Aminodcidos: Glicina

A glicina é o mais simples dos aminodcidos.
Devido a simplicidade da sua cadeia lateral este
residuo € facil de acomodar em estruturas
proteicas, podendo surgir em qualquer local e
em qualquer conformagdo.
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Localizacdo dos residuos de Glicina na Lisozima




Aminodcidos alifdticos: Ala, Val, Leu, Ile

O aminodcido de dois carbonos
alifdticos na cadeia, dcido a-

Biithe it Lewes amino butirico, ndo é um dos

£ aline . . . .

Ala Val il ]SOI‘f;"mC Acido aamino 20 aminodcidos constituintes
A A% L

I butirico das proteinas bioldgicas.

Os residuos alifdticos sdo bastante inertes quimicamente, visto sé conterem grupos
metilo (-CH;) e etileno (-CH,-). No entanto, a sua hidrofobicidade confere-lhes
importantes caracteristicas estruturais (ocorrem normalmente na regido interior das
proteinas globulares). A "tendéncia” destes residuos para evitar o meio aquoso
contribui de modo fundamental para a estabilizagdo da estrutura nativa.
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Fracgdo de cada um dos residuos de aminodcido que se encontra ocultada a pelo menos 95% num

conjunto representativo de proteinas globulares. Notem-se os valore elevados dos residuos
alifaticos (a vermelho).



Localizacdo dos residuos alifaticos na Lisozima




Aminodcidos: acessibilidade ao solvente

Area superficial (hm?) 100% de ocultacdo 95% de ocultagdo Fraccdo média ocultada
lle 1,8 0,18 0,60 0,90
Val 1,6 0,18 0,54 0,88
Phe 2,2 0,14 0,50 0,89
Leu 1,8 0,16 0,45 0,87
Met 2,05 0,11 0,40 0,83
Ala 1,15 0,20 0,38 0,78
Trp 2,6 0,04 0,27 0,88
Ser 1,2 0,08 0,22 0,62
Thr 1,45 0,08 0,23 0,60
His 1,95 0,02 0,17 0,78
Tyr 2,3 0,03 0,15 0,74
Glu 1,85 0,03 0,18 0,74
Asp 1,5 0,04 0,15 0,67
Asn 1,6 0,03 0,12 0,61
GIn 1,9 0,01 0,07 0,61
Lys 2,1 0,00 0,03 0,60
Arg 2,4 0,00 0,01 0,51

A area superficial indicada na tabela refere-se a cada residuo X no tripéptido Gly-X-Gly (valor maximo)

*A percentagem de ocultacao denota a fraccdo da area de cada residuo que ndo esta em contacto com o
solventa na estrutura nativa

*As fracgdes foram calculadas para um conjunto de estruturas de proteinas ndao-aparentadas

*Mesmo os residuos mais hidrofilicos ocultam, em média, uma fraccdo importante da sua area



Aminodcidos: Pro

Genérico Prolina

Proline
Pro
P

cis-prolina

A cadeia lateral da prolina tem como caracteristica mais importante o estar ligada ao azoto
da ligagdo peptidica precedendo o carbono o, com as seguintes consequéncias:

*O azoto da ligagdo peptidica ndo tem o dtomo de hidrogénio capaz de formar ligagdes de
hidrogénio estabilizadoras da estrutura secundadria

*O angulo de torsdo ¢ do residuo de prolina encontra-se “preso”, ndo podendo adoptar a
gama de valores normalmente acessiveis a um residuo

» A ligagdo peptidica ndo é estabilizada por ressonancia

*A diferenga entre a estabilidade das formas cis e trans da ligagdo peptidica precedendo o
residuo de prolina € muito pequena, sendo estas ligagdes cis observadas em algumas
proteinas



Os residuos aromadticos: Phe, Tyr, Trp

‘Phe

A fenilalanina € o Unico dos residuos aromaticos que é completamente
hidrofdbico, com uma preferéncia clara para o interior das proteinas e
para as estruturas secunddrias regulares. Quimicamente semelhante
ao benzeno, € apolar e muito pouco reactivo nas condigdes relevantes
para o estudo das proteinas.



