Centro de Ciéncias da Saude
Programa de P6s Graduagao em Biotecnologia
Disciplina de Bioinformatica

DICROISMO
CIRCULAR

lara Pinto Simone Rodrigues



Dicroismo Circular (CD)

A ligacao peptidica absorve radiacao na regiao UV, mais
precisamente em comprimentos de onda entre 1800 e 2300

A.

Essa forma de estruturacao da cadeia proteica origina a
chamada "estrutura secundaria" da proteina, que pode
entao assumir arranjos helicoidais em determinados
trechos de sua sequeéencia de aminoacidos.




Dicroismo Circular (CD)

Essas formas interagem de modo particular com a radiacao
polarizada, fazendo, por exemplo, com que uma luz com
polarizacao circular no sentido horario seja absorvida
diferentemente do que uma luz com polarizacao no sentido
anti-horario.

A espectroscopia de dicroismo circular mede justamente
essa diferenca e permite verificar se estiao ocorrendo
arranjos helicoidais dentro de uma molécula de proteina.




Dicroismo Circular (CD)

Nao conseguimos obter informacoes sobre as posicoes dos
atomos na macromolécula, mas somos capazes de dizer se
estao ocorrendo mudancas na conformacao da proteina e,
em caso positivo, correlaciona-las com as caracteristicas do
melo circundante.

Podemos saber, se mudancas de temperatura, ou de pH, ou
a presenca de outras moléculas no solvente sao capazes de
modificar a estrutura da proteina, e se essas modificacoes
de estrutura afetam a atividade Dbiologica da
macromolécula.




Dicroismo Circular (CD)

Estudos sobre o dobramento e a desnaturacao de
proteinas, e na pesquisa, tanto teérica como experimental,
sobre os mecanismos pelos quals uma macromolécula tao
srande adota um Unico arranjo estrutural tao particular e
compativel com sua atividade em organismos vivos.




Espectroscopia

Nada mais é do que o levantamento de dados fisico-quimicos de
um determinado sistema através da transmissao, absorcao ou
reflexao da energia radiante incidente.

No CD, a energia incidente € a ultravioleta comumente na faixa
do UV proéoximo, 380 a 200 nm.

O espectro de CD ¢é gerado pela diferenca na capacidade de
absorcao dos componentes esquerdo e direito da luz
circularmente polarizada por moléculas quirais que possuem
atomos de carbono assimétricos e, consequentemente, diferentes
atividades opticas.




Os espectros de CD podem ser utilizados para diversos
tipos de estudos, incluindo-se:

1. enovelamento e estrutura 2aria de proteinas;

2. estrutura de proteinas de membrana inseridas em
bicamadas lipidicas;

3. Interacao entre moléculas;

4. Interacoes entre macromoléculas, destacadamente
proteinas, acidos nucleicos e carboidratos;




. monitoramento da integridade estrutural de
moléculas sob aquecimento;

. quantificacao de alteracoes conformacionais;

. caracterizacao de dominios de proteinas, a qual
pode ser empregada em comparacoes com
modelos gerados computacionalmente;

. analise de carboidratos;

. cinética rapida de enovelamento de proteinas e
montagem de complexos macromoleculares,
dentre outros.




Dicroismo Circular Vibracional

(VCD)

Fenomenos de dicroismo circular que ocorrem na
regiao do infravermelho.

Ele ocorre normalmente entre 3300 e 800 cm-1.

O beneficio experimental do VCD é que ligantes, como
alguns carboidratos, possuem um sinal de CD muito
menor quando comparado aos provenlentes de uma
proteina.




Dicroismo Circular Vibracional

(VCD)

O VCD pode ser utilizado para monitorizar a
interacao de proteinas com acucares diretamente e
sem a necessildade de manipulacao matematica
dos espectros.
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LLuz polarizada
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Quiralidade
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> CD, quando a luz polarizada passa através de uma
bstancia quiral, seus componentes podem ser resolvidos e
sorvidos com intensidades diferentes.




Quiralidade

- AA — AD _ AE Luz polarizada para a

esquerda
| Luz polarizada para a
Diferenca de direita

absorbancia

Ae =eD -¢eF

coeficientes molares de adsorcao da
luz circularmente polarizada a direita
e a esquerda




Le1 de Lambert-Beer

AA = Aecl ‘

comprimento

[ ] da amostra do percurso 6ptico

resultante de todas essas caracteristicas darao origem
) espectro de CD de uma dada molécula.




