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RESUMO

O objetivo deste trabalho visou realizar o estudo fisico-quimico da gliadina em
solucdo, em diferentes solventes e sob variacdo de pH. Os solventes usados foram H,O
deionizada, H,O/EtOH 40/60% v/v e dimetilsulfoxido (DMSQ). As técnicas utilizadas foram
Espalhamento de Luz (LS), Potencial Zeta (PZ) e Espectroscopia no Infravermelho por
Transformada de Fourier (FTIR). LS revelou a presenca de um sistema polidisperso para
todas as amostras, com a presenca de moléculas pequenas coexistindo com moléculas
maiores. O coeficiente de difusdo sofreu mudancas com a variacdo de pH, o que corroborou
com os resultados de diametro observados. A gliadina em H,O deionizada e DMSO (pH 9,8)
apresentaram uma menor distribuicdo de tamanho. Para as amostras em H,O/EtOH 40/60%
v/v este fato foi observado apenas em pH 1,2. A andlise de PZ forneceu informac6es sobre a
estabilidade do sistema. Para a amostra em H,O deionizada, a estabilidade foi observada em
pH 9,8. Em DMSO verificou-se uma instabilidade, com a presenca de vérias conformacdes
coexistindo no sistema. A andlise de FTIR-ATR mostrou-se adequado para o estudo da
estrutura secundaria. Em H,O deionizada, a conformacdo predominante é folhas-f. Em
DMSO evidenciou-se uma banda em 1660 cm™ (relacionado ao desenovelamento da
proteina). Ja em H,O/EtOH 40/60% v/v a conformacdo é instavel. Em pH 1,2 foi observado
um aumento na estrutura helicoidal. As diferentes conformacgdes encontradas para a proteina e
sua estabilidade em diferentes solventes e pHs fornecem uma idéia do potencial de aplicacdo

desta proteina como biomaterial, em especial como bioadesivo.
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ABSTRACT

This work presents the physical-chemical study of the gliadin in different solvents and
pH, using Light Scattering (LS), Zeta Potential (ZP) and Fourier Transform Infrared
Spectroscopy (FTIR) techniques. The solvents used were H,O, H,O/EtOH 40/60% v/v and
dimethylsulfoxide (DMSQO). Dynamic Light Scattering (DLS) indicated the presence of a
polydispersity system for all samples (small and larger molecules coexisting). Samples in
DMSO and H,O showed a lower size distribution at pH 9.8, while samples in H,O/EtOH
40/60% v/v only at pH 1.2. The ZP analysis were used to study the system stability, showing
that the gliadin in water at pH 9.8 was the most stable system. In addition, the ZP results
suggest that the gliadin in DMSO is unstable due to presence of several conformations of
protein at all pH. The ATR-FTIR analysis showed to be appropriate for the secondary
structure study, showing that the samples in H,O were predominantly s-sheets. In DMSO an
absorption band was observed at 1660 cm™ (this band indicate the unfolding of the protein).
The conformations of samples in H,O/EtOH 40/60% v/v are unstable, besides at pH 1.2 it was
observed that the helical structure increased. The several conformations and stabilities for the
gliadin at different solvents and pH provide an idea of the application potential of this protein

as a biomaterial, with a bioadesive.
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1. INTRODUCAO

Atualmente a luta por uma sociedade sustentavel iniciou um aumento no estudo der
materiais baseados em recursos renovaveis, ou biomateriais, em substituicdo a materiais com
bases fosseis e sintéticas." # * As alternativas para a producdo de biomateriais incluem uma
variedade de proteinas e polissacarideos. Dentre as proteinas, podem-se citar as proteinas do
soro do leite, caseina, proteinas da soja, gelatina, zeina e proteinas do trigo.*

Sabe-se que em proteinas, diversas intera¢fes intra e intermoleculares estdo presentes
e estudos indicam que as conformacdes assumidas por uma proteina e suas interacbes podem
afetar as caracteristicas dos diversos materiais desenvolvidos. Dentro deste contexto, surge a
necessidade de estudarem-se os biomateriais em nivel molecular, determinando as
caracteristicas de interacGes entre moléculas, através de diferentes técnicas experimentais,
bem como determinar-se a estruturacdo molecular caracteristica em cada caso.>°

Quanto a sua origem, as proteinas sdo polimeros de origem bioldgica, constituidos por
unidades estruturais conhecidas como aminoacidos os quais apresentam diferengas em relacéo
a sua cadeia lateral ionizavel. Sdo encontrados aproximadamente 20 tipos de aminoacidos na
natureza. Os mesmos apresentam um grupo carboxilico (COO") e um grupo amino (HsN")

ligado a um atomo de carbono (carbono «) (Figura 1)."®

(l_i*-'}f}
HHI-"‘I_':l _H
R

Figura 1. Estrutura geral de um aminoacido natural: o grupo R ou cadeia lateral (rosa) ligado

ao carbono « (azul) é diferente em cada aminoacido.’

A diferenca existente entre os aminoacidos naturais estd relacionada as cadeias
laterais, ou grupos R, que variam em estrutura, tamanho, carga elétrica, influenciando a
solubilidade dos aminoacidos.” Os mesmos ligam-se covalentemente por ligacGes peptidicas
ou ligacdes dissulfeto formando uma longa cadeia peptidica (uma proteina apresenta mais de
100 aminoé&cidos e sua cadeia é chamada de cadeia polipeptidica).®

Para as proteinas, a tarefa de descrever e compreender suas estruturas é abordado em
varios niveis de complexidade, organizados em uma espécie de hierarquia conceitual, nesse

caso, suas estruturas primarias, secundarias, terciarias e quaternarias.’
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O arranjo espacial dos atomos de uma proteina que vdo formar as estruturas é
chamado de conformacdo. As conformacdes possiveis de uma proteina (random coil, globular
e rigid rod) sdo mostradas na Figura 2 e incluem qualquer estado estrutural que pode ser

alcancado sem quebra das ligacdes covalentes.*

Random Coil Rigid Rod
Globular

Figura 2. Representagdo esquematica das diferentes conformagdes adotadas por uma

proteina.’

A estrutura molecular global adotada pela proteina depende da sequéncia especifica de
aminoéacidos, condicdes ambientais, pressao, solventes, forca idnica e pH. As mesmas tendem
a adotar uma estrutura que minimiza o total de energia livre do sistema, desde que ndo haja
restricdo cinética que as impeca de alcancar este estado de baixa energia. Sendo assim, é
importante ter conhecimento da morfologia, propriedades fisicas (densidade e indice de
refracdo), tamanho, carga e estabilidade (frente a temperatura, pH e forca ibnica). Estes
fatores determinardo como as proteinas podem afetar as propriedades reoldgicas, Opticas e
caracteristicas de estabilidade dos produtos nos quais elas sdo incorporadas.’

