacidos apresentam-se num nimero abaixo da média.

-87 -



Previsdo por métodos informaticos da estrutura secundaria de proteinas e de algumas propriedades associadas

O grafico 41 representa a distribuicao dos aminoacidos mediante as suas propriedades

quimicas.

Percentegem relativa de aminoacidos ordenados por propriedades
quimicas
Thr
Gly Ser
Ala Pro

Phe Lys

Leu Glu

Iso Asp

Val Arg

Met Asn

Cys His
Trp Gln
Tyr

Grafico 41: Representacao grafica da percentagem relativa dos aminoacidos da ovomucina,
mediante as suas propriedades quimicas. Os aminoacidos mais carregados estao situados a direita
e os mais hidrofobicos estao situados a esquerda. O circulo a tracejado vermelho representa uma
média calculada a partir das percentagens relativas dos 20 aminoacidos presentes na proteina.

A ovomucina mostra claramente um comportamento hidrofobico devido a grande
percentagem relativa de cisteina (aminoacido hidrofdbico), que a compde (Grafico 41). Tendo
em conta que a ovomucina é composta por duas subunidades, uma subunidade solivel e uma
subunidade insoluvel (Jedrychowski & Wichers, 2009; Mine, 2008), confirma-se que esta
subunidade (fraccao a) é insolivel. Nao se pode desprezar as quantidades acima da média
(calculada a partir das percentagens relativas dos 20 aminoacidos presentes na proteina e
representada a tracejado vermelho) de aminoacidos hidrofilicos (carregados) tais como a
prolina; lisina; aspartato; asparagina e serina. A razao pela qual a percentagem relativa
destes aminoacidos nao é tao flagrante ao nivel do grafico, deve-se ao facto da ovomucina
(fraccao a) ter uma cadeia muito extensa. A treonina e a tirosina, situam-se no limiar das
duas propriedades, (hidrofobico, carregados) e por essa razdo nao devem interferir no
comportamento global da proteina. A fenilalanina e a valina, também estao acima da média e

favorecem a hidrofobicidade.
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As cargas absolutas e reais para a ovomucina estao representadas no grafico 42.
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Grafico 42: Representacao grafica das cargas da ovomucina. Tanto as cargas reais (castanho)
como as cargas absolutas (azul), sdo calculadas num intervalo de 28 aminoacidos. (a) residuos 1-
264; (b) residuos 265-528; (c) residuos 529-792; (d) residuos 793-1056; (e) residuos 1057-1320; (f)
residuos 1321-1584; (g) residuos 1585-1848; (h) residuos 1849-2081.

Observa-se que a ovomucina possui cargas reais positivas entre os intervalos 200-227

(Grafico 42a), 433-515 (Grafico 42b) 1120-1145 (Grafico 42e), 1481-1516 (Grafico 42f), 1788-
1804 (Grafico 42g) e 1992-2029 (Grafico 42h). Existem outros intervalos, onde as cargas reais
também sao positivas, mas sao menores.
Observa-se igualmente que as cargas absolutas da ovomucina mostram que ela tem um
comportamento polar positivo ao longo de toda a cadeia polipeptidica. Destaca-se no entanto
um aumento dessas mesmas cargas nos intervalos: 116-239 (Grafico 42a), 269-352 (Grafico
42b), 907-958 (Grafico 42d), 1145-1206 (Grafico 42e), 1555-1645 (Grafico 42f, g), 1783-1829
(Grafico 42g) e 2035-2081 (Grafico 42h) Isto significa que se a subunidade a da ovomucina for
colocada numa solucdo com uma corrente eléctrica, ela deslocar-se-a para o catodo, (pélo
negativo).

E de notar igualmente, que em algumas zonas as cargas reais e as cargas absolutas
confundem-se. E o que acontece nos intervalos: 359-375, 440-458 e 487-495 (Grafico 42b);
1094-1098 (Grafico 42e); 1547-1554 (Grafico 42f), assim como alguns pontos isolados: 902
(Grafico 42d), 1136 (Grafico 42e) e 1389 (Grafico 42f).
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4.2.2.4. Ovomucdide

0O calculo de H; para a ovomucéide é apresentado no grafico 43.

H, 40 | 1 Hidrofobicidade
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2,0 - A
1,0 -
0,0 -
-1,0 -
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Grafico 43: Representacdo grafica do calculo da hidrofobicidade H; para a ovomucéide (210
residuos de aminoacido), usando a escala de Kyte & Doolittle (preto). Linha de referéncia de 1,6
(vermelho).

Com excepcdo do pico 1 que mostra uma zona bastante hidrofobica, a ovomucoéide
apresenta um comportamento bastante hidrofilico ao longo da sua cadeia polipeptidica
(Grafico 43).

No grafico 44, observa-se o resultado dos calculos para o indice de hélice-a.

Ho 40 - Indice de hélice-a
3,0 -

20 |,

1,0 -\, W i

0,0
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0 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200 220
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Grafico 44: Representacao grafica do calculo do indice de hélice-a para a ovomucéide (210
residuos de aminoacido), usando a escala de Kyte & Doolittle (preto). Linha de referéncia de 1,6
(vermelho) e linha de referéncia de 0,8 (verde claro).

O grafico do indice de hélice-a (Grafico 44) mostra igualmente um pico inicial

hidrofébico (1), certamente representativo de uma hélice-a anfifilica interna da ovomucoide.
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A antigenicidade da ovomucoide encontra-se no grafico 45.

Hag 22 s Ant{l,genlmdade s
2,0
1,5
1,0
0,5
0,0
-0,5
-1,0
-1,5
-2,0 -

Residos de AA

Grafico 45: Representacao grafica do calculo da antigenicidade Hu, para a ovomucéide, usando a
escala de Hopp & Wood (azul). Zonas antigénicas possiveis (setas azuis).

Devido ao comportamento evidenciado pela ovomucéide relativamente a sua
alergenicidade dominante em comparacédo as outras proteinas da clara do ovo (Jedrychowski
& Wichers, 2009; Hoffmann-Sommergruber e Mills, 2009), seria de esperar um numero
importante de antigénios. No entanto, a ovomucdide apresenta trés picos antigénicos
importantes (Grafico 45). Esta ocorréncia é certamente devida ao facto da ovomucoide ser de
pequena dimensao (210 residuos de aminoacido).

E preciso ndo esquecer que a ovomucéide é composta por trés dominios (Matsuda et
al., 1981; Jedrychowski & Wichers, 2009) e que provavelmente, cada dominio possui o seu
proprio antigénio.

Tendo em conta que a ovomucoéide é uma das proteinas da clara do ovo mais
alergénicas (Jedrychowski & Wichers, 2009; Hoffmann-Sommergruber e Mills, 2009), Mine et
al. (2003), tentaram diminuir a antigenicidade e a alergenicidade da ovomucoide, através de
mutacbes genéticas, que deram origem a alteracoes na sequéncia dos residuos de
aminoacidos. Assim substituiram no dominio Ill da ovomucéide, a glicina da posicao 32 por
metionina e a fenilalanina da posicao 37 também por metionina.

Com o objectivo de verificar se as conclusdes de Mine et al. (2003) podem ser
previstas nos calculos efectuados para a Ovomucodide, foram efectuadas as mutacoes referidas
anteriormente no dominio Il e efectuados de novo os calculos para H; (Grafico 46), H,
(Grafico 48) e Hag (Grafico 50).
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A hidrofobicidade da ovomucéide mutada pode ser observada no grafico 46.

H 4o Hidrofobicidade (mutacao)
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Grafico 46: Representacdo grafica dos calculos da hidrofobicidade H; para a ovomucoide, usando
a escala de Kyte & Doolittle para a proteina inata (preto) e usando a mesma escala para a
proteina mutada (laranja) nos residuos 32 e 37 do terceiro dominio. Esta mutacdo consiste em
substituir a glicina 32 (G32) e a fenilalanina 37 (F37) pela metionina. Linha de referéncia de 1,6
(vermelho).
Observa-se umas ligeiras variacoes da hidrofobicidade entre os residuos 183-194 na
ovomucoide mutada (Grafico 46). Estas variacbes situam-se no terceiro dominio da

ovomucoide (Matsuda et al., 1981; Jedrychowski & Wichers, 2009).

A ampliacdo do terceiro dominio da ovomucoide nativa e mutada, permite visualizar

detalhadamente as alteracdes de hidrofobicidade H;.

H 5o Hidrofobicidade (mutacao)

155 175 195 215

Residos de AA

Grafico 47: Representacdo grafica pormenorizada da hidrofobicidade H; para a ovomucoéide,
usando a escala de Kyte & Doolittle para a proteina inata (preto) e usando a mesma escala para a
proteina mutada (laranja) nos residuos 32 e 37 do terceiro dominio. Janela de apenas 56 residuos
de aminoacido (Terceiro dominio completo). Linha de referéncia de 1,6 (vermelho).
Observa-se um ligeiro aumento da hidrofobicidade da ovomucéide mutada entre os
residuos de aminoacido 183-189 e uma pequena diminuicao entre os residuos 190-194 (Grafico

47).
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0 indice de hélice-a da ovomucéide mutada e nativa pode ser observado no grafico
48.

He g indice de hélice-a (mutagio)
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Grafico 48: Representacao grafica do calculo do indice de hélice-a para a ovomucdide, usando a
escala de Kyte & Doolittle para a proteina inata (preto) e usando a mesma escala para a proteina
mutada (laranja) nos residuos 32 e 37 do terceiro dominio. Esta mutacao consiste em substituir a
glicina 32 (G32) e a fenilalanina 37 (F37) pela metionina. (210 residuos de aminoacido). Linha de
referéncia de 0,8 (verde claro).
Observa-se umas ligeiras variacoes no indice de hélice-a entre os residuos 178-199 na
ovomucoide mutada (Grafico 48). Estas variacbes situam-se no terceiro dominio da

ovomucoide (Matsuda et al., 1981; Jedrychowski & Wichers, 2009).

A ampliacdo do terceiro dominio da ovomucoéide nativa e mutada, permite visualizar

detalhadamente as alteracdes de hidrofobicidade H;.
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Grafico 49: Representacdo grafica pormenorizada do indice de hélice-a para a ovomucoéide,
usando a escala de Kyte & Doolittle para a proteina inata (preto) e usando a mesma escala para a
proteina mutada (laranja) nos residuos 32 e 37 do terceiro dominio. Janela de apenas 56 residuos
de aminoacido (Terceiro dominio completo). Linha de referéncia de 0,8 (verde claro).

Observa-se um ligeiro aumento no indice de hélices-a da ovomucéide mutada entre os
residuos de aminoacido 178-194 e uma pequena diminuicao entre os residuos 195-199 (Grafico
49).

Apesar do estudo feito pela equipa de Yoshinori Mine ter dado resultados promissores,

quando se faz a mesma substituicao na sequéncia de residuos de aminoacidos da ovomucdide
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usando o método da escala de hidrofobicidade de Kyte & Doolittle, os resultados obtidos nao
sao muito significativos. Como se pode observar, tanto na hidrofobicidade H; (Graficos 46 e
47), como no indice de hélices-a (Graficos 48 e 49), ndo se observa grandes alteracoes

relativamente a proteina original.

A antigenicidade da ovomucoide nativa e mutada pode ser observada no grafico 50.
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Grafico 50: Representacao grafica do calculo da antigenicidade Hng para a ovomucéide, usando a
escala de Hopp & Wood para a proteina inata (preto) e usando a mesma escala para a proteina
mutada (laranja) nos residuos 32 e 37 do terceiro dominio. Esta mutacao consiste em substituir a
glicina 32 (G32) e a fenilalanina 37 (F37) pela metionina.

Mesmo que nao seja de uma grande evidéncia, € de notar uma pequena diminuicao da
antigenicidade entre os residuos 180 e 200 (Grafico 50).