Instrumentacao

L MC PL MF A FM Resultado

Representacao esquematica de um espectrofotometro de CD. Fonte
de luz (L); Monocromador (MC); Polarizador linear (PL); Modulador
fotoelastico (MF); Amostra (A); Fotomultiplicador (FM).

O componente de corrente alternada é filtrado e amplificado. A relacao entre
a corrente alternada e o componente de corrente continua é diretamente
proporcional ao dicroismo circular da amostra, sendo esta relacao registrada
em funcao do comprimento de onda.
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Aplicacoes a Biomoléculas
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Transicoes Eletronicas
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Figura 2: Transicoes eletronicas em espectroscopia ultravioleta/visivel [1].




Espectro UV

O:
CH;—C—CH;

ACETOMA

Absorbance

230 250 270 290

190 210
A {(nm)

s maximos de absorcao devem-se a presenca de croméforos na molécula (Neste
xemplo temos duas absorcoes em 190 e 270 nm)

Auxocromos

Cromoforo

Atomo que nao absorve radiacao.

Atomo que absorve radiacéo.
*Modifica alguma caracteristica da absorcao do

cromoforo.




Cromoforos simples na
Espectroscopia UV

De acordo com as transicoes eletronicas anteriores temos os seguintes
cromoforos simples:

Elétrons implicados Ligacoes transicao A L.y (nm)
Elétrons o C-C, C-H 0->0% 150
-O- n->o0* 185
-N- n->o0* 195
Elétrons n -S- n->o* 195
C=0 n->a* 290
C=0 n->o0* 190
Elétrons o C=C o->* 190




Proteinas

Na faixa do UV distante, os sinais relacionadas a ligacao peptidica dominam o
espectro de CD de proteinas.

I) Transicoes n—mo*, por volta de 220 nm;

Possui coeficiente de absorcao fraco, embora dé origem a bandas fortes de
u CD.

II) Transicoes m—m*, por volta de 190 nm para amidas secundarias (ligacao
peptidica para todos os aminoacidos, exceto a prolina), e em torno de 200 nm para
amidas terciarias (ligacao peptidica envolvendo prolina).

L Esta associada a elevada absorbancia e fortes bandas de CD.




Representacao 2D de um Representacao 3D de um
residuo de aminoéacido dentro residuo de aminoacido dentro
de uma sequéncia polipeptidica de uma sequéncia polipeptidica
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Proteinas
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Figura 5-10: Espectros de CD de estruturas
: do tipo o-hélices, folhas-B e estruturas
< irregulares.

Representacao dos tipos mais comuns de estrutura 24aria

encontrados em proteinas.




acterizacao fisico-quimica da isoforma

y-tripsina bovina

0.8 . . T T
e —— y-tripsina
1 N a-tripsina Tabela 1: Composi¢do em estrutura secundaria das isoformas y- e a-tripsina, em pH
0.2 - 3,0, obtida através do espectro de dicroismo circular, analisado pelo software
004\ ° CDSSTR®.
-0.2 -
. 04 -
- Isoforma Alfa hélice (%) Folha beta (%) Random coil (%)
-0.8 1 y-tripsina 73 35,0 57,3
-1.0 -
5] a-tripsina 73 35,3 56,3
147 a-tripsina* 8 36 56
-1.6 T T T T T T i 1 i
5en 9 515 530 555 P Experimento realizado por (MARTINS, 1998).

nm

gura 20: Espectro de dicroismo circular das isoformas y- e a-tripsina, em tampao
sfato de s6dio monobasico 30 mmol.L™”", pH 3,0 a 298,15 K, para determinagédo da
mposicao de estrutura secundaria.

Caroline Dutra Lacerda

Dissertacao de mestrado em Bioquimica e
Farmacologia-UFES 2014




Jarboidratos

Dos cromoforos comuns aos carboidratos,
apenas o grupo amida ( acucares N-
acetilados) e grupos carboxila (  acidos

uronicos) possuem bandas de CD acima de
200 nm.

Grupamentos éter, hidroxila, acetal e cetal
apresentam suas bandas de CD préximas do
imite de deteccao dos espectrofotometros de
CD convencionais, em torno de 190 nm.

Mlonossacarideos tem sido extensivamente
nvestigados, € algumas  correlacoes
onformacionais dos anéis podem ser
oxtraidas em regioes do espectro de CD por
volta de 170 nm.