As proteinas de armazenamento do trigo, constituintes do gluten, apresentam uma
grande aplicabilidade, dentre elas, o melhor desempenho da massa durante o cozimento da
farinha, elaboracdo de biomateriais (uma alternativa que tem sido proposta nos ultimos anos
sdo adesivos baseados em proteinas do trigo)' e desenvolvimento de novos sistemas de
liberacdo de farmacos.* *°

A gliadina, proteina estudada nesta dissertacdo, esta presente no gliten, e apresenta
grande interesse industrial.** Sendo um biopolimero, a mesma pode ser usada na fabricacao de
biomateriais com aplicabilidade em filmes comestiveis, na confeccdo de embalagens, na
preparacdao de nanoparticulas para liberacdo controlada de drogas, entre outros.™* ** Por outro
lado, fragmentos peptidicos especificos de uma subfragdo da gliadina (a a-gliadina) tem sido
identificado como fator predominante, em alguns individuos susceptiveis, pela toxicidade

conhecida como doenca celiaca.™" ** Esta doenca é caracterizada por atrofiar totalmente ou
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parcialmente a mucosa do intestino delgado, causando uma ma absorcdo dos alimentos em
determinados individuos.* Logo, conhecer a conformacdo desta proteina pode vir a facilitar
sua deteccdo no glaten.

Ao longo das duas ultimas décadas, tem-se visto avancos consideraveis em
metodologias' ** ** para a analise de sistemas de biopolimeros em um ambiente onde 0s
mesmos ocorrem naturalmente e executam a sua funcdo bioldgica, ou seja, um ambiente em
solucdo.” Estes avancos incluem o estudo da conformacdo da proteina a partir de técnicas
espectroscopicas (onde se pode determinar a dimensdo, a massa molecular, o coeficiente de
difusdo translacional e o raio da proteina em solucdo) e eletroforéticas (que informa as
caracteristicas elétricas envolvidas nas interacdes).* ** Além disso, a partir das analises
espectroscopicas da proteina em solucdo pode-se analisar 0 aumento das dimensfes da
molécula através de agregacdo, ou diminuicdo do seu tamanho, resultando em moléculas em
equilibrio termodindmico.** "

Assim, com a finalidade de compreender melhor o carater conformacional e estrutural
da gliadina frente aos solventes, pH e variacdo de temperatura faz-se necessario uma analise
mais detalhada sobre a conformacdo e estruturacdo. Esta informacdo é valiosa para o
entendimento desta macromolécula e seu comportamento frente a diferentes condicGes
experimentais. Esta compreenséo ira facilitar o entendimento das inumeras funcionalidades da
gliadina, seja em métodos de deteccdo para diagndstico da doenca celiaca, para sua utilizacéo
como potencial biomaterial, ou ainda seu entendimento como subunidade essencial na

industria de processamento de cereais (trigo).*®
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. FARINHA DE TRIGO E GLUTEN

O trigo é uma das culturas de cereais mais importantes do mundo em termos de
producdo e utilizagdo, juntamente com o milho e o arroz. Ele constitui uma fonte importante
de energia, proteina e fibra na nutricdo humana e alimentacdo animal.* %2

Cerca de 600 milhdes de toneladas sédo colhidas anualmente e o cultivo se estende por
uma vasta area geogréafica, da Escandinavia a Argentina, incluindo altitudes mais elevadas nos
trépicos.”? Os principais paises consumidores do de trigo, incluindo consumo humano,

industrial e alimentacdo animal é mostrado na tabela 1.2

Tabela I. Principais paises consumidores de trigo, projecao de consumo total e especifico
(milhdes de toneladas), na safra 2011/2012.%

Pais/Bloco Consumo Consumo humano e Alimentacdo
total industrial animal e residuos

Europa 1255 70,0 55,5
China 116,0 98,5 17,5
india 83,1 82,9 0,2
Russia 38,6 22,6 16,0
Estados Unidos 31,5 27,5 3,9
Paquistéo 23,4 23,0 0,4
Egito 18,8 16,3 2,5
Turquia 18,1 16,7 1,4
Ird 15,5 14,5 1,0
Ucréania 13,4 8,5 4,6
Brasil 11,2 10,7 0,5
Canada 9,0 51 3,9
Cazaquistao 9,0 50 4,0
Argélia 8,9 8,9 0,1

Conforme tabela acima o Brasil encontra-se em 11° lugar quanto a consumo deste
produto. Sua producdo concentra-se na regido Sul, nos estados do Parana, 56,4% e Rio
Grande do Sul, 33,6%. Segundos técnicos da CONAB (Companhia Nacional de
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Abastecimento), o Brasil tem um grande potencial de aumentar a sua producgéo apresentando
uma grande importancia estratégica. Até 2020/2021 acredita-se que o crescimento € de 6,2
milhGes de toneladas e um consumo de 11,7 milhdes de toneladas no mesmo ano. A Figura 3

mostra o crescimento previsto na producdo e o consumo da farinha de trigo até 2020/2021.%

Producao Consumo
& 11.715
6.154
5.303 10.353
2010111 2020/21 2010011 2020121

Figura 3. Projecdo na producéo e consumo de trigo no Brasil até 2020/2021 (mil toneladas).”

Um dos motivos que tem contribuido para o sucesso do trigo tém sido suas
propriedades Unicas na massa que permitem que a mesma seja transformada em uma gama de
produtos alimentares tais como o pdo, massas e outros produtos de panificacdo. A propriedade
que caracteriza esta capacidade é conhecida como viscoelasticidade, ou seja, o equilibrio entre
a extensibilidade e elasticidade na determinacdo da qualidade do produto final.'® Esta
caracteristica é determinada pela composi¢do das proteinas presentes na farinha de trigo que
pode ser formador de massa com propriedades reoldgicas necessarias para a producao de pédo
fermentado.”