Para facilitar a observacao das diferencas provocadas pela mutacao, elaborou-se uma
ampliacdo do grafico da antigenicidade representando exclusivamente o terceiro dominio da

ovomucoide (Grafico 51).
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Grafico 51: Representacdo grafica pormenorizada da antigenicidade Hn, para a ovomucoide,
usando a escala de Hopp & Wood para a proteina inata (preto) e usando a mesma escala para a
proteina mutada (laranja) nos residuos 32 e 37 do terceiro dominio. Janela de apenas 56 residuos
de aminoacido (Terceiro dominio completo). Zonas de divergéncia (setas azuis).

Na regiao mutada verifica-se a diminuicao da antigenicidade do primeiro pico. No

segundo pico, observa-se o comportamento inverso (Grafico 51). A luz dos resultados obtidos,
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verifica-se que a substituicdo da glicina pela metionina, diminui a antigenicidade. No
entanto, a substituicdo da fenilalanina também pela metionina, aumenta a antigenicidade e
consecutivamente a alergenicidade da ovomucédide. Contudo, nao é possivel quantificar esta

diminuicdo nem quantificar a intensidade de cada reaccéo alergénica.

0 grafico 52 demonstra a aplicacao do método de Chou & Fasman a ovomucdide.

Prognostico de Chou & Fasman

Hélice; Folha; Turn
OFRrNWRMUION
=

1 21 41 61 81 101 121 141 161 181 201
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Grafico 52: Representacdo grafica do prognéstico de Chou & Fasman para os trés elementos
principais da estrutura secundaria: hélice-a (azul); folha-B8 (vermelho) e volta (verde), na
ovomucoide. Cada pico corresponde a presenca de um possivel elemento estrutural.

Observa-se que existe a probabilidade de encontrar cinco hélices-a (trapézio
isosceles) ao longo da cadeia polipeptidica da ovomucoide (Grafico 52). Observa-se
igualmente que existe alguma probabilidade de que a ovomucoide possua inimeras voltas e
inimeras folhas-B. Isto confirma o que é descrito na literatura, visto que a ovomucéide
possui: 26% de hélices-a, 46% de folhas-B e 10% de voltas (Belitz, 2009). Este método
demonstrou ser suficientemente sensivel para detectar os trés tipos de estrutura, no entanto,
as proporcoes parecem estar invertidas relativamente a bibliografia. Apesar de ja se ter
referido que o método de Chou & Fasman nao mostra ser muito adequado na deteccao de

folhas-B, para esta proteina ele foi bastante sensivel.
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O progndstico de Lupas para a ovomucoide é apresentado no grafico 53.

Prognostico de Lupas

0,8
0,6
0,4
0,2

pSE

1 51 101 151

Residuos de AA

Grafico 53: Representacdo grafica do prognoéstico de Lupas para as super-hélices-a na
ovomucéide.

Observa-se que a probabilidade de haver super-hélice-a na ovomucoide é nula e isto

apesar de a ovomucoide ser constituida a 26% de hélices-a (Belitz, 2009) (Grafico 53).

Para facilitar a observacdo da composicao global da ovomucodide, dispuseram-se os

aminoacidos através de um grafico em radar (Grafico 54).

Composi¢ao da proteina em aminoacidos

Grafico 54: Representacao grafica da quantidade real de cada aminoacido na ovomucéide (210
residuos de aminoacido).

A ovomucoide é constituida pelos principais aminoacidos excepto o triptofano
(Grafico 54). Sendo assim, a ovomucoéide é constituida maioritariamente por (ordem
decrescente): cisteina; glicina; valina; aspartato; alanina; leucina; asparagina; treonina;
glutamato; lisina; serina e fenilalanina. Possui uma quantidade minima de: prolina; arginina;
tirosina; histidina; metionina; isoleucina e glutamina. Visto que a ovomucdide é

relativamente rica em, alanina; glutamato e leucina, existe uma forte suspeita de que ela
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tenha pelo menos uma hélice-a na sua estrutura (Berg et al., 2002). No entanto, a grande
quantidade de valina; aspartato; serina; asparagina; treonina e serina, pode perturbar a
formacao dessas mesmas hélices-a e destabiliza-las caso elas existam (Berg et al., 2002). O
valor elevado em valina e médio em treonina revelam também a possivel presenca de folhas-8
(Berg et al., 2002). A presenca de voltas € igualmente possivel devido a existéncia de valores
altos e médios de glicina e asparagina, respectivamente (Berg et al., 2002). O facto de a
ovomucoide nao possuir triptofano na sua composicdo, nao influencia de modo algum a

formacao ou a perturbacéo das trés estruturas: hélices-a; folhas-B e voltas.

Através de um grafico em radar é possivel comparar a percentagem de aminoacidos

da ovomucoide relativamente a GenPep#97 (Grafico 55).

Percentagem relativa de aminoacidos
Ala

Met

Grafico 55: Representacdo grafica da percentagem de cada aminoacido na ovomucéide,
relativamente a GenPep#97. O circulo a tracejado vermelho representa uma média calculada a
partir das percentagens relativas dos 19 aminoacidos presentes na proteina.

Observa-se que a ovomucoide possui oito aminoacidos com uma percentagem relativa
acima da média, sendo esta calculada a partir das percentagens relativas dos 19 aminoacidos
presentes na proteina e representada a tracejado vermelho (Grafico 55). Desses oito, o mais
evidente é a cisteina, seguida do aspartato; asparagina; valina; glicina; fenilalanina; treonina

e lisina. Os restantes aminoacidos tém um valor abaixo da média.
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Uma das formas de verificar o comportamento da ovomucoide, é dispor a
percentagem de aminoacidos de modo a que os aminoacidos hidrofébicos fiquem a esquerda e

os carregados fique a direita.

Percentegem relativa de aminoacidos ordenados por propriedades
quimicas
Thr
Gly Ser
Ala Pro
Phe Lys
Leu Glu
Iso ! Asp
Val Arg
Met Asn
Cys His
Trp GIn
Tyr

Grafico 56: Representacdo grafica da percentagem relativa dos aminoacidos da ovomucoéide,
mediante as suas propriedades quimicas. Os aminoacidos mais carregados situam-se a direita e os
mais hidrofobicos situam-se a esquerda. O circulo a tracejado vermelho representa uma média
calculada a partir das percentagens relativas dos 19 aminoacidos presentes na proteina.

Apesar de nada se saber a luz da teoria quanto a hidrossolubilidade da ovomucoide,
ela mostra comportar-se de maneira hidrofobica (Grafico 56). A ovomucoide possui acima da
média trés aminoacidos carregados, aspartato; asparagina e lisina, que interferem na
caracteristica hidrossolUvel desta proteina. No entanto, para além da cisteina, a ovomucéide
também possui acima da média, trés aminoacidos hidrofdébicos, tais como: a valina; glicina e
a fenilalanina. A treonina também se encontra acima da média mas nao interfere no

comportamento global da ovomucaéide.
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As cargas reais e absolutas da ovomucoide sdo apresentadas no grafico 57.

Calculo das cargas
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Grafico 57: Representacdo grafica das cargas da ovomucoéide. Tanto as cargas reais (castanho)
como as cargas absolutas (azul), sdo calculadas num intervalo de 28 aminoacidos.

Observa-se que a ovomucoide possui poucas cargas reais positivas (Grafico 57). As
Unicas que se destacam encontram-se nos intervalos 128-136 e 179-183. Existem outros
intervalos onde as cargas reais também sao positivas mas sao mais curtos e de cargas
inferiores, como se fossem cargas “residuais”.

Observa-se igualmente que as cargas absolutas da ovomucdide, mostram que ela tem
um comportamento polar positivo ao longo de toda a cadeia polipeptidica. Destacam-se trés
zonas distintas nas quais as cargas absolutas sao maiores. Elas situam-se nos intervalos: 9-49;
53-88 e 116-175 Isto significa que se a ovomucdide for colocada numa solucdo com uma

corrente eléctrica, ela deslocar-se-a para o catodo (pélo negativo).
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4.2.3. Proteinas do leite

4.2.3.1. a-caseina s

No grafico 58 encontra-se o resultado do estudo de hidrofobicidade (H;) para a a-

caseina s1.

i a0 - Hidrofobicidade
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Grafico 58: Representacao grafica do calculo da hidrofobicidade H; para a a-caseina s1 (214
residuos de aminoacido), usando a escala de Kyte & Doolittle (preto). Linha de referéncia de 1,6
(vermelho).

A a-caseina s1 é uma proteina do leite com o centro hidrofébico e a periferia
hidrofilica como todas as caseinas do leite (Jedrychowski & Wichers, 2009; Hoffmann-
Sommergruber e Mills, 2009), no entanto ela nao é solivel em agua. Poderia pensar-se que o
pico que se observa no inicio da sua cadeia de aminoacidos (Grafico 58), seria uma zona
hidrofobica no entanto, esse pico ndo é muito significativo quanto a sua hidrofobicidade visto
gue o nimero de aminoacidos que o compde é inferior a 19. Apesar de ultrapassar largamente
o nivel teorico de 1,6 este pico ndo parece influenciar a solubilidade da a-caseina s1.
Possivelmente é uma regiao que se encontra no interior da a-caseina s1 visto que, como ja foi

referido acima, o seu interior € hidrofébico.
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No grafico 59, observa-se o resultado dos calculos para o indice de hélice-a da a-

caseina s1.

Mg indice de hélice-a
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0,0
-1,0
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Gréfico 59: Representacéo gréfica do célculo do indice deé¢ligara ac-caseina sl (214 residuos de
aminoéacido), usando a escala de Kyte & Doolittiet@@. Linha de referéncia de 1,6 (vermelho) edinle
referéncia de 0,8 (verde claro).

Observa-se que a nivel do indice de hélices-a, o grafico 59 nao é muito elucidativo
visto que nao indica qualquer pico susceptivel de manifestar a presenca de hélices-a
anfifilicas. Para além disso, ndao foram encontrados dados literarios que corroborem ou

invalidem as informacodes apresentadas nesse mesmo grafico.

A antigenicidade da a-caseina s1 pode ser observada no grafico 60.
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Grafico 60: Representacao grafica do calculo da antigenicidade Hug para a a-caseina s1, usando a
escala de Hopp & Wood (azul). Epitopos imunodominantes (setas verdes), ligacdes a IgE (setas
vermelhas) e ligacao antigénica provavel (seta azul).

Prevé-se que a a-caseina s1 possua oito zonas antigénicas correspondendo a zonas
hidrofilicas (Grafico 60). Observando o grafico vé-se que a maior parte dos residuos sao
antigénicos porque estdo na parte positiva. A presenca de um grande niumero de picos
antigénicos era previsivel visto que a a-caseina s1 é uma das proteinas descrita como
responsavel por alergias mediadas pela IgE (Jedrychowski & Wichers, 2009). Foram

identificados epitopos alergénicos nas regides 19-30, 93-98 e 141-150 da a-caseina s1, como
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sendo um epitopo imunodominante (setas verdes). Foram reconhecidas algumas regides de
ligacdo as IgE nos aminoacidos 17-36, 39-48, 69-78, 93-102, 109-120, 123-132, 139-154, 159-
174 e 173-194 (setas vermelhas) (Spuergin at al. 1997). E de notar igualmente que existe uma

probabilidade de encontrar um epitopo no final da sequéncia polipeptidica (Grafico 60, seta

azul).
O grafico 61 demonstra a aplicacdo do método de Chou & Fasman para a a-caseina s1.
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Grafico 61: Representacao grafica do prognéstico de Chou & Fasman para os trés elementos
principais da estrutura secundaria: hélice-a (azul); folha-B (vermelho) e volta (verde), na a-
caseina s1. Cada pico corresponde a presenca de um possivel elemento.