NH OH

Exemplo da complexidade de possivels monossacarideos
encontrados na natureza.




Jarboidratos
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CD também tem sido bastante utilizado para estudo \ s
carboidratos complexos como glicosaminoglicanos. e
c L}
u
caracteristicas de espectros de glicosaminoglicanos 200 220 240 260

Comprimento de onda (nm)

yvéem predominantemente das transicoes eletronicas
>11* dos carboxilatos dos residuos de acido uroénico e Figura 6-10: Espectro de CD de diferentes

nsicdes m—m* dos croméforos N-acetila dos residuos 8licosaminoglicanos. €4S, condroitina  4-
glicosamina. sulfatada; C6S, condroitina 6-sulfatada; DS,

dermatam sulfato e heparina.




Base Nitrogenada
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igura 2-2: Representacao esquematica de
m nucleotideo e suas variacdes na base ni-
rogenada e no carboidrato.

Acidos Nucleicos

As bases purinicas e pirimidinicas de
DNA e RNA sao, em grande parte,

responsaveis pelo espectro de CD de
acidos nucleicos.

Os carboidratos e grupos fosfato nao
absorvem significativamente acima de
200 e 180 nm, respectivamente.
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Figura 7-10: Representagdo esquematica dos
espectros de (D para as diferentes
estruturas secundarias de DNA.

Nota: Contudo, devido ao numero
consideravel de subgrupos de estrutura
24ria e a dependéncia desta da sequéncia de
nucleotideos, informacoes detalhadas sobre
a conformacao do DNA nao podem ser

extraidas unicamente baseadas no espectro
Representacao dos tipos mais comuns de estrutura 2aria de CD.

encontrados no DNA




Lipideos

plicacoes de CD no estudo de lipideos sao raras, sendo sua mais frequente
blicacao no estudo de proteinas de membrana em seu ambiente nativo, ou seja,
seridas na membrana

uspensoes de fragmentos de membrana podem induzir fortes efeitos de
spalhamento de luz.

Podem apresentar espalhamento preferencial da luz circularmente
polarizada a esquerda e a direita. Tal fenomeno se comporta como um

» sinal de CD, distorcendo o verdadeiro CD da proteina.

igmentos de membrana também distorcem os sinais de CD devido a
efeito conhecido como Duysens’ flattening

Este efeito ocorre em amostras com uma distribuicao nao homogénea de
» cromoforos que estao associados com a formacao de micelas.




Situacoes Praticas
Deconvolucao espectral

« Utilizada para a resolucao e/ou decomposicao de um conjunto de sinais
sobrepostos nos seus componentes separados através de algoritmos de ajuste
de curva.

« A proporcao de cada tipo de estrutura é calculada, totalizando 72% hélices a,
16% de folhas B e 12% de estruturas irregulares.
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Figura 8-10: Deconvolucao espectral esquematica da albumina sérica humana.



Interacao proteina-ligante
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Figura 9-10: Espectro de CD da antitrombina
humana (linha preta) e do complexo
antitrombina:pentassacarideo (linha azul).

Mudancas conformacionais sofridas por uma dada
proteina apos sua complexacao a um determinado
composto também podem ser determinadas por

CD.

Alteracoes na estrutura 2aria da proteina,
promovidas por esta complexacao, irao mudar o
espectro de CD, de forma que algumas mudancas
conformacionais podem ser detectadas.




Aquisicao de um espectro de CD

tar tampoes quirails e que possuem forte absorcao no UV, principalmente na faixa entre 180-
)nm;

[trar todas as solucoes, inclusive a amostra a ser estudada, evitando assim a presenca de
ticulas causadoras de espalhamento de luz;

tes de coletar o espectro para a amostra em estudo é importante coletar um branco que nada mais
ue o espectro do tampao;

n experimentos comparativos, usar sempre as mesmas condicoes experimentais, tals como
nperatura, tampao utilizado, concentracao dos componentes, comprimento do caminho
tico e resolucao.




5) Para proteinas, é importante coletar espectros em diferentes
concentracoes e observar se ha mudanca nos sinais. Havendo mudancas, a

proteina em estudo esta agregando;

6) Para acicares, é importante manté los na mesma forma cationica, uma
vez que diferentes contra-ions produzirao espectros distintos.

Espectropolarimetros de dicroismo circular. Jasco J815