Desta forma, a farinha de trigo é composta de proteinas solUveis e insollveis em agua

conforme tabela Il abaixo.?*%

Tabela I11. Composicéo das proteinas da farinha de trigo.**

Fracdo % de proteina total

Albumina 7-10
Globulina 6-10
Gliadina 40-45
Glutenina 40-45

A gliadina e glutenina, insoltuveis em H,0, sdo também denominadas prolaminas por

causa do seu alto teor de prolina e glutaminas.”® Constituem as proteinas de armazenamento.”’
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Juntas estas proteinas correspondem uma fragcdo conhecida como glaten e comp&em cerca de
80-85% das proteinas presentes na farinha de trigo. Ja a albumina e globulina constituem uma
fracdo de 15-20% do conteudo total de proteinas do gréo, possuindo funcdes metabolicas e

estruturais sendo soltveis em H,0.% %26

Segundo a definigcdo atual do Codex Alimentarius, o gluten € uma fracdo de proteina
do trigo, centeio, cevada, aveia ou suas variedades cruzadas e respectivos derivados, sendo
insoltvel em &gua e NaCl 0,5 mol.L™ . Mais recentemente, a FDA (Food and Drug
Administration) definiu o gliten como “proteinas que ocorrem naturalmente ¢ que podem
causar efeitos adversos na saude de pessoas com doenca celiaca. Alternativamente, o gluten é
por vezes definido por sua solubilidade, uma caracteristica derivada do elevado teor de
prolina e glutamina das proteinas nativas do glaten.?

Quanto a composicdo, pode-se dizer que o gluten é dividido em duas fracbes de
acordo com sua solubilidade em solugdes alcodlicas (tipicamente 60-70% (v/v)): gliadinas
(soltveis) e gluteninas (insolGveis) que constituem 80% das proteinas do trigo (Figura 4).% %

30

Gliadina

Gluaten (gliadina + glutenina)

Figura 4. Representacdo da prolamina (gliadina) e glutenina presentes no glaten.

Ja Figura 5 mostra uma imagem de microscopia eletrénica de varredura onde é
possivel observar as interacdes entre a gliadina e glutenina (a glutenina forma uma malha de

fibras em que a gliadina esta aprisionada).*
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Figura 5. Imagem de microscopia eletronica de varredura mostrando a interagdo estrutural

entre a gliadina e glutenina.*

Fatores que contribuem para a baixa solubilidade em agua das proteinas do glaten
pode-se incluir um baixo teor de aminoacidos com cadeias laterais ionizaveis, elevados teores
de glutamina e de aminoécidos apolares tais como glicina e prolina.”*

Pode-se dizer que o gluten tem uma estrutura no qual as subunidades da glutenina de
alto peso molecular formam uma “espinha dorsal elastica” que consiste basicamente de
polimeros com “cabeca de cauda” com ligagdes dissulfeto intercadeias. Esta “espinha dorsal”
forma uma base para as subunidades de baixo peso molecular (ligados por ligagédo dissulfeto).
A gliadina também pode interagir com a glutenina por forcas ndo-covalentes, embora estas
interacdes seja tradicionalmente consideradas como contribuintes da viscosidade e ndo da

elasticidade.* O comportamento da massa frente a estas duas proteinas é visto na (Figura 6).

Gluten Gliadina Glutenina

Figura 6. Demonstracdo das propriedades da gliadina (extensibilidade) e glutenina

(elasticidade).*
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Acredita-se que o tamanho molecular e o emaranhamento de diferentes moléculas de
glutenina fornecem continuidade & massa. A elasticidade muito provavelmente depende do
estiramente reversivel de uma conformacéo energética mais favoravel da glutenina “dobrada”.
Embora a sua estrutura em “f-espiral” (Figura 7) possa conferir uma elasticidade intrinseca
para glutenina de alta massa molecular (HMW-GS) a sua contribuicdo para as propriedades

elastoméricas ainda ndo é compreendida.”

Figura 7. Caracteristicas estruturais das subunidades das gluteninas de alta massa molecular

que podem determinar a elasticidade do gluten.”

Em nivel molecular, a elasticidade tem sido sugerida como sendo mediada por
ligagbes ndo covalentes (principalmente ligacbes de hidrogénio) inter e intra cadeias de
gluteninas individuais. Neste contexto um modelo proposto por Belton* sugere um modelo
chamado de “lagadas e trens”, ou seja, regides onde ha grupos de interagdes de superficies de
polimeros e regifes onde existem grupos de interacdo polimero-solvente (ligacGes de
hidrogénio entre o solvente e a proteina).* Quanto maior a hidratacdo do sistema, mais
regides de “loops” sdao formados (Figura 8-1). Em um estiramento pequeno 0S primeiros
“loops” sdo estendidos descompactando as regides (Figura 8-2). Sob um alongamento, a
resisténcia a deformacdo aumenta devido as interacbes proteina-proteina nas cadeias rigidas
estendidas (Figura 8-3).% 2%
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“LOOpS”

3

Figura 8. Modelo para o efeito de hidratacdo. 1) configuracdo de equilibrio. 2) pequena
extensao, somente os “loops” sdo deformados. 3) grande extensdo, os “loops” sdo achatados e
as ligacOes de hidrogénio estdo quebradas de modo que as cadeias deslizem uma sobre as

outras.?

Jé& a gliadina enfraquece as interacGes entre as cadeias de glutenina e essencialmente
atua como um plastificante sobre a estrutura do glaten, conferindo assim elasticidade a

massa.?
2.2. GLIADINA

2.2.1. Definicéo

As gliadinas s@o consensualmente definidas como componentes proteicos da farinha
de trigo ou proteinas do glaten que séo insoltveis em H,O ou solugdes salinas neutras, mas
soliveis em solucBes aquosas sem reducdo das ligacdes dissulfeto.”® Sdo proteinas
monomeéricas que interagem principalmente por interacbes nao-covalentes. Sua distribuicao
varia dependendo do trigo cultivado e das condi¢Ges de crescimento.®

A conformacao e interacfes moleculares das proteinas de armazenamento do trigo tém
sido amplamente investigadas utilizando varias técnicas tais como Microscopia de Forca
Atdmica (AFM), Atividade Optica Raman (ROA), Infravermelho com Transformada de
Fourier (FTIR), Técnicas Espectroscopicas, Ressonancia Magnética Nuclear (RMN),
Dicroismo Circular (CD) e Viscosidade.*

Embora haja relatos na literatura sobre a estrutura da gliadina e/ou suas fragdes® " %%
ainda € necessario conhecer a conformacdo da mesma em Varios solventes, pHs e

temperaturas.
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A Figura 9 mostra a representacdo tridimensional de uma das fracOes da gliadina (a a-

gliadina).”