Os residuos aromadticos: Phe, Tyr, Trp

‘Tyr

A tirosina possui um grupo hidroxilo com pK,~10, estando portanto
ionizado em muito pequeno grau em condigdes fisioldgicas. O grupo
hidroxilo €, no entanto, um formador de ligagoes de hidrogénio e
pode participar em reacgoes tais como a acetilagdo:



Os residuos aromdticos: Phe, Tyr, Trp

‘Tyr(cont.)

A presencga do grupo -OH confere uma certa electrofilicidade ao anel de
tirosina, tornando-o reactivo em reacc¢oes de substituicdo electrofila,
originando diversos derivados:

OH OH
@1 RN
™
OH OH
NO, O,N NO,



Os residuos aromdticos: Phe, Tyr, Trp

“Trp

A cadeia de triptofano € a maior e a que ocorre menos frequentemente nas
sequéncias proteicas. Tem um hidrogénio disponivel para formar uma ligagdo
de hidrogénio, mas mesmo assim é extremamente hidrofdbico. Juntamente
com Phe e Tyr constitui um elemento frequente do “core” das proteinas
globulares, seja "empacotado” ao longo de uma sequéncia de ligagées
péptidicas, seja rodeado de grupos metilo de residuos alifdticos. A cadeia
de Trp pode sofrer oxidagdo irreversivel por parte do ozono ou outros
agentes oxidantes, ou ser alquilado de modo a introduzir uma variedade de
grupos que alteram as suas propriedades de fluorescéncia e/ou
absorvéncia.




Propriedades espectroscopicas dos residuos
aromaticos

Os residuos aromdticos sdo responsdveis pela principal parte da absorvéncia e
fluorescéncia das proteinas na gama dos ultravioleta. Estas propriedades sdo
extremamente sensiveis ao ambiente dos residuos, tornando-os excelentes “pontas de
prova” para analisar as propriedades estruturais do micro-ambiente circundante. O
triptofano absorve mais fortemente e no comprimento de onda mais longo (,,,=280 nm).

A fluorescéncia do triptofano tem um mdximo entre 300 e 350 nm. O mdximo de emissdo
varia inversamente com o grau de ocultagdo do residuo na proteina, permitindo por
exemplo analisar alteragdes conformacionais.
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Propriedades espectroscopicas dos residuos
aromaticos

A tirosina tem um madximo de absorgdo proximo do triptofano, mas dependendo do
estado de ionizagdo do residuo (a desprotonagdo da tirosina desloca o maximo de 274
para 293 nm). A modificagdo da tirosina, por exemplo para nitrotirosina, pode deslocar
o pK, do grupo para valores mais Uteis, aumenta ainda mais o deslocamento de absorgdo
observado. O estudo do espectro da nitrotirosina permite avaliar a carga do meio
circundante. Por outro lado, a titulagdo com tetranitrometano permite avaliar o grau de
exposicdo dos residuos de tirosina ao solvente.

Table 1.4 Spectroscopic Properties of Tyrosine and Several Derivatives

Nonionized OH Ionized Hydroxyl
Molar Molar NO.%

pK,pp of Amax absorbance Amax absorbance

—OH (nm) (M~ 'cm™) (nm) M™'cm™)
Tyrosine 10.1 274.5 1400 293 2400 HO CH,—
e-lodotyrosine 8.2 283 2750 305 4100
€1,e2-Diiodotyrosine 6.5 287 2750 311 6250
e-Nitrotyrosine 7.2 360 2790 428 4200
€-Aminotyrosine 10.0¢ 275 1600 320 4200
O-Acetyltyrosine — 262 262 — —

g-nitrotirosina

“ The pK,y, of the aromatic amino group is approximately 4.8.