Observa-se que existe uma grande probabilidade de encontrar hélices-a; folhas-B8 e
voltas ao longo da cadeia polipeptidica da a-caseina s1 (Grafico 61). Este facto ndo pode ser
confirmado pela literatura visto que nada foi encontrado sobre o assunto, para esta proteina.
Todavia, o método de Chou & Fasman mostrou ser pouco fiavel relativamente a BSA, na

deteccao de folhas-B. Nada indica que o0 mesmo nao aconteca com a a-caseina s1.

0 algoritmo de Lupas et al. pode ser observado através do seguinte grafico.
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Grafico 62: Representacéo grafica do prognostico de Lupas para as super-hélices-a na a-caseina
s1. A cada pico corresponder a possivel presenca dessa estrutura.
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Observa-se que existe uma probabilidade em encontrar uma super-hélice-a na a-
caseina s1 (Grafico 62). Essa regido esta delimitada entre os residuos 43-85 mas tem uma

probabilidade ainda maior entre os residuos 47-74.

O grafico 63 proporciona uma visao global da composicdo em aminoacidos da a-

caseina s1.

Composigcao da proteina em aminodacidos
Ala

Met

Grafico 63: Representacdo grafica da quantidade real de cada aminoacido na a-caseina s1 (214
residuos de aminoacido).

A a-caseina s1 é constituida pelos vinte principais aminoacidos (Grafico 63). Sendo
assim, a a-caseina s1 é constituida maioritariamente por (ordem decrescente): glutamato,
leucina, prolina, serina, lisina, glutamina, valina, alanina, isoleucina e tirosina. Tem uma
quantidade média de: glicina, fenilalanina, asparagina, aspartato, metionina, arginina,
treonina e histidina. A a-caseina s1 possui igualmente alguns aminoacidos residuais tais como:
triptofano e cisteina.

Visto que a a-caseina s1 é relativamente rica em, glutamato e leucina, existe uma
forte possibilidade de que ela apresente pelo menos uma hélice-a na sua estrutura (Berg et
al., 2002).
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O grafico 64 mostra a percentagem relativa de aminoacidos da a-caseina s1 em

relacdo a GenPep#97.

Percentagem relativa de aminoacidos
Ala

Met

Grafico 64: Representacdo grafica da percentagem de cada aminoacido na a-caseina sf,
relativamente a GenPep#97. O circulo a tracejado vermelho representa uma média calculada a
partir das percentagens relativas dos 20 aminoacidos presentes na proteina.

Observa-se que a a-caseina s1 possui nove aminoacidos com uma percentagem
relativa acima da média, sendo esta calculada a partir das percentagens relativas dos 20
aminoacidos presentes na proteina e representada a tracejado vermelho (Grafico 64). Desses
nove, o mais evidente é o glutamato seguido de glutamina, prolina, tirosina, metionina,
lisina, leucina, histidina e no limiar da média encontra-se a serina. Os restantes aminoacidos

encontram-se num numero abaixo da média.
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A distribuicao da percentagem relativa de aminoacidos segundo as suas propriedades

quimicas, revela algumas caracteristicas da a-caseina s1 (Grafico 65).

Percentegem relativa de aminoacidos ordenados por propriedades

quimicas
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Grafico 65: Representacao grafica da percentagem relativa dos aminoacidos da a-caseina sf,
mediante as suas propriedades quimicas. Os aminoacidos mais carregados estao situados a direita
e os mais hidrofobicos estao situados a esquerda. O circulo a tracejado vermelho representa uma
média calculada a partir das percentagens relativas dos 20 aminoacidos presentes na proteina.

De acordo com o grafico 65, a a-caseina s1 mostra ser uma proteina hidrofilica. Essa
ideia é reforcada pela presenca de uma percentagem relativa acima da média de aminoacidos
hidrofilicos tais como: glutamato, glutamina, prolina, lisina, histidina e serina, mesmo que os
seus efeitos estejam limitados pelos aminoacidos hidrofobicos. Dos aminoacidos hidrofobicos
que compdem a a-caseina s1, metionina e leucina tém valores acima da média e contribuem
ao caracter hidrofobico desta proteina visto que o centro das caseinas € hidrofobico
(Jedrychowski & Wichers, 2009; Hoffmann-Sommergruber e Mills, 2009). A tirosina também

tem valores acima da média mas nao afecta o comportamento global da a-caseina s1.
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As cargas reais e absolutas da a-caseina s1 encontram-se representadas no grafico 66.
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Grafico 66: Representacao grafica das cargas da a-caseina s1. Tanto as cargas reais (castanho)
como as cargas absolutas (azul), sdo calculadas num intervalo de 28 aminoacidos.

Observa-se que a a-caseina s1 possui poucas cargas reais positivas (Grafico 66). As
Unicas que se destacam encontram-se nos intervalos: 1-18 e 90-118. Existem outros intervalos
onde as cargas reais também sao positivas mas sao apenas cargas residuais.

Observa-se igualmente que as cargas absolutas da a-caseina s1, mostram que ela tem
um comportamento polar positivo ao longo de toda a cadeia polipeptidica, destacando-se
apenas o final da cadeia em que as cargas absolutas nao sao tao elevadas como no resto da

cadeia.

4.2.3.2. o-caseina s2

A hidrofobicidade da a-caseina s2 pode representar-se graficamente para uma melhor

visualizacao (Grafico 67).
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Grafico 67: Representacdo grafica do calculo da hidrofobicidade H; para a a-caseina s2 (222
residuos de aminoacido), usando a escala de Kyte & Doolittle (preto). Linha de referéncia de 1,6
(vermelho).

Tal como a a-caseina s1, a a-caseina s2 também nao é hidrossoluvel, apesar de a sua

periferia ser hidrofilica (Jedrychowski & Wichers, 2009; Hoffmann-Sommergruber e Mills,
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2009). Por essa razao a semelhanca dos seus comportamentos € notavel (Grafico 67). O inicio
da sequéncia de aminoacidos da a-caseina s2 mostra um pico hidrofobico, tal como acontece
com a a-caseina s1 (Grafico 58). Poderia pensar-se que o pico que se observa no inicio da sua
cadeia de aminoacidos, seria uma zona hidrofobica no entanto, esse pico ndao é muito
significativo quanto a sua hidrofobicidade visto que o nimero de aminoacidos que o compoe é
inferior a 19. Apesar de ultrapassar largamente o nivel teorico de 1,6. Exceptuando esse pico

inicial, a a-caseina s2 mostra ter um comportamento hidrofilico ao longo da sua cadeia.

As hélices-a podem ser detectadas através do indice de hélices-a (Grafico 68).
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Grafico 68: Representacao grafica do calculo do indice de hélice-a para a a-caseina s2 (222
residuos de aminoacido), usando a escala de Kyte & Doolittle (preto). Linha de referéncia de 1,6
(vermelho) e linha de referéncia de 0,8 (verde claro).

Observa-se que no inicio do grafico 68, existe uma zona anfifilica (pico 1). Este pico
pode indicar a presenca de uma hélice-a anfifilica. E um tipo de hélice-a particular,
conhecida por ter residuos alternadamente hidrofobicos e hidrofilicos (Murray et al., 2002).
Ao longo do resto da sequéncia de aminoacidos, a a-caseina s2, nao mostra ter zonas
anfifilicas nem hidrofébicas, mas sim um comportamento hidrofilico, o que reforca a ideia de

que a sua periferia é hidrofilica.
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A antigenicidade da a-caseina s2 pode ser representada graficamente do seguinte

modo.
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Grafico 69: Representacao grafica do calculo da antigenicidade Hug para a a-caseina s2, usando a
escala de Hopp & Wood (azul). Ligacbes facas a IgE (setas azuis) e ligacoes fortes a IgE (setas
vermelhas).

A a-caseina s2 é uma proteina responsavel por algumas alergias, (Jedrychowski &
Wichers, 2009). Sabendo isso, era de esperar a presenca de um nimero elevado de zonas
antigénicas como ¢ o caso (Grafico 69). No entanto, constata-se que através deste método, a
a-caseina s2 manifesta doze regides antigénicas, quando se deveria observa apenas dez
(Jedrychowski & Wichers, 2009). Dos doze picos observados, dez deles (seta vermelha)
destacam-se por parecerem ser zonas de ligacdo a IgE mais intensas. Usando 99
decapeptideos sintéticos, concluiu-se que a a-caseina s2 apresentam dez regides de ligacao a
IgE e foram identificadas como zonas alergénicas. Essas regides situam-se nos aminoacidos:
31-44, 43-56, 83-100, 93-108, 105-114, 117-128, 143-158, 157-172, 165-188 e 191-200
(Jedrychowski & Wichers, 2009).

E de notar igualmente, a presenca de duas regides com uma probabilidade de

encontrar epitopos antigénicos (setas azuis).
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A previsao das hélices-a; folhas-B e voltas podem ser efectuada através do método de

Chou & Fasman.

Prognostico de Chou & Fasman
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Grafico 70: Representacao grafica do prognéstico de Chou & Fasman para os trés elementos
principais da estrutura secundaria: hélice-a (azul); folha-B8 (vermelho) e volta (verde), na a-
caseina s2. Cada pico corresponde a presenca de um possivel elemento.

Observa-se que existe alguma probabilidade de encontrar hélices-a ao longo da cadeia
polipeptidica da a-caseina s2 (Grafico 70). Este facto é corroborado a luz de dados tedricos
que estipulam a existéncia de 25% de hélices-a na estrutura secundaria da a-caseina s2
(Jedrychowski & Wichers, 2009). Observa-se igualmente alguma probabilidade de encontrar
folhas-B e voltas, apesar de nao ser possivel confirmar a presenca destas estruturas através

de dados teoricos.

O prognéstico de Lupas pode ser visualizado no grafico 71.
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Grafico 71: Representacéo grafica do prognostico de Lupas para as super-hélices-a na a-caseina
s2. A cada pico corresponder a possivel presenca dessa estrutura.

Observa-se que existe a probabilidade de encontrar trés super-hélices-a na a-caseina
s2, (Grafico 71). Uma primeira entre os residuos 9-42, uma segunda entre os residuos 53-105
(com uma probabilidade acentuada entre 71-101) e uma terceira entre os residuos 137-189
(com uma probabilidade acentuada entre 144-172). Nenhum dado tedrico foi encontrado para

confirmar a presenca de super-hélices-a nesta proteina.
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A composicao em aminoacidos da a-caseina s2 pode ser representada por um grafico

em radar (Grafico 72).

Composi¢ao da proteina em aminoacidos
Ala

Grafico 72: Representacdo grafica da quantidade real de cada aminoacido na a-caseina s2 (222
residuos de aminoacido).

A a-caseina s2 é constituida pelos vinte principais aminoacidos, (Grafico 72). Sendo
assim, a a-caseina s2 é constituida maioritariamente por (ordem decrescente): lisina,
glutamato, serina, leucina, glutamina, treonina, valina, asparagina, isoleucina, tirosina,
alanina e prolina. Tem uma quantidade minima de: fenilalanina, arginina, metionina,
aspartato, cisteina, histidina, glicina e triptofano. Visto que a a-caseina s2 € rica em
glutamato e tem uma quantidade média de leucina, reforca a ideia da presenca de hélices-a
na sua estrutura (Berg et al., 2002). A presenca de isoleucina e valina revelam também a
possivel existéncia de folhas-8 (Berg et al., 2002). A presenca de voltas é igualmente

suspeitada devido a presenca de asparagina e prolina (Berg et al., 2002).
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A comparacgdo entre a a-caseina s2 e a proteina média (GenPep#97) pode ser feita

através das percentagens de aminoacidos que compdes cada uma delas.

Percentagem relativa de aminoacidos
Ala

Met

Grafico 73: Representacdo grafica da percentagem de cada aminoacido na a-caseina s2 (222
residuos de aminoacido), relativamente a GenPep#97. O circulo a tracejado vermelho representa

uma média calculada a partir das percentagens relativas dos 20 aminoacidos presentes na
proteina.