Figura 9. Representacdo da estrutura tridimensional da a-gliadina, uma das fracdes da

gliadina.”
2.2.2. Classificacao da Gliadina

As gliadinas apresentam massa molecular de 30 000 g.mol™ a 78 000 g.mol™ e de
acordo com sua mobilidade eletroforética podem ser separadas em quatro subfraces: a-, -,
y- e w-gliadinas.® 3" * Estudos quimicos e genéticos sugerem que a a- e B-gliadina sdo muito
similares entdo, atualmente, somente trés tipos de gliadina (o -, y- € w- ) séo classificados.*

Outra classificacdo da proteina é baseada na analise da sequéncia de amino&cidos.
Seguindo esta classificagdo, a gliadina pode ser dividida em ricas em enxofre (a- e y-) e pobre
em enxofre (w-gliadina). A a- e y-gliadina sdo componentes que estdo em maior quantidade
em uma estrutura mais compacta, como revelado por imagens de microscopia. J& a w-gliadina
estd em menor quantidade e apresenta estruturas variaveis dependendo do grau de
hidratagdo.* A fragdo a-gliadina é monomérica a pH e forga ibnica baixa, mas em valores de
pH maiores as proteinas se juntam para formar uma rede fibrilar estabilizada por interacdes
fisicas. No entanto, ao ser considerado a a- e w-gliadina juntas o resultado sera uma
morfologia bicontinua de fase separada e isto dependera da composicdo das fracdes e
condicdo da mistura.** Varias outras classificacdes foram dadas a gliadina e suas fraces. Em
1980 Salcedo® et al. descreveram dez proteinas com massa molecular menor do que 20kD,
tendo similaridades com a familia das gliadinas e sugeriu que as mesmas fossem denominadas
de gliadina de baixa massa molecular (LMW). Kasarda* et al. em 1983 classificaram a fracdo
w-gliadina em trés tipos: w-1, w-2 e w-5. Além disso, as gluteninas de baixa massa molecular

(LMW — GS) eram similares a gliadina em suas caracteristicas bioquimicas e sequéncias de
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aminoacidos. Metakovsky® et al. em 1997 e Anderson* et al. em 2001 caracterizaram a
gliadina em quatro familias: a-, y-, w-gliadinas e gluteninas LMW embora ndo houvesse um
conceito geral sobre o assunto na literatura. Ja nos anos de 2001 e 2003, Anderson® et al. e
Clarke* et al. respectivamente, relataram que as gliadinas-LMW estavam relacionadas com as
sequéncias de gliadinas do trigo, mas ndo eram semelhantes para outras familias e dai surgiria
mais uma frag&o.*

Estudos recentes distinguem as subfragdes em a-, y- € w-gliadina. Seis residuos de
cisteina em a- gliadina e oito residuos de cisteina em y-gliadina estdo localizados em posicdes
altamente conservadas e todos estdo envolvidos em ligacGes intracadeias de enxofre
impedindo-os de participar na estrutura quaternéria da glutenina, bem como que se envolvam
em reacdes de troca SH-SS em condicGes ambientais. Ja a w-gliadina ndo apresenta residuos
de cisteina.?> * A estrutura primaria da gliadina consiste de varios dominios de tamanhos

variaveis (Figura 10).%

A

. 100 aminoacidos ,

Figura 10. Estruturas de a-, y- € w-gliadina — B, D e F respectivamente — (amarelo) e

subunidades da glutenina de baixa massa molecular A, C e G respectivamente — (azul).*

O dominio N-terminal curto consiste de 5 a 14 residuos de aminoacidos. O dominio
repetitivo central contém 100 residuos organizados em sequéncias de repeticdo de um ou dois
motivos composto principalmente de glutamina, prolina e aminoacidos hidrofobicos
(fenilalanina ou tirosina). Finalmente o dominio ndo repetitivo C-terminal é uma sucessdo de
poliglutamina e lisina e sequéncias ricas em arginina que incluem todos os amino&cidos que
contém enxofre.?:*

Ao se analisar as fragOes, de acordo com a literatura, a a-gliadina consiste de um

dominio N-terminal curto de cinco residuos, um dominio com cerca de 113 a 134 residuos e
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um dominio C-terminal com cerca de 144 a 166 residuos, o ultimo dominio contendo duas
regides poli-glutamina (Figura 11). O dominio repetitivo consiste de um motivo de repeti¢do
de cinco a oito residuos com sequéncia Pro (Phe/Tyr) Pro GIn GIn GIn (GIn) (GIn) e
diferencas no comprimento dos dominios repetitivos definem as diferencas na massa

molecular desta fracdo que varia entre 30 000 a 34 000.*

Glia--9  PFPQPQLPY
Glia--2  PQPQLPYPQ
Glia--20 FRPQQPYPQ

\

- R Q1 | NR1 Q2| NR2

Figura 11. Estrutura esquematica da a-gliadina. A proteina consiste um dominio N-terminal

Glia-o QGSFQPSQQ

curto (S), seguido por um dominio repetitivo (R) e um dominio ndo repetitivo longos (NR1) e
separados por duas repeti¢es poliglutaminicas (Q1 e Q2). Nos dominios ndo repetitivos

cinco residuos conservados estdo presentes.®

A y-gliadina tem uma estrutura de dominio semelhante a a-gliadina consistindo de 12
residuos no dominio N-terminal, um dominio repetitivo de 78 a 161 residuos com um
consenso de repeticdo consistindo de Pro Phe Pro GIn Gin (GIn) Pro GIn GIn (Pro GIn GlIn) e
um dominio C-terminal com 135 a 149 residuos que contém uma regido de poli-glutamina
Unica (Figura 12). Diferengas no comprimento dos dominios repetitivos fazem com que a

massa molecular varie de 26 000 a 36000.*

N-terminal n&o repetitivo Rico em glutamina  C-terminal nio repetitivo

NH2.| Sinal | Repetitivo I1 Néo repetitivo 11 v Y .COOH

§§  S5S§5 § $ 3

Figura 12. Modelo estrutural da y-gliadina. A sequéncia comega com um sinalizador com 20
residuos, seguido por dominio N-terminal curto ndo repetitivo (1), um dominio variavel
altamente repetitivo (I11), um dominio n&o repetitivo contendo a maioria dos residuos de
cisteina (I11), uma regido rica em glutamina (IV) e um dominio C-terminal ndo repetitivo

contendo dois residuos de cisteina conservados (V).
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Para a w-gliadina existem poucas sequéncias completas disponiveis. Uma consiste em
um dominio N-terminal curto de 11 residuos, um dominio repetitivo de 238 residuos e um
dominio C-terminal curto de 12 residuos. O consenso de repeticdo consiste de 6 a 11 residuos
de Pro Phe Pro GIn (GIn) (GIn) Pro GIn (GIn) (GIn) (GIn) e é semelhante a y-gliadina.*

As sequéncias dos dominios repetitivos da gliadina que vimos acima e/ou estrutura da
mesma, sdo apontados como sendo os fatores causadores de um nimero de doengas humanas,

dentre elas a doenca celiaca.”
2.2.3. A Estrutura das Proteinas

As proteinas podem ser descritas em termos de niveis de organizacdo, ou seja, suas

estruturas primarias, secundarias e terciarias, como se vé na Figura 13.”%

Estrutura primaria Estrutura secundaria Estrutura terciaria Estrutura quaternaria
7 -Lts_ S . . : i | "
Lys v | T { v T
Gly = ' \ —
I ‘:I} — | LY #_. -
g]‘zl 4 1 "",,_ -~ 4 NA
Leu | r "ll w A ‘“"l.
—=— " _ g &
[ Val | ad A% B TR __.h'
rmm—— | L
| Ala | i o
Residuos de aminoacidos a-hélice Cadeia polipeptidica Subunidades reunidas

Figura 13. Niveis estruturais de proteinas: a estrutura primaria consiste de uma sequéncia de
aminoéacidos ligados entre si por ligacdes peptidicas e inclui todas as liga¢bes dissulfeto. O
polipeptidico resultante pode ser enrolado em unidades de estrutura secundéria, tais como a-
hélice. A hélice é uma parte da estrutura terciaria do polipeptideo dobrado, o que é em si uma

das subunidades que compBem a estrutura quaternaria de uma proteina.’