From A. N. Glazer, in H. Neurath and R. L. Hill (eds.), The Proteins, 3rd ed. vol. 2, pp. 1-103. New
York, Academic Press, 1976.



Aminoacidos hidroxilicos: Ser, Thr

i y —CH,— 0~ - \ K
b A y —CH,— 0~ -
N Y
\
N
Serine Threonine Ser Thr
Ser Thr
S T

As cadeias da serina e da treonina sdo alifaticas, mas possuem um grupo hidroxilo polar
que lhes confere propriedades caracteristicas. Sdo dadores ou aceitadores na formagdo
de ligagdes de hidrogénio.

A reactividade destes residuos é comparavel a do etanol, pelo que ndo participam em
muitas reacgdes de interesse para as proteinas.

A treonina fem um carbono  assimétrico, ocorrendo apenas um dos isémeros nos
organismos Vivos.

A treonina tem um cardcter um pouco mais hidréfobo que a serina, ocorrendo mais
frequente no interior das proteinas globulares que esta Ultima. O residuo de serina surge
mais frequentemente em regides desordenadas em “loops”, devido ds suas pequenas
dimensaes.



Aminodcidos dcidos: Asp, Glu

Arg + >

Aspartic acid Glutamic acid ( \
Asp Glu "
D E
7
ponte salina

As cadeias laterais de Asp e Glu diferem apenas num grupo metileno, todavia a diferenga é
suficiente para provocar importantes diferengas de reactividade e de fungdo estrutural.
Estes residuos estdo normalmente ionizados a pH fisioldgico, sendo uma fonte de carga
negativa na proteina. Por esta razdo, ocorrem muito mais frequentemente na superficie
exterior das proteinas.

Os oxigénios destes residuos podemactuar como aceitadores em ligagdes de hidrogénio, ou
formar pontes salinas com residuos positivamente carregados.



Aminodcidos dcidos: Asp, Glu

Asp e Glu podem ser quelantes eficazes de ido metdlicos numa
proteina.Na figura, dois residuos Asp e dois Glu complexam um
ido Ca?* na parvalbumina



Aminodcidos dcidos: Asp, Glu

A reactividade quimica dos residuos Asp e Glu é semelhante a dos dcidos organicos
correspondentes - esterificagdo, acoplamente a aminas ou redugdo a dlcoois sdo as
reacgoes mais comuns

O estado de ionizagdo de um grupo carboxilo pode, por vezes, ser determinado pela sua
susceptibilidade a diferentes reagentes orgdnicos. Compostos como os ésteres de
diazoacetato e as amidas reagem com forma ndo-ionizada:

|
—CO,H + N,CH—C—NH—R

diazo amide
(II) I
—C—0—CH,—C—NH—R +N,

Por outro lado, os epéxidos reagem com a forma ionizada:

705,
—CO, + CH,—CHR

epoxide
.
0 OH
—(lli—O—CHZ—CIH—R



As amidas: Asn, GIn

Ocorrem naturalmente, e ndo por amidagdo de Asp e
Glu, sendo incorporadas directamente nas proteinas.

Ndo sdo muito reactivos, mas sdo polares e
simultaneamente dadores e aceitadores de ligagdes
de hidrogénio.

Asparagine Glutamine . ~ oo
Asn Gln Os grupos amida sdo ldbeis para extremos de pH e
N Q

temperatura, podendo desamidar em Asp e Glu.

A pH alcalino, Asn é muito mais ldbil que GIn pois a sua cadeia lateral pode interagir com o
-NH do residuo seguinte para formar um derivado succinimidilico:

i 0O O
N &4
CH, 'NH, O cd, \ /N
. CH _NH_ /(”: t,= 1.4 dias éH /N—CHZ
NH ("3 cH,” O 37°C,pH=7.4 “NHT Ne
: g
L-Asn-Gly

-L-Asp-succinimidyl-Gly-

Esta reacgdo é 30 a 50 vezes mais lenta se o residuo seguinte ndo for um glicing,
devidos aos impedimentos estéricos da cadeia lateral.