Observa-se que a a-caseina s2 possui oito aminoacidos com uma percentagem acima
da média relativamente a GenPep#97, média esta que foi calculada a partir das percentagens
relativas dos 20 aminoacidos presentes na proteina e esta representada a tracejado vermelho
(Grafico 73). Desses oito aminoacidos, o mais evidente é a lisina, seguida da glutamina,

glutamato, tirosina, asparagina, treonina, valina e serina. Os restantes aminoacidos tém um
valor abaixo da média.
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A distribuicdo dos aminoacidos segundo as suas propriedades quimicas, revela as

caracteristicas hidrofdbicas ou hidrofilicas da a-caseina s2 (Grafico 74).

Percentegem relativa de aminoacidos ordenados por propriedades

quimicas
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Grafico 74: Representacao grafica da percentagem relativa dos aminoacidos da a-caseina s2,
mediante as suas propriedades quimicas. Os aminoacidos mais carregados situam-se a direita e os
mais hidrofobicos situam-se a esquerda O circulo a tracejado vermelho representa a média das
percentagens relativas da proteina a-caseina s2.

Tal como a a-caseina s1, a a-caseina s2 mostra ter um comportamento hidrofilico
devido a um maior nimero de aminoacidos carregados acima da média (calculada a partir das
percentagens relativas dos 20 aminoacidos presentes na proteina), representada a tracejado
vermelho (Grafico 74). Isto corrobora o facto de que a a-caseina s2 é a mais hidrofilica de
todas a caseina (Jedrychowski & Wichers, 2009).

Entre os aminoacidos carregados encontram-se: a lisina, glutamina, glutamato,
asparagina e serina. A valina é o Unico aminoacido acima da média de caracter hidrofobico e
que dificilmente rivaliza com os cinco carregados. Este tipo de composicao reforca a ideia de
que as caseinas tém uma periferia hidrofilica (Jedrychowski & Wichers, 2009; Hoffmann-
Sommergruber e Mills, 2009) e das quais a a-caseina s2 ndo é excepcao. A tirosina e a
treonina também tém valores acima da média mas ndo contribuem de modo significativo no

comportamento global da proteina.
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As cargas da a-caseina s2 podem ser observadas através do grafico 75.
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Grafico 75: Representacao grafica das cargas da a-caseina s2. Tanto as cargas reais (castanho)
como as cargas absolutas (azul), sdo calculadas num intervalo de 28 aminoacidos.

Observa-se que a a-caseina s2 possui cargas reais positivas entre o intervalo 154-195.
Existem outros intervalos onde as cargas reais também sao positivas mas sao mais curtos e de
cargas inferiores, como se fossem cargas residuais (Grafico 75).

Observa-se igualmente que as cargas absolutas da a-caseina s2, mostram que ela tem
um comportamento polar positivo ao longo de toda a cadeia polipeptidica. Nota-se uma
pequena descida do valor das cargas absolutas no intervalo 91-113. Tal como a a-caseina s1,
se a a-caseina s2 for colocada numa solucdo com uma corrente eléctrica continua, ela
deslocar-se-a para o catodo, (polo negativo).

E de notar igualmente, que em algumas zonas as cargas reais e as cargas absolutas

confundem-se. E o que acontece no intervalo: 173-195 (Grafico 75).

4.2.3.3. B-caseina

A hidrofobicidade da B-caseina pode ser demonstrada através do grafico 76.
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Grafico 76: Representacdo grafica do calculo da hidrofobicidade H; para a B-caseina (224
residuos de aminoacido), usando a escala de Kyte & Doolittle (preto). Linha de referéncia de 1,6
(vermelho).
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Excepto o pico 1, a B-caseina mostra ter um comportamento bastante hidrofilico ao
longo da sua cadeia polipeptidica (Grafico 76). Estes resultados contradizem os dados
esperados visto que de todas as caseinas, a B-caseina é a mais hidrofdbica (Jedrychowski &
Wichers, 2009; Belitz et al., 2009). E de notar a presenca de alguns picos hidrofébicos a meio
e no fim da cadeia de aminoacidos que ultrapassam o valor 1,6. Esses picos ndao sao muito
importantes visto que o nimero de residuos de aminoacidos que os compoem é inferior a 19 e
os aminoacidos vizinhos desses picos também nao sdo muito hidrofobicos (Han e Tashjian,
2003).

O indice de hélice-a pode ser representado no grafico 77.
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Grafico 77: Representacéo grafica do calculo do indice de hélice-a para a B-caseina (224 residuos
de aminoacido), usando a escala de Kyte & Doolittle (preto). Linha de referéncia de 1,6
(vermelho) e linha de referéncia de 0,8 (verde claro).

No indice de hélices-a (Grafico 77), observa-se a presenca de um pico hidrofobico
inicial (1), que pode indicar a existéncia de um tipo particular de hélices-a que se situam no
interior das proteinas globulares (Murray et al., 2002). Entre os residuos 80-110, observa-se
um leve aumento da hidrofobicidade mas nao existem residuos suficientes nesse pico para se

poder afirmar com toda a certeza de que se trata de uma hélice-a anfifilica.
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A antigenicidade da B-caseina pode ser representada segundo o grafico 78.
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Grafico 78: Representacédo grafica do calculo da antigenicidade H,g para a B-caseina, usando a
escala de Hopp & Wood (azul). Zonas de ligacao a IgE (setas vermelhas) e possiveis zonas de
ligacdo antigénicas (setas azuis).

Observa-se a presenca de oito picos (setas vermelhas) correspondentes a oito das
nove zonas de ligacao a IgE previstas (Grafico 78). Para esta previsao, foram usados cem
decapeptideos sintéticos emparelhados, de maneira a poder averiguar quais as regides da B-
caseina susceptiveis de se ligarem as IgE. Os aminoacidos: 1-16, 45-54, 55-70, 83-92, 107-120,
135-144, 149-164, 167-184 e 185-208, foram descritos como caracteristicos em pacientes com
alergia persistente ao leite de vaca. (Jedrychowski & Wichers, 2009). Existem outros picos

que indicam a probabilidade de serem zonas antigénicas (setas azuis).

O grafico 79 revela as provisdes do método de Chou & Fasman para os trés elementos

principais da estrutura secundaria.

Prognostico de Chou & Fasman
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Grafico 79: Representacao grafica do prognéstico de Chou & Fasman para os trés elementos
principais da estrutura secundaria: hélice-a (azul); folha-8 (vermelho) e volta (verde), na B-
caseina. Cada pico corresponde a presenca de um possivel elemento.

Observa-se que existe alguma probabilidade de encontrar hélices-a ao longo da cadeia
polipeptidica da B-caseina (Grafico 79). Este resultado confirma a presenca de pelo menos 9%

de hélices-a na estrutura da B-caseina (Belitz, 2009). Observa-se igualmente que os
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resultados obtidos referentes as folhas-8, confirmam o facto de que a B-caseina possui cerca
de 25% de folhas-B (Belitz, 2009). Quanto as voltas, o grafico 79 mostra alguma probabilidade
de se encontrarem mais do que uma. Todavia, este resultado nao pode ser confirmado por

dados teoricos.

O progndstico de Lupas pode ser apresentado no grafico 80.

Prognostico de Lupas
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Grafico 80: Representacao grafica do prognéstico de Lupas para as super-hélice-a na B-caseina.
A cada pico corresponde a possivel presenca dessa estrutura.

Observa-se que existe a probabilidade de encontrar uma super-hélice-a na B-caseina
(Grafico 80). O Unico pico encontra-se entre os residuos 11-63 (com uma probabilidade

acrescida entre 30-56).

Para facilitar a observacdao da composicao global da B-caseina dispuseram-se os

aminoacidos através de um grafico em radar (Grafico 81).

Composi¢cao da proteina em aminodacidos

Grafico 81: Representacao grafica da quantidade real de cada aminoacido na B-caseina (224
residuos de aminoacido).
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A B-caseina é constituida pelos vinte principais aminoacidos (Grafico 81). Sendo
assim, a B-caseina é constituida maioritariamente por (ordem decrescente): prolina, leucina,
valina, glutamina glutamato, serina, lisina e isoleucina. Tem uma quantidade média de:
alanina, fenilalanina, treonina, metionina, glicina, histidina, asparagina, aspartato, arginina e
tirosina. A B-caseina possui igualmente alguns aminoacidos residuais tais como: cisteina e
triptofano. A grande quantidade de prolina vai favorecer a formacao de voltas (Berg et al.,
2002).

Através de um grafico em radar € possivel comparar a percentagem de aminoacidos

da B-caseina relativamente a GenPep#97.

Percentagem relativa de aminoacidos

Grafico 82: Representacdo grafica da percentagem de cada aminoacido na B-caseina,
relativamente a GenPep#97. O circulo a tracejado vermelho representa uma média calculada a
partir das percentagens relativas dos 20 aminoacidos presentes na proteina. Isto facilita a
observacao da composicao relativa desta proteina.

Observa-se que a B-caseina possui sete aminoacidos com uma percentagem relativa
acima da média, tendo esta sido calculada a partir das percentagens relativas dos 20
aminoacidos presentes na proteina e esta representada a tracejado vermelho (Grafico 82).
Desses sete, o mais evidente é a prolina, seguida da glutamina, valina, glutamato, metionina,

leucina e histidina. Os restantes aminoacidos tém um valor abaixo da média.
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Uma das formas de verificar o comportamento da B-caseina, € dispor a percentagem
relativa de aminoacidos de modo a que os aminoacidos hidrofobicos fiqguem a esquerda e os

carregados fique a direita.

Percentegem relativa de aminoacidos ordenados por propriedades

quimicas
Thr
Gly Ser
Ala Pro
Phe Lys
Leu Glu
Iso Asp
Val Arg
Met Asn
Cys His
Trp Gln
Tyr

Grafico 83: Representacdo grafica da percentagem relativa dos aminoacidos da B-caseina,
mediante as suas propriedades quimicas. Os aminoacidos mais carregados situam-se a direita e os
mais hidrofdbicos situam-se a esquerda O circulo a tracejado vermelho representa uma média
calculada a partir das percentagens relativas dos 20 aminoacidos presentes na proteina.

Observa-se que a B-caseina possui na sua composicdo, uma percentagem relativa de
aminoacidos acima da meédia (calculada a partir das percentagens relativas dos 20
aminoacidos presentes na proteina) de prolina, glutamina, valina, glutamato, metionina,
leucina e histidina (Grafico 83). Quatro destes aminoacidos sao carregados (prolina,
glutamina, glutamato e histidina). Para além disto, a B caseina também possui trés
aminoacidos acima da média com caracter hidrofobico. Esses aminoacidos sao: valina,
metionina e leucina, que apesar de terem valores ligeiramente acima da média, tém os seus

efeitos diminuidos pelos aminoacidos carregados.
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As cargas reais e absolutas da B caseina sdo apresentadas no grafico 84.

Calculo das cargas
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Grafico 84: Representacado grafica das cargas da B-caseina. Tanto as cargas reais (castanho)
como as cargas absolutas (azul), sdo calculadas num intervalo de 28 aminoacidos.

Observa-se que a B-caseina possui cargas reais positivas entre os dois intervalos: 93-
114 e 145-184 (Grafico 84). Existem outros intervalos onde as cargas reais também sido
positivas mas sao mais curtos e de cargas inferiores. Era de esperar altas cargas no N-terminal
e C-terminal (Caessens, 1999).

Observa-se igualmente que as cargas absolutas da B-caseina mostram que ela tem um
comportamento polar positivo ao longo de praticamente toda a cadeia polipeptidica,
particularmente em duas zonas: 1-65 e 79-149. No entanto, observa-se um valor de cargas
absolutas de zero, no intervalo 66-78. Se a B-caseina for colocada numa solucdo com corrente
eléctrica, ela deslocar-se-a para o catodo (pdlo negativo).