A estrutura primaria representa todas as ligacGes covalentes (principalmente ligac6es
peptidicas e ligagdes dissulfeto) que ligam os residuos de aminoécidos em uma cadeia
polipeptidica. O elemento mais importante desta estrutura é a sequéncia de aminoécidos
presentes.”®

A estrutura secundéaria refere-se a arranjos estaveis que ddo origem a padrbes

estruturais (tais como a-hélice, folhas-$ e estrutura aleatéria (Figura 14))."®
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Figura 14. Diagrama esquematico de estruturas secundarias geralmente adotadas por

proteinas: a) estrutura aleatoria (random coil), b) a-hélice e c) folhas-4 anti paralelas.*

A estrutura terciria descreve todos os aspetos de dobragem tridimensional de uma
proteina e quando a mesma tem duas ou mais subunidades polipeptidicas, a sua disposi¢do no
espaco é referida como estrutura quaternaria.”®

Sabe-se que a estabilidade das proteinas esta relacionada com a tendéncia da mesma
de manter sua conformacdo nativa. Sabe-se que as proteinas nativas sdo apenas
marginalmente estaveis e as mesmas podem assumir indmeras conformacfes diferentes,
sendo que o estado enovelado é caracterizado por um elevado grau de entropia
conformacional.” As interacBes quimicas que combatem estes efeitos e estabilizam a
conformacdo nativa incluem ligagdes basicamente ligacdes hidrogénio, forgcas de van der
Walls e interacGes hidrofébicas.® O conhecimento destas interacdes é importante para a
compreensdo de como as cadeias polipeptidicas enovelam em estruturas secundarias

especificas e como ocorre 0 desenovelamento.’
2.2.3.1. A Estrutura da Gliadina

Embora as proteinas do gluten tenham sido estudadas durante um longo tempo, a
estrutura secunddria e terciaria destas proteinas ndo estd bem definida.'* A determinacdo da
estrutura destas proteinas apresenta problemas tais como: elevada massa molecular destas
proteinas, suas repeticdes extensas e devido ao grande nimero de prolinas em sua estrutura
primaria.** Varios estudos espectroscopicos® ** ** ** forneceram informacdes sobre a estrutura
secundaria do gluten e seus constituintes, principalmente em solventes nédo fisioldgicos. Em
todos os estudos a estrutura secundaria da gliadina mostrou ser muito sensivel as condic¢oes
ambientais, tais como solvente, pH, hidratacdo e temperatura.'

Estudos moleculares referentes a estrutura da gliadina, em especial, sdo muito dificeis

de realizar principalmente devido a sua solubilidade incomum e sua elevada tendéncia de
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formar agregados macromoleculares. Para evitar ou diminuir a agregacdo, a maioria dos
estudos é feita em misturas de H,O/EtOH ou com solventes orgéanicos, que produzem
alteracOes na estrutura da proteina.*

Como veremos abaixo, uma variedade de técnicas tém sido aplicadas para elucidar a
estrutura tridimensional de proteinas. Inicialmente, em 1935, com o objetivo de analisar as
fracbes da gliadina utilizou-se ultracentrifugacdo analitica.®® A partir deste estudo foi
demonstrada a natureza heterogénea desta proteina. Ja em 1936 e 1941 a forma da gliadina foi
analisada usando difusdo translacional e medidas de dispersdo dielétricas. Ambos os estudos
mostraram que esta proteina é formada de moléculas assimétricas.>" **

Uma técnica muito usada para o estudo da estrutura secundaria de proteinas é a
Espectroscopia de Dicroismo Circular (CD).* Esta técnica é muito sensivel a ferramentas
espectrais e, portanto, pode ser usada para estudar quaisquer reacdes que envolvam alteracdes
na atividade Optica. Desta forma, a mesma é excelente para a medicdo do grau de
desnaturagdo das proteinas e transi¢cGes random coil - helice de polipeptideos.*’

Esta técnica ja foi usada para analisar a estrutura secundaria da gliadina nos solventes
trifluoretanol (TFE), H,O, cloreto de sédio 0,5%, em solucdo aquosa de propanol e em
solugdo aquosa de etanol 70% v/v. Em todos os casos foram observadas alteracbes na
estrutura secundaria da gliadina devido ao solvente utilizado.* " *® *° Estudos de CD em
solug@o aquosa de etanol 70% v/v mostraram que a ®-gliadina ndo contém estrutura a-hélice
ou folhas-# detectavel porém é rica em voltas reversas. O aumento da temperatura acarretou
um aumento nesta estrutura. Em contrapartida, a a- e y-gliadina contém de 30-35% de
estrutura a-hélice e folhas-f (10% em a-gliadina). A partir destes dados concluiu-se que a w-
gliadina ¢ estabilizada por fortes interacfes hidrofobicas enquanto que as principais forcas
estabilizadoras na a- e y-gliadina sdo as ligacGes dissulfeto covalentes e ligacbes de
hidrogénio ndo covalentes.*® AlteracGes na estrutura secundaria também foram encontradas
quando a gliadina foi preparada em solucéo aquosa de propanol.*

Outra técnica utilizada para andlise da estrutura secundaria da gliadina foi a
Espectroscopia no Infravermelho por Transformada de Fourier (FTIR).® ® De acordo com
estes estudos, a gliadina do trigo apresenta uma mistura de diferentes estruturas secundarias,
com uma importante contribuicdo de voltas reversas no dominio N-terminal (ricos em

residuos de prolina — 30%) e uma contribuicdo de a-hélice no dominio ndo repetitivo.® °" % &
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Por outro lado, os estudos feitos por FTIR também mostraram que a estrutura

secundaria da gliadina é caracterizada por um elevado teor de conformacdes ordenadas (64-
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67%) e um pequeno conteudo de regides a-helicoidas curtas (até 5%) devido a predominancia
de gliadinas ricas em enxofre (a- e y-gliadina).®