As amidas: Asn, GIn

Os residuos de GIn na primeira posi¢do de uma cadeia polipéptidica ciclizam
espontaneamente de acordo com a reacgdo:

/O

NH2(|J
T %
CH, O O0=C CH, O

| | | I
H,N—CH—C——> HN—CH—C—



Os residuos bdsicos: Lys, Arg

‘Lys

Os residuos de Lys encontram-se quase sempre a superficie das proteinas, devido a carga
positiva do grupo amina terminal que, tendo um pKa de 11.1, se encontra ionizado na
maioria das condigdes fisioldgicas.

O N terminal € um nucleéfilo muito potente na sua forma neutra, podendo participar em
diversas reacgdes orgdncias tais como alquilagdo, arilagdo e acilagdo. A velocidade com
que estas reacgdes se ddo tende a aumentar com o pH, pois aumenta o nimero de grupos
ndo ionizados.

O ndmero de grupos amina pode ser determinado através da reacgdo com o sulfonato de
2,4,6-trinitrobenzeno (TNBS):

NO,
—(CH,),—NH, + HO,S NO,

NO,
Lys TNBS

l

NO,

_(CH2)4—NH‘©—NOZ+ H,SO,

NO,



Os residuos bdsicos: Lys, Arg

O ndmero de grupos amina pode ser determinado através da reacgdo com o
sulfonato de 2,4,6-trinitrobenzeno (TNBS):

NO,
—(CH,),—NH, + HO,S NO,
NO,
Lys TNBS
l
NO,
(CHM—NHQNOZ +H,S0,
NO,

O grupo modificado absorve fortemente na regido dos 367 nm, podendo a
reacgdo ser seguida espectrofotométricamente.



Os residuos bdsicos: Lys, Arg

*Arg )

NH,
A cadeia lateral de Arg —(CH),mNH=C
consiste em 3 grupos NH,
metileno apolares e um ”
grupo guanidina
fortemente bdsico NH,
(pKa~12). A forma —(CH,);—NH—C
protonada deste grupo é \NH2
estabilizada por '
ressonadncia, sendo o grupo ”
guanidina planar e . NH,
simétrico em torno do —(CHy);—NH=C_
carbono ¢ (3 ligagoes de NH,
cardcter hibrido) H

NH,

/
—(CHy; —NH—C}
NH,



Os residuos bdsicos: Lys, Arg

*Arg (cont.)

A forma protonada do grupo guanidinico é muito pouco reactiva, e a pH fisioldgico a
fracgdo de grupos ndo protonados é extremamente pequena. No entanto, observam-
se algumas reacgoes, como seja a condensagdo heterociclica com compostos

dicarbonilo. Exemplo:

NH, O
r
—(CH2)3—-NH—-C\ +
NH, O
Arg cyclohexanedione
OH



Os residuos bdsicos: Lys, Arg

*Arg (cont.)

O grupo guanidinico pode ser também clivado pela hidrazina, dando origem a cadeia
lateral da ornitina:

NH
r 4
—CH,—CH,—CH,—NH—C_
A NH,
J{HZN_NHZ

—CH,—CH,—CH,—NH,
Orn

Esta reacgdo € geralmente acompanhada pela cisdo da cadeia polipeptidica.