E de notar igualmente, que em algumas zonas as cargas reais e as cargas absolutas

confundem-se. E o que acontece nos intervalos: 63-78 e 147-171 (Grafico 84).
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4.2.3.4. B-lactoglobulina

A hidrofobicidade da B-lactoglobulina pode ser apresentada da seguinte forma.

Hy g0 - 1 Hidrofobicidade

3,0 -
2,0 - ) A
1,0 4 U

0,0 -
-1,0 -
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Grafico 85: Representacao grafica do calculo da hidrofobicidade H; para a B-lactoglobulina (178
residuos de aminoacido), usando a escala de Kyte & Doolittle (preto). Linha de referéncia de 1,6
(vermelho).

A B-lactoglobulina mostra ter um comportamento mais hidrofébico que as proteinas
do leite observadas anteriormente (Grafico 85). Verifica-se que ela tem um pico hidrofébico
(1), visto que ultrapassa o valor de 1,6 e possui mais de 19 aminoacidos necessarios para ser

considerado um pico hidrofébico.

No grafico 86, observa-se o resultado dos calculos para o indice de hélice-a.
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Grafico 86: Representacéo grafica do calculo do indice de hélice-a para a B-lactoglobulina (178
residuos de aminoacido), usando a escala de Kyte & Doolittle (preto). Linha de referéncia de 1,6
(vermelho) e linha de referéncia de 0,8 (verde claro).

Relativamente ao indice de hélice-a, observa-se um pico hidrofobico no inicio da
proteina visto que ultrapassa o valor de 1,6 e possui mais de 19 aminoacidos. No pico 2, os
valores de hidrofobicidade situam-se entre o valor 0,8 (linha verde) e 1,6 (linha vermelha).
Estes dois picos podem revelar a presenca de hélice-a anfifilicas que se situam geralmente no

interior da proteina.
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A antigenicidade da B-lactoglobulina pode ser observada através do grafico 87.
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Grafico 87: Representacdo grafica do calculo da antigenicidade H,, para a B-lactoglobulina,
usando a escala de Hopp & Wood (azul). Zonas antigénicas conhecidas (setas vermelhas) e zona
antigénica possivel (seta azul).

A previsao antigénica revela seis picos (setas vermelhas) que marcam a presenca de
seis antigénios (Grafico 87). Esta presenca era bastante previsivel visto que ao longo da
cadeia polipeptidica da B-lactoglobulina, existem epitopos principais para a IgE humana.
Esses epitopos sdao formados pelos residuos de aminoacidos: 41-60, 102-124, os
intermediarios: 25-40 e com menor influencia: 84-91, 125-135 e 78-83 (Jedrychowski &
Wichers, 2009). Para além disso, a B-lactoglobulina tem a capacidade de se ligar aos lipidos,
incluindo: o retinol, a B-caroteno, os acidos gordos saturados e insaturados e aos
hidrocarbonetos alifaticos (Ehn et al., 2004). A maioria destes picos é corroborada pelos
dados do grafico 86. Para além disso, existe um pico que nao se inclui nos epitopos descritos
na literatura mas que revela uma certa probabilidade de se encontrar uma ligacao antigénica

nessa zona (seta azul).

0 grafico 88 demonstra a aplicacao do método de Chou & Fasman.

Progndstico de Chou & Fasman
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Grafico 88: Representacdo grafica do prognostico de Chou & Fasman para os trés elementos
principais da estrutura secundaria: hélice-a (azul); folha-B8 (vermelho) e volta (verde), na B-
lactoglobulina. Cada pico corresponde a presenca de um possivel elemento.
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Observa-se que existe uma grande probabilidade de encontrar hélices-a e folhas-B ao
longo da cadeia polipeptidica da B-lactoglobulina (Grafico 88). No entanto, a probabilidade
de encontrar voltas é substancialmente inferior. Nenhum deste facto pode ser confirmado a
luz de dados teoricos. Todavia, chama-se a atencdo de que o método de Chou & Fasman nao

foi muito conclusivo na deteccédo das folhas-B relativamente a BSA.

O prognostico de Lupas encontra-se no grafico 89.
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Grafico 89: Representacao grafica do progndstico de Lupas para as super-hélice-a na B-
lactoglobulina. A cada pico corresponder a possivel presenca dessa estrutura.

Observa-se que existe alguma probabilidade de encontrar uma super-hélice-a na B-

lactoglobulina (Grafico 89). O Unico pico encontra-se entre os residuos 65-92.

Para facilitar a observacao da composicao global da B-lactoglobulina, representaram-

se os aminoacidos e respectiva quantidade através de um grafico em radar (Grafico 90).

Composi¢cao da proteina em aminodacidos
Ala

Met

Grafico 90: Representacao grafica da quantidade real de cada aminoacido na B-lactoglobulina
(178 residuos de aminoacido).
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A B-lactoglobulina é constituida pelos vinte principais aminoacidos (Grafico 90). Sendo
assim, a B-lactoglobulina é constituida maioritariamente por (ordem decrescente): leucina,
alanina, glutamato, lisina, aspartato, isoleucina e glutamina. Tem uma quantidade média de:
treonina, valina, prolina, cisteina, serina, glicina, metionina, asparagina, fenilalanina,
tirosina, arginina, histidina e triptofano. Visto que a B-lactoglobulina é rica em leucina, existe
uma forte suspeita de que ela tenha pelo menos uma hélice-a na sua estrutura (Berg et al.,
2002).

Através de um grafico em radar € possivel comparar a percentagem de aminoacidos

da B-lactoglobulina relativamente a GenPep#97 ( Grafico 91).

Percentagem relativa de aminoacidos
Ala

Met

Grafico 91: Representacdo grafica da percentagem de cada aminoacido na B-lactoglobulina,
relativamente a GenPep#97. O circulo a tracejado vermelho representa uma média calculada a
partir das percentagens relativas dos 20 aminoacidos presentes na proteina. Isto facilita a
observacao da composicao relativa desta proteina.

Observa-se que a B-lactoglobulina possui oito aminoacidos com uma percentagem
relativa acima da média, representada a tracejado vermelho, tendo sido calculada a partir
das percentagens relativas dos 20 aminoacidos presentes na proteina (Grafico 91). Desses
oito, os mais evidentes sao a cisteina, seguida da leucina, lisina, alanina, glutamato,

glutamina, metionina e aspartato. Os restantes aminoacidos tém um valor abaixo da média.
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Uma das formas de verificar o comportamento da B-lactoglobulina, é dispor a
percentagem relativa de aminoacidos de modo a que os aminoacidos hidrofdbicos fiquem a

esquerda e os carregados fique a direita (Grafico 92).

Percentegem relativa de aminoacidos ordenados por propriedades

quimicas
Thr
Gly Ser
Ala Pro
Phe Lys
Leu Glu
Iso Asp
Val Arg
Met Asn
Cys His
Trp GIn
Tyr

Grafico 92: Representacdo grafica da percentagem relativa dos aminoacidos da B-lactoglobulina,
mediante as suas propriedades quimicas. Os aminoacidos mais carregados situam-se a direita e os
mais hidrofdbicos aituam-se a esquerda O circulo a tracejado vermelho representa uma média
calculada a partir das percentagens relativas dos 20 aminoacidos presentes na proteina.

Ao contrario das outras trés proteinas do leite vistas até aqui, pode dizer-se que a B-
lactoglobulina parece ser menos solUvel (Grafico 92). Apesar de haver quatro tipos de
aminoacidos carregados acima da média e outros quatro hidrofébicos, os valores numéricos
dos aminoacidos hidrofébicos sao superiores. Entre os aminoacidos carregados temos: lisina,
glutamato, glutamina, e aspartato. Entre os aminoacidos hidrofobicos temos: cisteina,

leucina, alanina e metionina.
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As cargas reais e absolutas da B-lactoglobulina encontram-se representadas no grafico

93.
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Grafico 93: Representacdo grafica das cargas da B-lactoglobulina. Tanto as cargas reais
(castanho) como as cargas absolutas (azul), sao calculadas num intervalo de 28 aminoacidos.

Observa-se que a B-lactoglobulina possui poucos picos com cargas reais positivas
(Grafico 93). No entanto, destacam-se dois intervalos 70-77 e 79-86. Existem outros intervalos
onde as cargas reais também sdo positivas mas sao mais curtos e de cargas inferiores.
Nomeadamente, o intervalo 1-16, onde a carga ¢ mantida sempre a valor 1.

Observa-se igualmente que as cargas absolutas da B-lactoglobulina mostram ter um
comportamento polar positivo ao longo de toda a cadeia polipeptidica, em particular a partir
do residuo 22 onde elas tém um valor acrescido. Tal como as restantes proteinas do leite, se
a B-lactoglobulina for colocada numa solucdo com uma corrente eléctrica, ela deslocar-se-a

para o catodo (polo negativo).
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4.2.4. Proteinas do organismo

4.2.4.1. B-2-microglobulina

A hidrofobicidade H; para a B-2-microglobulina pode ser visualizada no grafico 94.
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Grafico 94: Representacado grafica do calculo da hidrofobicidade H; para a B-2-microglobulina
(118 residuos de aminoacido), usando a escala de Kyte & Doolittle (preto). Linha de referéncia de
1,6 (vermelho).

Observa-se que a B-2-microglobulina tem um comportamento hidrofilico ao longo da
sua sequéncia de aminoacidos (Grafico 94), excepto no inicio, (1), onde a sua hidrofobicidade
atinge valores muito acima do valor referenciado de 1,6. Os restantes picos observados nao
tém nem um numero suficiente de aminoacidos nem uma hidrofobicidade relevante para
serem levados em conta. Este comportamento era totalmente previsivel, visto que a B-2-
microglobulina (B2m), € a cadeia lateral solivel do MHC (Main Histocompatibility Complex)
classe | (Quesada et al., 1998).

No grafico 95, observa-se o resultado dos calculos para o indice de hélice-a.
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Grafico 95: Representacado grafica do calculo do indice de hélice-a para a B-2-microglobulina
(118 residuos de aminoacido), usando a escala de Kyte & Doolittle (preto). Linha de referéncia de
1,6 (vermelho) e linha de referéncia de 0,8 (verde claro).
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A presenca de um pico no inicio do indice de hélice-a (Grafico 95; pico 1) pode
revelar a existéncia de uma hélice-a interna da proteina. Ao longo do resto da cadeia

polipeptidica, a B-2-microglobulina mostra ter um comportamento hidrofilico.

A antigenicidade da B-2-microglobulina pode ser representada através do grafico 96.
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Grafico 96: Representacdo grafica do calculo da antigenicidade Hy, para a B-2-microglobulina,
usando a escala de Hopp & Wood (azul). Zonas antigénicas possiveis (setas azuis).

Observa-se que no grafico 96 estdao presentes trés picos susceptiveis de indicar a

presenca de zonas de ligacao antigénicas.

0 algoritmo de Chou & Fasman esta representado no grafico 97.
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Grafico 97: Representacao grafica do prognéstico de Chou & Fasman para os trés elementos
principais da estrutura secundaria: hélice-a (azul); folha-B (vermelho) e volta (verde), na B-2-
microglobulina. Cada pico corresponde a presenca de um possivel elemento.

Observa-se que existe alguma probabilidade de encontrar cinco hélices-a, seis folhas-
B e quatro voltas ao longo da cadeia polipeptidica da B-2-microglobulina (Grafico 97). Estes

valores nao puderam ser comparados com valores tedricos.
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Depois de efectuados todos os calculos, o algoritmo de Lupas encontram-se no grafico

98.
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Grafico 98: Representacao grafica do prognostico de Lupas para as super-hélices-a na B-2-
microglobulina.