Ao se analisar a estrutura secundéaria das fracbes da gliadina, estudos indicam que as
gliadinas ricas em enxofre (a- e y-gliadina) e as pobres em enxofre (w-gliadina) apresentam
diferentes estruturas secundarias com diferentes graus de estabilizacdo por ligacéo dissulfeto,
ligacdes de hidrogénio ndo covalentes e interacdes hidrofdbicas.®

Além disso, os estudos de FTIR mostraram que a estrutura secundaria da a- e y-
gliadina compreende voltas reversas nos dominios repetitivos e a-hélices nos dominios nédo
repetitivos, dando a esta proteina uma estrutura molecular compacta. A w-gliadina também
contém voltas reversas, mas contém baixos niveis de a-hélice e folhas-f (regides com cadeias
B-pregueadas estendidas).?" ** % ® Estes resultados corroboram com os encontrados a partir da
técnica de Dicroismo Circular.

Posteriormente, Tatham® et. al. mostrou que, embora as a-gliadina tenham uma
estrutura compacta e menos regular, a y-gliadina tem a tendéncia de formar uma estrutura
terciaria “espiral-estendida”. Ja a Shewry® et. al. mostrou que a w-gliadina presumivelmente
adota uma conformagio de “bobina” rigida ao invés de uma estrutura compacta.”

Nesta dissertacdo busca-se verificar se ocorrera alteraces na conformacéo da gliadina
(composta por uma mistura contendo todas as fracdes da mesma) nos solventes e pHs

utilizados.
2.3. DOENCA CELIACA

Apesar das propriedades fisicas e quimicas interessantes do glaten, em individuos
propensos, 0 mesmo pode vir a desencadear uma toxicidade conhecida como doenca celiaca
(DC). Esta doenca € uma resposta imunoldgica descontrolada causada por fragbes do gluten,
tendo prevaléncia entre 0,3 e 1% da populacdo caucasiana.**

Uma alta prevaléncia também ocorre no Norte Africano e populagdes do Oriente
Médio. Esta em grande parte confinada a noroeste do subcontinente indiano, sendo raramente
relatada em povos africanos negros. Também ocorre com uma incidéncia maior em mulheres,
possivelmente relacionada com a probabilidade de deteccdo, como resultado da deficiéncia de
ferro ou associadas a autoimunidade. Esta doenca pode-se apresentar em qualquer idade apds
0 desmame. Apesar de comumente diagnosticada na infancia, pode permanecer “latente” por
periodos de tempo consideraveis. Aproximadamente de 10 a 15% de parentes de primeiro

grau sao afetados.®’
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A patologia desta doenca € caracterizada por inflamacéo, atrofia das vilosidades do
intestino (Figura 15) e hiperplasia das criptas no intestino delgado. E frequentemente
assintomatica, mas 0s pacientes sem sintomas podem notar um aumento do bem estar em
tratamento. A apresentacdo classica na infancia é uma diarréia profusa e retardo no
crescimento apds o desmame, mas as caracteristicas sutis podem ocorrer em criangas mais
velhas, como velocidade de crescimento reduzida ou prejuizo no desempenho escolar. A
diarréia pode ser devida a ma absorcéo de gordura. No entanto, os sintomas gastrointestinais
podem ser minimos, sendo confundido com sindrome no intestino. Também pode ocorrer
perda de peso, porém a obesidade ndo exclui o diagndstico. Outros sintomas incluem fadiga,

depressédo, anemia e distensdo abdominal.*3 ©7 %%

Figura 15. Diferentes graus de imagens do intestino delgado de pacientes com doenca
celiaca: a e b) vilosidades normais; ¢ e d) atrofia leve/moderada das vilosidades; e e f)

vilosidades totalmente atrofiadas.®®

Para pacientes com a DC, até o momento, a Gnica maneira de reverter o dano ao
intestino e demais sintomas citados acima é a remocdo do gluten da dieta. Gracas a este fato,
uma ampla gama de produtos sem glaten esta disponivel em supermercados.®’

Atualmente acredita-se que uma das fracbes da gliadina (a a-gliadina) é o fator
predominante pela toxicidade do gluten. Esta proteina € resistente a digestdo completa dos
aminoacidos pelas proteases gastricas e intestinais devido a abundéncia e localizacdo de

residuos de prolina em sua cadeia polipeptidica. Fragmentos peptidicos especificos da a-
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gliadina tem sido identificados como possiveis desencadeadores da resposta ao gliten aos
pacientes com DC.'* 42

No entanto, a base estrutural para a toxicidade da gliadina em pacientes celiacos ndo é
totalmente clara, nem a base molecular da toxicidade é compreendida, devido a estrutura
complexa desta proteina.*® Sendo assim, estudos relacionados com esta proteina sé trardo
beneficios ao conhecimento cientifico possibilitando assim, o desenvolvimento de métodos de
deteccdo da DC.

2.4. O ESTUDO HIDRODINAMICO DE PROTEINAS

Como sdo retratadas de forma estatica pode-se imaginar que as proteinas sdo estruturas
rigidas e fixas. No entanto, as mesmas sdo moléculas flexiveis e com oscila¢des rapidas, cujas
mobilidades estruturais sdo significativas do ponto de vista funcional.® Modestas alteraces no
ambiente da proteina, tais como pH, forca idnica, solvente, pureza e etc. podem trazer
mudancas estruturais capazes de afetar sua funcdo.” ™ Portanto, estas alteracdes no ambiente
fazem com que ocorra a perda da conformacao original (nativa) causada pela modificacdo da
estrutura terciaria ou quebra das ligacdes ndo covalentes da estrutura quaternaria.®

Sabe-se que a cadeia polipeptidica das proteinas globulares é enovelada apresentando
uma forma compacta e esta conformacdo é importante para a funcdo bioldgica exercida por
elas. Ao ser exposta a pHs extremos, variagdo no solvente, entre outros a proteina tende a
desenovelar e este processo pode ocorrer em varias etapas, com a formacdo de um ou mais
estados intermediarios.” O diagrama abaixo representa um modelo para 0s processos de

desenovelamento de uma proteina (Figura 16).