Os residuos bdsicos: Lys, Arg

‘Lys - o residuo de maior mobilidade nas proteinas, a sua cadeia longa e flexivel
extende-se para o solvente e pode assumir uma enorme variedade de conformagoes.
Por este motivo, os dtomos a partir do carbono B sdo muitas vezes invisiveis nas
densidades electrénicas obtidas por difracgdo de raios X. Apesar da natureza
consideravelmetne hidrofdbica da sua cadeia lateral, é o residuo que oculta a menor
fraccdo de drea ao solvente

*Arg - as cadeias de arginina sdo mais ordenadas que as de lisina e ocultam uma
maior drea fraccional. Embora seja extremamente raro encontrar uma Arg
totalmente oculta, a sua cadeia lateral forma muitas vezes uma superficie

hidrofébico com extensos contactos de vdW que pode fazer o papel de um residuo
hidrofdbico.
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Conformagdes da Lisina Ligagdes de hidrogénio
entre a Arginina e H,O



A histidina

A cadeia de imadazol da histidina fem caracteristicas
um pouco a parte das dos outros residuos. O imidazol
tem um pKa préximo de 7, sendo portanto uma base
extremamente forte a pH neutro.

O azoto ndo-protonado da histidina é um nucledfilo extremamente potente a pH 7 e
um aceitador de ligagdes de hidrogénio, enquanto o azoto protonado é electroéfilo e
dador de hidrogénio. O residuo de histidina apresenta assim uma extrema
versatilidade quimica, ocorrendo frequentemente nos centros activos enzimdticos.

Uma das reacgdes mais especificas para os residuos de His € a com o dietil-
pirocarbonato (revertida pela hidroxilamina):

bl
NVNH

0O

(CH5CH,0C),0 NIOH

=0

Ny -N—C—0—CH,CH,



A histidina

Os residuos de histidina sdo extremamente dteis na andlise da estrutura
das proteinas por 'H-NMR, porque a ressondncia do carbono ¢! se destaca
perfeitamente das ressonancias dos outros hidrogénios polipeptidicos.
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A histidina: equilibrio dacido-base

CH,
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Residuos com enxofre: Cys, Met

* Met

A metionina é um residuo bastante hidrofdbico, e o dnico residuo ndo-polar que nao
possui cadeia ramificada. O atomo de enxofre tem um caracter nucleofilico, e dado
que ndo pode ser protonado, € o nucleofilo mais potente nas proteinas a pH dcido.
Nessas condigdes apresenta especificidade para vdrias reacgdes, tais coma formagdo
de sulfonatos a partir da reacgdo com agentes alquilantes como o iodeto de metilo:

—(CH,),—S—CH,

CH,l X\ (le3

—(CH,),—S—CH, + I~

+



Residuos com enxofre: Cys, Met

O dtomo de enxofre de Met associar-se ao P+Cl,> formando um complexo ndo-covalente
(utilizado no método de substituigdo de dtomos pesados para elucidagdo de estruturas
por difraccdo de raios X).

Outra reacgdo possivel € a oxidagdo pelo ar ou por outros reagentes oxidantes como o
peroxido:

I
—(CH,),—S—CH, > —(CH,),—S—CH, 2>

I
—(CHz)—ﬁ*CH_;
0 (1.46)



Residuos com enxofre: Cys, Met

* Cys

O residuo de cisteina é o mais reactivo de todos os residuos, apresentando uma
extraodindria versatilidade quimica e estructural. Podem ocorrer 3 tipos de residuos
Cys em proteinas:

* cys livres - sdo residuos de cisteina que nao se encontram quimicamente ligados, e
que desempenham um papel puramente estrutural. Apesar da semelhanga aparente
com a Ser, o residuo Cys tem propriedades bem distintas, sendo um muito pior
formador de ligagdes de hidrogénio e aparecendo como um dos residuos com maior
percentagem de ocultagdo no interior da proteina.

* cys ligadas - as cisteinas podem ser ligandos para uma grande variedade de metais
e grupos prostéticos, incluindo Fe, Zn, Cu, centros de Fe-S e hemos. Geralmente duas
ou quatro cisteinas com um espacamento pequeno ha sequéncia aparecem como
ligandos do grupo prostético

- cistinas - pares de residuos de cisteina ligados em pontes de persulfureto -S-S-,
tém um papel muito importante na estabilizagdo da estrutura nativa das proteinas
extracelulares (o meio intracelular é redutor, pelo que a maioria das proteinas
intracelulares ndo apresenta pontes de persulfureto).