Observa-se que a probabilidade de encontrar uma super-hélice-a na B-2-

microglobulina através do método de Lupas € nula (Grafico 98).

0 grafico 99 ajuda-nos a visualizar a composicdo das proteinas em aminoacidos.

Composi¢ao da proteina em aminoacidos
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Grafico 99: Representacdo grafica da quantidade real de cada aminoacido na B-2-microglobulina
(118 residuos de aminoacido).

A B-2-microglobulina é constituida pelos vinte principais aminoacidos (Grafico 99).
Sendo assim, a B-2-microglobulina é constituida maioritariamente por (ordem decrescente):
leucina e serina. Tem uma quantidade relativa de: lisina, prolina, aspartato, valina,
glutamato, isoleucina, glutamina, arginina, tirosina, fenilalanina e glicina. Possui um valor
minimo de: alanina, histidina, asparagina, cisteina, treonina, triptofano e metionina. Tendo

em conta a grande quantidade de leucina, é fortemente provavel que a B-2-microglobulina
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tenha uma ou mais hélices-a na sua estrutura (Berg et al., 2002). No entanto, a grande
quantidade de serina pode condicionar a formacao desse mesmo tipo de estrutura (Berg et
al., 2002). A quantidade média da valina e isoleucina favorece a formacao de folhas-8 mas
pode ser perturbada pela prolina (Berg et al., 2002) Essa prolina, por sua vez, iria favorecer a

formacao de voltas (Berg et al., 2002).

O grafico 100 mostra a composicao relativa em aminoacidos da B-2-microglobulina em

relacdo a GenPep#97.

Percentagem relativa de aminoacidos
Ala

B

Grafico 100: Representacao grafica da percentagem de cada aminoacido na B-2-microglobulina,
relativamente a GenPep#97. O circulo a tracejado vermelho representa uma média calculada a
partir das percentagens relativas dos 20 aminoacidos presentes na B-2-microglobulina. Isto
facilita a observacao da composicao relativa desta proteina.

Observa-se que a B-2-microglobulina possui dez aminoacidos com uma percentagem
relativa acima da média, representada a tracejado vermelho, tendo sido calculada a partir
das percentagens relativas dos 20 aminoacidos presentes na B-2-microglobulina (Grafico 100).
Desses dez, o mais evidente é a tirosina, seguida da prolina, histidina, leucina, aspartato,
lisina, triptofano, serina, glutamina e fenilalanina. Os restantes aminoacidos tém um valor

abaixo da média.
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A distribuicdo dos aminoacidos segundo as suas propriedades quimicas, revela algumas

caracteristicas da B-2-microglobulina.

Percentegem relativa de aminoacidos ordenados por propriedades

quimicas
Thr
Gly Ser
Ala Pro
Phe Lys
Leu Glu
Iso Asp
Val Arg
Met Asn
Cys His
Trp GIn
Tyr

Grafico 101: Representacdo grafica da percentagem relativa dos aminoacidos da B-2-
microglobulina, mediante as suas propriedades quimicas. Os aminoacidos mais carregados situam-
se a direita e os mais hidrofobicos situam-se a esquerda O circulo a tracejado vermelho
representa uma meédia calculada a partir das percentagens relativas dos 20 aminoacidos
presentes na B-2-microglobulina.

Relativamente aos aminoacidos acima da média (tracejado vermelho), observa-se que
os aminoacidos carregados estao em maior nimero e em percentagens relativas superiores
aos aminoacidos hidrofobicos que estdo em numero inferior (Grafico 101). Isto evidencia o

comportamento hidrofilico da B-2-microglobulina.

As cargas da B-2-microglobulina podem ser observadas através do grafico 102.
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Grafico 102: Representacdo grafica das cargas da B-2-microglobulina. Tanto as cargas reais
(castanho) como as cargas absolutas (azul), sdo calculadas num intervalo de 28 aminoacidos.

Destaca-se que a B-2-microgloulina possui duas zonas principais com cargas reais

positivas. Essas zonas sao definidas pelos intervalos 1-28 e 73-91. Existem outros intervalos
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onde as cargas reais também sao positivas mas sao muito mais curtos e de cargas inferiores
(Grafico 102).

Observa-se igualmente que as cargas absolutas da B-2-microglobulina, mostram que
ela tem um comportamento polar positivo ao longo de toda a cadeia polipeptidica. Isto
significa que se ela for colocada numa solucao com uma corrente eléctrica, ela deslocar-se-a

para o catodo.

4.2.4.2. Osteopontina

No grafico 103 encontra-se o resultado do estudo de hidrofobicidade (H;) para a

osteopontina.

Hy 40 1 Hidrofobicidade
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Grafico 103: Representacao grafica do calculo da hidrofobicidade H; para a osteopontina (278
residuos de aminoacido), usando a escala de Kyte & Doolittle (preto). Linha de referéncia de 1,6
(vermelho).

A osteopontina apresenta um pico no inicio da sua cadeia polipeptidica (Grafico 103,
pico 1) e outro no intervalo 130-140. Se no primeiro pico se torna evidente a existéncia de
uma zona hidrofobica devido ao facto deste ultrapassar o nivel de referéncia 1,6 o segundo
pico nao é muito relevante, visto que ndo possui uma quantidade minima de 19 residuos de
aminoacidos para ser considerado um pico hidrofobico. Isto apesar de também ele ultrapassar
o valor de referéncia de 1,6 (linha vermelha). A luz dos dados tedricos a osteopontina é
geralmente considerada hidrofilica (Rodrigues et al., 2007; Wang e Denhardt, 2008), o que

esta de acordo com o grafico apresentado.
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As hélices-a podem ser detectadas através do indice de hélices-a (Grafico 104).

He g Indice de hélice-a
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Grafico 104: Representacdo grafica do calculo do indice de hélice-a para a osteopontina (278
residuos de aminoacido), usando a escala de Kyte & Doolittle (preto). Linha de referéncia de 1,6
(vermelho) e linha de referéncia de 0,8 (verde claro).

No indice de hélices-a (Grafico 104), observam-se dois picos. No pico 1 observa-se
nitidamente um comportamento hidrofébico uma vez que, ultrapassa o valor referenciado de
1,6 (linha vermelha). O pico dois manifesta um comportamento anfifilico, visto que, tem um
valor superior a 0,8 mas inferior a 1,6, o que podera indicar a presenca de uma hélice-a
anfifilica. Estes tipos de hélices-a sao particulares devido ao facto de terem na sua

composicao aminoacidos hidrofobicos e hidrofilicos (Murray et al., 2002).

A antigenicidade da osteopontina pode ser representada graficamente do seguinte

modo.
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Grafico 105: Representacao grafica do calculo da antigenicidade H,g para a osteopontina, usando
a escala de Hopp & Wood. Zonas antigénicas possiveis (setas azuis).

Observa-se oito picos que prevéem a existéncia de oito zonas antigénicas na
osteopontina, (Grafico 105). Tendo em conta as inUmeras funcées que a osteopontina
desempenha no organismo, nomeadamente a ligacao a integrinas, a presenca destas oito
zonas de ligacdo é totalmente possivel (Higashikawa et al., 2007; Rodrigues et al., 2007;
Wang e Denhardt, 2008).
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O grafico 106 revela as provisdes do método de Chou & Fasman para os trés elementos

principais da estrutura secundaria.

Progndstico de Chou & Fasman
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Grafico 106: Representacdo grafica do prognostico de Chou & Fasman para os trés elementos
principais da estrutura secundaria: hélice-a (azul); folha-B8 (vermelho) e volta (verde), na
osteopontina. Cada pico corresponde a presenca de um possivel elemento.

Observa-se que existe uma grande probabilidade de encontrar hélices-a e voltas ao
longo da cadeia polipeptidica da osteopontina, (Grafico 106). No entanto, existe uma fraca
probabilidade de encontrar folhas-8. Nenhum destes resultados pode ser confirmados a luz de
dados tedricos visto que nada foi encontrado referente a este tipo de estruturas para esta

proteina.

O prognéstico de Lupas € apresentado no grafico 107.

Prognostico de Lupas

0,12
0,1
0,08
0,06
0,04
0,02
0 T T T

1 51 101 151 201

pSE

Residuos de AA

Grafico 107: Representacdo grafica do prognoéstico de Lupas para as super-hélices-a na
osteopontina.

Observa-se que existe alguma probabilidade de encontrar uma super-hélice-a na

osteopontina (Grafico 107). O Unico pico encontra-se a partir dos residuos 218.
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A composicdo em aminoacidos da osteopontina pode ser apresentada num grafico em
radar (Grafico 108).

Composigcao da proteina em aminodacidos

Grafico 108: Representacéo grafica da quantidade real de cada aminoacido na osteopontina (278
residuos de aminoacido).

A osteopontina é constituida pelos vinte principais aminoacidos (Grafico 108). Sendo
assim, a osteopontina é constituida maioritariamente por (ordem decrescente) serina e
aspartato. Tem uma quantidade média de glutamato, lisina, leucina, treonina, asparagina,
prolina, alanina, histidina, glutamina, valina e isoleucina. Possui um valor minimo de
fenilalanina, arginina e glicina. A osteopontina possui igualmente alguns aminoacidos
residuais tais como cisteina, tirosina, metionina e triptofano. Visto que a osteopontina é
relativamente rica em glutamato, existe uma forte suspeita de que ela tenha pelo menos uma
hélice-a na sua estrutura. Os valores elevados de serina e aspartato podem influenciar a
formacao de hélices-a caso existam. O valor minimo de valina isoleucina e treonina dao
poucas hipoteses a possivel presenca de folhas-B. A presenca de voltas é igualmente
presumida devido a existéncia de valores minimos de asparagina e prolina (Berg et al., 2002).

E de notar que esta proteina possui uma quantidade de aspartato inferior (35

residuos) relativamente ao indicado por Rodrigues et al., (2007) (48 residuos).
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O grafico 109 mostra a relatividade entre a percentagem de aminoacidos da

osteopontina e da GenPep#97.

Percentagem relativa de aminoacidos

Trp
Val “".’ 4‘ Glu
Thr 'm’,/’/"" Phe
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Grafico 109: Representacao grafica da percentagem de cada aminoacido na osteopontina,
relativamente a GenPep#97. O circulo a tracejado vermelho representa uma média calculada a
partir das percentagens relativas dos 20 aminoacidos presentes na osteopontina.

Observa-se que a osteopontina possui oito aminoacidos com uma percentagem
relativa acima da média, calculada a partir das percentagens relativas dos 20 aminoacidos
presentes na osteopontina e representada a tracejado vermelho (Grafico 109). Desses oito, o
mais evidente é o aspartato, seguida da serina, histidina, glutamato, lisina, asparagina,

prolina e treonina. Os restantes aminoacidos tém um valor abaixo da média.
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A distribuicdo dos aminoacidos segundo as suas propriedades quimicas, revela algumas

caracteristicas da osteopontina, e esta representada no grafico 110.

Percentegem relativa de aminoacidos ordenados por propriedades

quimicas
Thr
Gly Ser
Ala Pro
Phe Lys
Leu Glu
Iso Asp
Val Arg
Met Asn
Cys His
Trp GIn

Gréfico 110: Representacdo gréafica da percentagem relativardomacidos da osteopontina, mediante as
suas propriedades quimicas. Os aminoacidos mamgealios estdo situados a direita e os mais hidoof®b
estdo situados a esquerda O circulo a tracejaduelles representa uma média calculada a partir das
percentagens relativas dos 20 aminoacidos presemiesteopontina.

Observa-se que todos os aminoacidos com valores superiores a média (calculada a
partir das percentagens relativas dos 20 aminoacidos presentes na proteina) sao aminoacidos
carregados (Grafico 110). Isto indica claramente que a osteopontina é extremamente
hidrossoluvel (Wang e Denhardt, 2008). Os aminoacidos que contribuem para esse efeito sao o
aspartato, serina, histidina, glutamato, lisina, asparagina e prolina. A treonina também tem
valores acima da média mas o seu contributo no comportamento global da osteopontina é

pouco relevante.