@ L A

-

Agregada

-« -

Desenovelada Parcialmente enovelada Estado nativo
Figura 16. Diagrama dos processos que podem ocorrer em uma proteina quando em solucéo:
estado nativo (conformacdo original), parcialmente enovelada, agregada e desenovelada.™
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Cabe ressaltar que o equilibrio deve sempre estar deslocado em dire¢do ao estado
nativo evitando assim a formacédo de estruturas ndo funcionais.”” Caso ocorra a desnaturacdo
da proteina, o esqueleto covalente permanece intacto, mas a cadeia polipeptidica desdobra-se
ao acaso em conformacdes irregulares e variaveis. Este estado € estabilizado por quatro tipos
de interagéo: ligacdo de hidrogénio entre as cadeias laterais ou grupos R, atracdo ionica entre
0s grupos R com cargas elétricas opostas, interagdes hidrofébicas e/ou interacfes covalentes.
Os estados conformacionais existentes neste momento apresentam maior mobilidade interna
da cadeia conferindo uma fragil estabilidade a conformacéo nativa (que é caracterizada por
uma estrutura altamente organizada).”” Os diferentes estados de energia apresentados pelas

diferentes conformagdes € mostrado na Figura 17.

Regido A AL 2 G52~ Regido B
\ _ = Desenovelada <N AP S
oo

Enovelamento U%
intermediario
Etados
parcialmente
enovelados

Estado Nativo

®» =@ =~ ®5m

.......

I

Fibras de amiléide

“Contatos intramoleculares ~ Contatos intermoleculares
Figura 17. Diagrama de energia-entropia para o dobramento de proteinas e agregacdo. A
largura do diagrama representa a entropia, € a profundidade, a energia. A proteina néo
dobrada progride desde um estado desordenado de alta entropia (azul) para um Unico estado
de conformacédo nativa com baixa entropia (verde) e energia. Regido A: descreve a busca
conformacional de uma Unica cadeia polipeptidica de um mon6émero funcional. Regido B:
associacdo intermoleculares de proteina (agregacdo) aumentam drasticamente o tamanho do

funil.”

Neste modelo, chamado funil de dobramento (Figura 17) a energia e entropia estéo

relacionadas.”” Um polipeptideo desenovelado apresenta muitas possibilidades de

36



conformacdo (alta entropia). Com o enovelamento em um nUmero cada vez menor de
conformagdes possiveis, a sua entropia e sua energia livre diminuem. O diagrama de energia-
entropia ndo € um vale suave, mas uma paisagem acidentada. Pequenos buracos ou elevacao
representam conformacdes que sdo temporariamente aprisionados até que, por ativacao
térmica aleatoria, consiga sobrepor a barreira de energia livre e possam progredir para uma
conformagdo de menor energia.® >

O conhecimento do processo de dobramento das proteinas, das formas na qual a
mesma € estabilizada e das dimensdes em diferentes ambientes € essencial para obter uma

compreensao completa da conformacao e o seu papel no enovelamento da mesma.”™
2.5. ESPALHAMENTO DE LUZ (LS)

A técnica de Espalhamento de Luz é considerada um método ndo destrutivo para o
estudo de fluidos complexos, ou seja, solucdes de polimeros, suspensdes coloidais, sistemas
micelares e nanoparticulas de uma forma geral. A partir desta técnica é possivel dimensionar
particulas com tamanhos entre 2 nm e 500 nm."™ "

A mesma consiste na interacdo da radiacdo com particulas suspensas em um meio
através da qual a radiacdo é transmitida. Ao incidir na particula, parte da radiacdo é espalhada
e a intensidade do espalhamento depende, basicamente, do tamanho da particula, da forma,
das interacdes entre a particula e 0 meio e da diferenca entre os indices de refracdo das
particulas e 0 meio.” Medidas de espalhamento de luz sdo, portanto, de grande valor na
determinacdo de tamanho, forma, interacfes de particulas, e uma de suas mais importantes
aplicacbes encontra-se no estudo de substadncias macromoleculares em solugdo ou
suspensao.™

Nesta técnica um feixe de laser incide na amostra e a intensidade da luz espalhada é
detectada em uma fotomultiplicadora. Caso a dimensdo das particulas seja menor que o

comprimento de luz incidente o espalhamento recebe o nome de espalhamento de Rayleigh. A
diferenca vetorial entre a radiacdo incidente na fotomultiplicadora E e a radiacédo espalhada

k_e) é chamado de vetor de espalhamento ¢ sendo definido a partir da equagdo 1,

Onde 7, representa a viscosidade, 4, 0 comprimento de onda e 6 o angulo existente

entre k, e k,.
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O vetor de espalhamento g é importante, pois permite a observacao de particulas com
maior ou menor nitidez, dependendo de sua magnitude. O mesmo € inversamente
proporcional ao tamanho da particula, ou seja, quanto maior o seu valor, maior sera a

resolucdo da particula observada.™ "
2.5.1. Espalhamento de Luz Dinéamico (DLS)

O espalhamento de luz dindmico (DLS) é um método experimental que utiliza a
intensidade da luz dispersa a partir de uma amostra em solucdo para caracterizar o tamanho,
forma e as interagdes das particulas em solucdo.” Nesta técnica as flutuacdes de intensidade

da luz dispersa sdo dadas por,

92(v) = limp_e, [2 [ 1Ot + T)dt| 8)

Onde I(t) representa intensidades de espalhamentos de luz nos tempostet+teté
chamado “delay time” ou tempo de atraso. O fator “2” indica uma funcdo de correlacdo de
segunda ordem.” Em muitos casos de interesse pratico a funcdo de autocorrelacdo pode

também ser expressa em termos de campo elétrico de acordo com a relacdo de Sierget:® ®

92(1) = B + Blg1(D)]? 9)

Onde B é um fator que depende da geometria experimental e B se refere como linha de
base.

Para amostras polidispersas, como proteinas complexas, a funcdo é de primeira ordem
sendo representada por uma soma ou uma integral sobre a distribuicdo das taxas de

decaimento.®°

9:() = [ G(I) exp( —I'T)dl (10)

Onde I'(z™1) é a frequéncia de relaxacdo do movimento dindmico da particula em

observacdo e G (I') é normalizada de forma que,

) Gdr =1 (11)

A partir das flutuacbes da intensidade da luz dispersa obtém-se o coeficiente de

difusdo das macromoléculas.”
(12)
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r

D=q2

O raio hidrodindmico é derivado do coeficiente de difusdo a partir da equacdo de

Stokes-Einstein,”™

_ ksT (13)
R, =
6mnD

Onde kg, T e n séo a constante de Boltzmann, a temperatura absoluta e a viscosidade
do solvente, respectivamente.