Residuos com enxofre: Cys, Met

Sendo Cys o mais reactivo de todos os residuos, existe uma lista extensa de reacgoes
caracteristicas. Apontam-se aqui algumas das mais conhecidas. A forma carregada da
cisteina (pK,~9) pode reagir com aletos de alquilo, como o iodoacetato, orginando os
correspondentes derivados de alquilo. Ex:

—CH,—S- ICH,CO,"

Cys iodoacetate

—CH,—S—CH,—CO,~ + I~

carboxymethyl-Cys (1.47)
A reacgdo com a etilenoimina:
CHow
—CH,—S-+ (\j _NH

2

e N

forma um residuo positivamente carregado que € local de clivagem para tripsina, para
alem dos habituais Lys e Arg, o que tem utilidade para a sequenciagdo de péptidos.



Residuos com enxofre: Cys, Met

Os grupos tiol formam complexos com uma variedade de compostos contendo metais
pesados. A reacgdo com o dcido p-mercuribenzdico:

—CH,—S" +*Hg —@—COZH

N\

—CHZ—S—HgOCOQH

(cont.) tem uma estequiometria precisa de 1:1 e pode ser usada para titular os grupos
tiol através medidas espectroscépicas. As reacgoes com compostos de mercurio sdo,
também, um dos métodos mais usados para produzir proteinas com substituintes
metdlicos para cristalografia de raios X.

Os grupos tiol podem formar complexos com uma variedade de ides de elementos
metdlicos incluindo prata, cobre, ferro, zinco, cobalto , molibdénio, manganésio e
cadmio.



Residuos com enxofre: Cys, Met

Para além da forma tidlica, existem apenas dois estados de oxidagdo do enxofre de
Cys geralmente observados, o persulfureto (-S-S-), produzido pela oxidagdo
atmosférica:

NH, NH,

éH*—CHZ—S—S—-—CHz—(!ZH

Co,i Con
Cistina

e os dcidos sulfdnicos, produzidos por agentes oxidantes mais potentes:

?031{

™ |
—NH—CH—C—
CysO.H



Residuos com enxofre: Cys, Met

O equilibrio entre tidis e persulfuretos:

R,—S + R,—S—S—R,

I

R,—S" + R,—S—S—R,

é proximo da unidade para tios alifdticos simples e persufuretos. Uma vez que a
espécie reactiva € o anido tiolato, a extensdo da reacgdo aumenta com o pH.

O equilibrio entre tidis e persulfuretos aromdticos estd na base de um dos métodos
mais convenientes para determinagdo do nimero de grupos tiol numa proteina - o
dcido ditiobisnitrobenzéico (reagente de Eliman, DTNB) é adicionado em excesso a
uma solugdo de proteina:
CO,H
—CH,—S~ + O,N S—S NO,
HO,C

DTNB

[

cm—s—s&j}m2

+
S NO,

CO,H



Residuos com enxofre: Cys, Met

(cont.) produz quantidades estequiométricas do composto NTB de cor amarela viva,
que pode ser doseado espectrofotometricamente.

As pontes persufulfureto das proteinas podem ser reduzidas eficazmente por
reagente tidlicos como o mercaptoetanol:
—CH,—S—S—R

mixed disulfide

RS-
-SCH,—

B==p=s==RK

reagent disulfide

O reagente de Cleland, ditiotreitol, € tambem muito usado para quebrar pontes -S-S-
em proteinas e moléculas pequenas:

CH,SH
HOCH
HCOH +R—S—S—R
CH,SH-

dithiothreitol \

A grande estabilidade do anel intermolecular
HO — do produto faz com que o equilibrio esteja
. largamente deslocado para a direita.
SI + 2RSH

OH