As cargas da osteopontina podem ser observadas através do grafico 111.
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Grafico111: Representacao grafica das cargas da osteopontina. Tanto as cargas reais (castanho)
como as cargas absolutas (azul), sdo calculadas num intervalo de 28 aminoacidos.
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Observa-se que a osteopontina possui poucas cargas reais positivas. No entanto, é de
salientar um pico em que os valores da carga sao mais elevados. Esse pico encontra-se no
intervalo 138-161 (Grafico 111). Existem outros intervalos onde as cargas reais também sao
positivas mas sdo mais curtos e de cargas inferiores. Um deles é o intervalo 193-220.

Observa-se igualmente que as cargas absolutas da osteopontina mostram que ela tem
um comportamento polar positivo ao longo de toda a cadeia de aminoacidos. Destacam-se no
entanto dois picos onde os valores sao mais importantes, definidos pelos intervalos 60-120 e
230-251. Isto significa que se a osteopontina for colocada numa solucao com uma corrente

eléctrica continua, ela deslocar-se-ia para o catodo.

4.2.4.3. Ubiquitina

A ubiquitina € uma pequena proteina que também desempenha muitas fungdes no
organismo, e os seus niveis de hidrofobicidade estao representados no grafico 112, segundo a

escala de Kyte & Doolittle.
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Grafico 112: Representacao grafica do calculo da hidrofobicidade H; para a ubiquitina (76
residuos de aminoacido), usando a escala de Kyte & Doolittle (preto). Linha de referéncia de 1,6
(vermelho).

Observa-se que a ubiquitina (Grafico 112) mostra ter um comportamento bastante
hidrofilico, isto apesar de, no final da sua cadeia existir um pico que ultrapassa o valor de
hidrofobicidade de 1,6. No entanto, este pico ndao é considerado, visto que nao possui um

minimo de 19 aminoacidos (Han e Tashjian, 2003).
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No grafico 113 observa-se o resultado dos calculos para o indice de hélice-a da

ubiquitina.
Hoy o Indice de hélice-a
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Grafico 113: Representacao grafica do calculo do indice de hélice-a para a ubiquitina (76
residuos de aminoacido), usando a escala de Kyte & Doolittle (preto). Linha de referéncia de 1,6
(vermelho) e linha de referéncia de 0,8 (verde claro).

No indice de hélices-a, continua a observar-se a tendéncia hidrofilica da ubiquitina
(Grafico 113), visto que todos os valores sao inferiores a 0,8. Ao observar-se o grafico,
conclui-se que existe a possibilidade de a ubiquitina nao possuir hélices-a anfifilicas na sua

estrutura.

A antigenicidade da ubiquitina pode ser representada graficamente do seguinte modo.
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Grafico 114: Representacdo grafica do calculo da antigenicidade H,q para a ubiquitina, usando a
escala de Hopp & Wood (azul). Zonas antigénicas possiveis (setas azuis).

Pela observacao do grafico 114, constata-se que a ubiquitina apresenta apenas trés

picos antigénicos relevantes, nos residuos 15, 28 e 47.
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Através do método de Chou & Fasman podem detectar-se as seguintes estruturas.

Progndstico de Chou & Fasman
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Grafico 115: Representacdo grafica do prognostico de Chou & Fasman para os trés elementos
principais da estrutura secundaria: hélice-a (azul); folha-B8 (vermelho) e volta (verde), na
ubiquitina. Cada pico corresponde a presenca de um possivel elemento.

Observa-se que existe alguma probabilidade de encontrar quatro hélices-a, sete
folhas-B e trés voltas ao longo da cadeia polipeptidica da ubiquitina (Grafico 115). Contudo,
conclui-se que a estimativa do nimero de folhas-B, recorrendo ao método de Chou & Fasman,
pode ndo ser o mais adequado, visto que para na BSA foram detectadas varias folhas-B,

quando esta nao as possui.

O prognéstico de Lupas € apresentado no grafico 116.
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Grafico 116: Representacdo grafica do prognostico de Lupas para as super-hélices-a na
ubiquitina.

Observa-se que a probabilidade de haver super-hélices-a na ubiquitina é nula
(Grafico 116).

- 141 -



Previsdo por métodos informaticos da estrutura secundaria de proteinas e de algumas propriedades associadas

A composicdo em aminoacidos da ubiquitina pode ser apresentada num grafico em
radar (Grafico 117).

Composigcao da proteina em aminodacidos
Ala

Met

Grafico 117: Representacdo grafica da quantidade real de cada aminoacido na ubiquitina (76
residuos de aminoacido).

A ubiquitina é constituida pelos principais aminoacidos excepto a cisteina e o
triptofano (Grafico 117). Sendo assim, a ubiquitina é constituida maioritariamente por
leucina. Tem uma quantidade média de isoleucina, lisina, treonina, glutamato, glicina,
glutamina, aspartato, arginina e valina. Possui um valor minimo de prolina, serina, alanina,
fenilalanina, asparagina, histidina, metionina e tirosina.

Tendo em conta que a ubiquitina é rica em leucina, existe uma forte probabilidade
para que ela tenha pelo menos uma hélice-a na sua estrutura. Os valores médios de
isoleucina, treonina e valina revelam também a possivel presenca de folhas-B. A presenca de
voltas é igualmente possivel devido a existéncia de valores médios de glicina (Berg et al.,
2002).
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O grafico 118 mostra a relatividade entre a percentagem de aminoacidos da

ubiquitina e da GenPep#97.

Percentagem relativa de aminoacidos

Met

Grafico 118: Representacdo grafica da percentagem de cada aminoacido na ubiquitina,
relativamente a GenPep#97. O circulo a tracejado vermelho representa uma média calculada a
partir das percentagens relativas dos 20 aminoacidos presentes na proteina.

Observa-se que a ubiquitina possui nove aminoacidos com um valor acima da média,
sendo a média representada a tracejado vermelho e calculada a partir das percentagens
relativas dos 20 aminoacidos presentes na proteina (Grafico 118). Desses nove, o mais
evidente é a glutamina, seguida da isoleucina, lisina, treonina, leucina, aspartato, glutamato,

glicina e arginina. Os restantes aminoacidos tém um valor abaixo da média.
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A distribuicdo dos aminoacidos segundo as suas propriedades quimicas, revela algumas

caracteristicas da ubiquitina.

Percentegem relativa de aminoacidos ordenados por propriedades

quimicas
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Grafico 119: Representacao grafica da percentagem relativa dos aminoacidos da ubiquitina,
mediante as suas propriedades quimicas. Os aminoacidos mais carregados estao a direita e os
mais hidrofobicos estdao a esquerda O circulo a tracejado vermelho representa uma média
calculada a partir das percentagens relativas dos 20 aminoacidos presentes na proteina.

Observa-se que, a maioria dos aminoacidos com valores acima da média (calculada a
partir das percentagens relativas dos 20 aminoacidos presentes na proteina) sao hidrofilicos
(Gréfico 119). A luz destes dados a ubiquitina mostra ser uma proteina bastante solUvel em
solventes polares. Em termos comparativos, ela possui cinco aminoacidos carregados contra
trés hidrofoébicos.

Os aminoacidos que contribuem para a sua solubilidade sdao a glutamina, lisina,
aspartato, glutamato e arginina. Os aminoacidos que contribuem para a sua hidrofobicidade
sdo a isoleucina, leucina e glicina. A treonina também tem valores acima da média mas nao

contribui significativamente no comportamento global da ubiquitina.
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As cargas da ubiquitina podem ser observadas através do grafico 120.

Calculo das cargas
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Grafico 120: Representacdo grafica das cargas da ubiquitina. Tanto as cargas reais (castanho)
como as cargas absolutas (azul), sdo calculadas num intervalo de 28 aminoacidos.

Observa-se que a ubiquitina possui poucas cargas reais positivas mas também é
preciso ter em conta que a ubiquitina é constituida por apenas 76 residuos de aminoacidos
(Garzéon et al., 2007; Chew et al., 2005). Destaca-se apenas o intervalo no final desta
proteina (45-49), que no entanto representa quatro residuos de aminoacidos (Grafico 120).
Existem outros intervalos onde as cargas reais também sao positivas mas sao mais curtos e de
cargas inferiores.

De um modo totalmente oposto, observa-se que as cargas absolutas da ubiquitina,
mostram que ela tem um comportamento polar positivo ao longo de toda a cadeia
polipeptidica e com valores muito superiores as cargas reais. Como em todas as outras
proteinas estudadas até aqui, isto significa que se a ubiquitina for colocada numa solucao com

uma corrente eléctrica continua, ela deslocar-se-a para o catodo.
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5.CONCLUSAO

Este estudo teve como objectivo verificar se a partir das propriedades fisico-quimicas
dos aminoacidos da estrutura primaria das proteinas, era possivel prever comportamentos
hidrofobicos e alergénicos das diferentes proteinas estudadas. Para além disso, também se
pretendeu prever os diversos elementos da estrutura secundaria (hélices-a; folhas-8 e voltas)
utilizando diferentes métodos baseados em probabilidades.

O facto de ainda hoje ser bastante dificil afirmar com toda a certeza de que uma
determinada proteina possui este ou aquele tipo de organizacao tridimensional, faz desta
abordagem um passo importante na compreensao e elaboracao de novos métodos de previsao

estrutural.

Para concretizar os objectivos, o trabalho subdividiu-se em cinco abordagens
diferentes: a utilizacao de escalas de hidrofobicidade para determinar o comportamento
hidrofébico (H;) das proteinas, a possivel presenca de hélices-a anfifilicas (H,) e as zonas
antigénicas (Hag); a utilizagao do método de Chou & Fasman para determinar os trés tipos de
estruturas (hélices-a; folhas-B e voltas); a utilizacdo do método de Lupas et al. (Filby, 1998)
para determinar a presenca de super-hélices-a; a determinacdo da composicdo real em
aminoacidos de cada proteina, a percentagem de cada aminoacido em relacdo a BSA e a
utilizacdo dessa mesma percentagem para averiguar se a proteina € hidrofébica ou carregada
(Graficos em radar); e por fim, a determinacao das cargas reais e absolutas de cada proteina.

Testaram-se as causas de hidrofobicidade de Kyte & Doolittle; Hopp & Woods; Sweet;
Welling; Eisenberg; Black com a BSA. Optou-se pela utilizacdo da escala de Kyte & Doolittle

por ser a que permitia uma maior descriminacao nos resultados.

No que diz respeito aos métodos das escalas hidrofébicas (H;; Hq € Hag), nem todas as
proteinas tiveram um comportamento ao qual se esperava.

No caso do H;, as proteinas do leite mostraram ter um comportamento mais
hidrossolivel ao longo das suas cadeias do que as proteinas da clara do ovo o que
normalmente deveria ser ao contrario. Apesar do critério de um minimo de 19 aminoacidos
num pico, para que este seja considerado como sendo hidrofébico, nem sempre foi evidente
distinguir os verdadeiros picos hidrofobicos dos restantes.

No indice de hélices-a (H,), observou-se varios picos hidrofébicos e anfifilicos nas
diversas proteinas. Em doze proteinas, oito apresentaram um pico inicial hidrofdbico.
Exceptuando os simples valores de referencia de hidrofobicidade de 1,6 e de hidrofilicidade
de 0,8 a auséncia de outro tipo de critérios tornou dificil a distincdo de picos anfifilicos que

provassem a presenca de hélices-a do mesmo género.
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Relativamente a antigenicidade das proteinas em estudo (Hag), a total auséncia de
critérios teoricos que definem a escolha dos picos antigénicos, dificultou a analise deste tipo
de grafico. No entanto, em algumas das proteinas, como por exemplo: a a-caseina-s1, a-
caseina-s2, B-caseina e B -lactoglobulina, os picos encontrados ao nivel do grafico
corroboram com as zonas antigénicas descritas na literatura para essas proteinas. Contudo os
picos obtidos permitem conhecer os aminoacidos presentes responsaveis podendo ajudar a
“desenhar” anticorpos especificos.

No que diz respeito ao método de Chou & Fasman (Filby, 1998), todas as proteinas
manifestaram a presenca de inumeras hélices-a, folhas-B e voltas nas suas estruturas
secundarias. No entanto, este método mostrou ser inadequado na previsao de folhas-8 pelo
menos em alguns casos.. A comprovar este facto, tem-se o caso da proteina de referéncia
(BSA), que nao possui folhas-8 e no entanto o método de Chou & Fasman da um prognostico
de varias folhas-B. Em relacdo as hélices-a e as voltas, a previsao destes elementos
aproximou-se mais dos dados teoricos mas nunca com valores exactos.

No método de Lupas et al. (Filby, 1998), apenas oito das doze proteinas apresentam
super-hélices-a. Das quatro proteinas que ndo possuem super-hélices-a, duas sao da clara do
ovo (lisozima C e ovomucédide) e as outras duas sdao do organismo (B-2-microglobulina e
ubiquitina).

A comparacao da percentagem de cada aminoacido em cada proteina, relativamente
a percentagem dos mesmos aminoacidos da BSA, revela também ela um grafico em radar
caracteristico a cada proteina. Para além disso, é possivel visualizar qual é a percentagem de
aminoacidos que esta acima da média, média essa que foi calculada a partir do estudo de
10000 proteinas.

Relativamente aos graficos das cargas, pode dizer-se que revelou zonas polares em
todas as proteinas, susceptiveis de anunciar zonas de maior interaccdo com o solvente. Para
além disso, todas as proteinas em estudo revelaram ter cargas absolutas com valores

relativamente elevados excepto na B-caseina onde os valores minimos atingem o zero.

Apesar de os métodos utilizados mostrarem algumas incoeréncias de resultados com
determinadas proteinas, eles revelaram ser instrumentos bastante Uteis para uma primeira
abordagem na previsao do comportamento e da presenca de elementos da estrutura
secundaria.

Com base na integracdo dos resultados teoricos obtidos para cada proteina,
conjuntamente com outros resultados tedricos e praticos obtidos por outros métodos, sera
possivel no futuro conseguir conhecer a estrutura terciaria das proteinas, cujo interesse e

importancia no ambito da ciéncia da vida, é crescente.
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6.FUTURAS INVESTIGACOES

Todos os trabalhos cientificos comportam os seus erros e dlvidas que ficaram por
esclarecer. Determinados processos poderiam ter sido feitos de uma outra maneira ou de um
modo mais aprofundado. Este trabalho nao é excepcdo. A razio para o sucedido deve-se ao
facto de que este tipo de trabalho faz parte da génese de um ramo da ciéncia que se esforca
a representar tridimensionalmente as proteinas. Sendo assim, alguns processos, métodos de

calculos e referéncias deveriam ser reconsiderados.

Por exemplo, poderiam usar-se outras escalas de hidrofobicidade para além daquelas
que foram utilizadas. Isto apesar da escala de Kyte & Doolittle ser habitualmente utilizada

neste tipo de analise.

Outra sugestao, seria utilizar o método de Chou & Fasman com varias proteinas bem
conhecidas estruturalmente e verificar qual o grau de precisao desse método na deteccao dos
trés elementos diferentes: hélice-a, folha-B e volta.

A mesma sugestao poderia ser aplicada ao método de Lupas.
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9.ANEXO
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Grafico 121: Representacao grafica do calculo da hidrofobicidade H; para a BSA (607 residuos de aminoacidos). No grafico estao representadas as seguintes escalas:
Kyte & Doolittle (Preto), Sweet (verde), Welling (castanho), Eisenberg (azul) e Black (roxo).
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Grafico 122: Representacao grafica do indice de hélice-a Ha para a BSA (607 residuos de aminoacidos). No grafico estdo representadas as seguintes escalas: Kyte &
Doolittle (Preto), Sweet (verde), Welling (castanho), Eisenberg (azul) e Black (roxo).
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Proteinas do ovo
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Grafico 123: Representacao grafica do calculo da hidrofobicidade H7 para a lisozima C (147 residuos de aminoacido). No grafico estdao representadas as seguintes
escalas: Kyte & Doolittle (Preto), Sweet (verde), Welling (castanho), Eisenberg (azul) e Black (roxo).
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Grafico 124: Representacao grafica do indice de hélice-a Ha para a lisozima C (147 residuos de aminoacido). No grafico estao representadas as seguintes escalas: Kyte
& Doolittle (Preto), Sweet (verde), Welling (castanho), Eisenberg (azul) e Black (roxo).
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Grafico 125: Representacao grafica do calculo da hidrofobicidade H7 para a ovalbumina (386 residuos de aminoacido). No grafico estdo representadas as seguintes
escalas: Kyte & Doolittle (Preto), Sweet (verde), Welling (castanho), Eisenberg (azul) e Black (roxo).
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Grafico126: Representacao grafica do indice de hélice-a Ha para a ovalbumina (386 residuos de aminoacido). No grafico estao representadas as seguintes escalas: Kyte
& Doolittle (Preto), Sweet (verde), Welling (castanho), Eisenberg (azul) e Black (roxo).
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Ovomucina
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Grafico 127: Representacdo grafica do calculo da hidrofobicidade H7 para a ovomucina (2108 residuos de aminoacido). No grafico estao representadas as seguintes
escalas: Kyte & Doolittle (Preto), Sweet (verde), Welling (castanho), Eisenberg (azul) e Black (roxo).

- 160 -



Previsdo por métodos informaticos da estrutura secundaria de proteinas e de algumas propriedades associadas

He Lo Indice de hélice-a

2,0

NSRS VTR RTINS Y R YT D T S WY

0.0 érr ..,flﬂﬁl‘ ,p.“ | m' ﬂ‘}\' | " LR TR r'!n‘w : t'vil”h 1lr% ‘|I\ .!m A mq‘nm"' i “”i‘-n"'"t‘r ‘J;‘JF 'I" \'*lv'mr“ |m(~ ;.Hfﬂ“‘ ," ‘Mf
| 0y | [l /| I . | b L J' t Iy | | | " ! I | |
10 | | ,‘* ||‘ 1‘ L | 1 1 ~ J J fol | r“ |.' ( r' “| [ [ | l r’

-2,0

0 250 500 750 1000 1250 1500 1750 2000

Residuos de AA

Grafico 128: Representacédo grafica do indice de hélice-a Ha para a ovomucina (2108 residuos de aminoacido). No grafico estdo representadas as seguintes escalas:
Kyte & Doolittle (Preto), Sweet (verde), Welling (castanho), Eisenberg (azul) e Black (roxo).
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Grafico 129: Representacao grafica do calculo da hidrofobicidade H7 para a ovomucoide (210 residuos de aminoacido). No grafico estao representadas as seguintes
escalas: Kyte & Doolittle (Preto), Sweet (verde), Welling (castanho), Eisenberg (azul) e Black (roxo).
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Grafico 130: Representacao grafica do indice de hélice-a Ha para a ovomucoide (210 residuos de aminoacido). No grafico estao representadas as seguintes escalas:
Kyte & Doolittle (Preto), Sweet (verde), Welling (castanho), Eisenberg (azul) e Black (roxo).
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Proteinas do leite
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Grafico 131: Representacao grafica do calculo da hidrofobicidade H7 para a a-caseina s1 (214 residuos de aminoacido). No grafico estdo representadas as seguintes
escalas: Kyte & Doolittle (Preto), Sweet (verde), Welling (castanho), Eisenberg (azul) e Black (roxo).
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Grafico 132: Representacao grafica do indice de hélice-a Ha para a a-caseina s1 (214 residuos de aminoacido). No grafico estdo representadas as seguintes escalas:
Kyte & Doolittle (Preto), Sweet (verde), Welling (castanho), Eisenberg (azul) e Black (roxo).

-165 -



Previsdo por métodos informaticos da estrutura secundaria de proteinas e de algumas propriedades associadas

A-caseina s2
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Grafico 133: Representacao grafica do calculo da hidrofobicidade H7 para a a-caseina s2 (222 residuos de aminoacido). No grafico estdo representadas as seguintes
escalas: Kyte & Doolittle (Preto), Sweet (verde), Welling (castanho), Eisenberg (azul) e Black (roxo).
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Grafico 134: Representacao grafica do indice de hélice-a Ha para a a-caseina s2 (222 residuos de aminoacido). No grafico estdo representadas as seguintes escalas:
Kyte & Doolittle (Preto), Sweet (verde), Welling (castanho), Eisenberg (azul) e Black (roxo).
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Grafico 135: Representacao grafica do calculo da hidrofobicidade H7 para a B-caseina (224 residuos de aminoacido). No grafico estdo representadas as seguintes
escalas: Kyte & Doolittle (Preto), Sweet (verde), Welling (castanho), Eisenberg (azul) e Black (roxo).
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Grafico 136: Representacao grafica do indice de hélice-a Ha para a B-caseina (224 residuos de aminoacido). No grafico estdo representadas as seguintes escalas: Kyte
& Doolittle (Preto), Sweet (verde), Welling (castanho), Eisenberg (azul) e Black (roxo).
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Grafico 137: Representacao grafica do calculo da hidrofobicidade H7 para a B-lactoglobulina (178 residuos de aminoacido). No grafico estao representadas as seguintes
escalas: Kyte & Doolittle (Preto), Sweet (verde), Welling (castanho), Eisenberg (azul) e Black (roxo).
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Grafico 138: Representacao grafica do indice de hélice-a Ha para a B-lactoglobulina (178 residuos de aminoacido). No grafico estdo representadas as seguintes
escalas: Kyte & Doolittle (Preto), Sweet (verde), Welling (castanho), Eisenberg (azul) e Black (roxo).
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Grafico 139: Representacdo grafica do calculo da hidrofobicidade H7 para a B-2-microglobulina (118 residuos de aminoacido). No grafico estdo representadas as
seguintes escalas: Kyte & Doolittle (Preto), Sweet (verde), Welling (castanho), Eisenberg (azul) e Black (roxo).
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Grafico 140: Representacao grafica do indice de hélice-a Ha para a B-2-microglobulina (118 residuos de aminoacido). No grafico estdo representadas as seguintes
escalas: Kyte & Doolittle (Preto), Sweet (verde), Welling (castanho), Eisenberg (azul) e Black (roxo).
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Grafico 141: Representacao grafica do calculo da hidrofobicidade H7 para a osteopontina (278 residuos de aminoacido). No grafico estao representadas as seguintes
escalas: Kyte & Doolittle (Preto), Sweet (verde), Welling (castanho), Eisenberg (azul) e Black (roxo).
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Grafico 142: Representacdo grafica do indice de hélice-a Ha para a osteopontina (278 residuos de aminoacido). No grafico estao representadas as seguintes escalas:
Kyte & Doolittle (Preto), Sweet (verde), Welling (castanho), Eisenberg (azul) e Black (roxo).
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Grafico 143: Representacao grafica do calculo da hidrofobicidade H7 para a ubiquitina (76 residuos de aminoacido). No grafico estdo representadas as seguintes
escalas: Kyte & Doolittle (Preto), Sweet (verde), Welling (castanho), Eisenberg (azul) e Black (roxo).
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Grafico 144: Representacao grafica do indice de hélice-a Ha para a ubiquitina (76 residuos de aminoacido). No grafico estdo representadas as seguintes escalas: Kyte
& Doolittle (Preto), Sweet (verde), Welling (castanho), Eisenberg (azul) e Black (roxo).
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