O indice de polidispersdo (PD. I) descreve a distribuicdo de tamanho da particula. Este
parametro é usado na andlise de cumulantes usados nas medidas de DLS. E determinado
relacionando a taxa de relaxacdo média (I') com a variancia de distribuicdo (u,),*

PD.I = &% (14)

2.6. POTENCIAL ZETA (P2Z)

Em uma particula em suspensdo, o desenvolvimento de uma carga na superficie afeta a
distribuicdo de ions na regido interfacial circundante, o que resulta em um aumento na
concentracdo de ions de carga oposta proxima a superficie. Assim, uma dupla camada elétrica
existe ao redor de cada particula. Na camada interna, chamada de camada de Stern, os ions
estdo fortemente ligados, diferente do que ocorre na camada externa, difusa.® ®

Dentro da camada difusa ha um limite teérico dentro do qual os ions e as particulas
formam uma unidade estavel. Ao se aplicar um campo elétrico no liquido, as particulas
entrardo em movimento em direcdo ao pélo positivo ou negativo do campo aplicado (a
direcdo escolhida é uma indicacdo do sinal da carga que transportam). Os ions que estiverem
dentro deste limite teérico movem-se. Este limite é chamado plano de escorregamento.

O Potencial Zeta (PZ) é o potencial que existe neste plano de cisalhamento (Figura
18)_84, 85
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Figura 18. Representacdo da distribuicdo de ions de uma particula esférica carregada

negativamente dispersa em um liquido.®

Em microeletroforese, técnica utilizada nesta dissertacdo, o potencial zeta é

determinado a partir da mobilidade eletroforética de acordo com a equacédo de Henry:®

e = {15 (ka) (15)

A mobilidade eletroforética (u.) representa a mobilidade que particulas carregadas em
um liquido apresentam frente a um campo elétrico aplicado.?” O potencial zeta ({) é dado a
partir da relacdo entre a mobilidade, a constante dielétrica (¢) do meio, a viscosidade () e a
funcdo de Henry (f (ka)).*

Para solucdes aquosas, concentracdes de eletrolitos moderada e liquidos altamente
polares utiliza-se a aproximacao de Smoluchoski, neste caso f(ka) é igual a 1,5.%

O potencial zeta indica a estabilidade do sistema. Se o potencial apresentar um valor
maior que 30 mV ou menor do que -30 mV a tendéncia das particulas dispersas é de
repelirem-se mutuamente ndo ocorrendo agregacgdo, sendo assim, o sistema sera estavel. No
entanto, se o valor do potencial zeta ficar entre -30 mV e 30 mV ndo existem forgas para

evitar a agregacao e o sistema apresentar-se-a instavel.*
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2.7. ESPECTROSCOPIA NO INFRAVERMELHO POR TRANSFORMADA DE
FOURIER (FTIR-ATR)

A espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier (FTIR) € uma das
mais antigas e bem estabelecidas técnicas experimentais que pode ser utilizada para monitorar
a estrutura secundéria de proteinas. Nos Ultimos anos esta técnica vem sendo utilizada para
estudar a conformacdo de proteinas de véarios alimentos sob a influéncia de véarios fatores
ambientais, podendo ser aplicada em amostras no estado liquido, semissolido e sélido.® %

A espectroscopia FTIR é uma medida do comprimento de onda e intensidade da
absorcédo de radiacdo infravermelha de uma amostra.”? O espectrofotdmetro de transformada
de Fourier apresenta trés componentes basicos (Figura 19): fonte (de radiagdo), interferémetro
(composto de um divisor de feixe, um espelho fixo e um movel) e detector.

Espelho

fixo
I

Divisor de feixe
“Beam-splitter”

Detector = =

Amostra

Fonte

Interferograma Espectro

Figura 19. Esquema ilustrativo para o interferdbmetro de Michelson e do espectro resultante

da aplicacdo da transformada de Fourier.®

O interferdmetro de Michelson é composto basicamente por dois espelhos (um fixo e
um movel) e um divisor de feixe (conhecido como beam-splitter). Este divisor de feixe
transmite 50% da radiacéo incidente da fonte para o espelho modvel e reflete os outros 50%
para o espelho fixo. Ja os espelhos refletem os dois feixes para o divisor, onde se
recombinam. Se os dois espelhos encontram-se equidistantes do divisor, as amplitudes

combinam-se construtivamente. Se o espelho movel mover-se a uma distancia de A/4 do
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divisor, as amplitudes combinam-se destrutivamente. Para a radiacdo no infravermelho
(policromética), a soma de todas as interacBes construtivas e destrutivas para cada
componente resulta num sinal complexo denominado interferograma. Apds a aquisi¢do do
interferograma, aplica-se a transformada de Fourier. A mesma converte os dados obtidos no
interferdmetro em um espectro que relaciona a intensidade versus numero de onda
(frequéncia).”
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3. OBJETIVOS

3.1. OBJETIVOS GERAIS
Estudar a conformacéo da gliadina em solucdo com o emprego de diferentes solventes
por meior de andlise de Espalhamento de Luz Dinamico acompanhado por estudos de

Potencial Zeta e Espectroscopia no Infravermelho por Transformada de Fourier.
3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

v’ Determinar o indice de polidispersdéo (PD. 1), a difusividade e o diametro
hidrodinamico (Dy,) da gliadina por espalhamento de luz dindmico (DLS) em funcao
do pH e em diferentes solventes;

v Analisar o potencial superficial elétrico por meio do Potencial Zeta (PZ) em funcéo do
pH e do solvente utilizado;

v Analisar a estrutura secundaria da proteina em solucdo e em filme utilizando a técnica

de FTIR levando em consideracéo o solvente e o pH.
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4. METODOS EXPERIMENTAIS DE ANALISE

4.1. MATERIAIS

As amostras de gliadina nativa (composta por suas subfracdes a-, w- e y-) (Sigma
Aldrich®) foram utilizadas sem purificagdo prévia. Os demais reagentes utilizados apresentam

grau analitico.
4.2. METODOS DE ENSAIO

4.2.1. Espalhamento de Luz (LS)

Os experimentos de Espalhamento de Luz foram realizados em um espectrometro
Brookhaven Instruments (gonidmetro BI200M e correlador digital BI9OOOAT) e uma fonte de
luz verticalmente polarizada Coherent He-Ne Laser (A = 632,8 nm).

As amostras a serem analisadas nesta dissertacdo por espalhamento de luz, foram
obtidas pela dissolucdo da gliadina na concentracdo 100 mg.L™ nos solventes H,O
deionizada, dimetilsulféxido (DMSO) e H,O/EtOH 40/60% (v/v). Durante a preparacao as
mesmas foram mantidas sob agitacdo magnética por 36 h (amostras em DMSO) e 24 h
(demais amostras) na temperatura de 50°C e no pH 9,8. O ajuste de pH foi feito com NH,OH.
Apbs dissolucdo, ajustou-se o pH para 6,8 (pH intestinal) e 1,2 (pH gastrico) com HCI 1
mol.L™. Em seguida, as mesmas foram centrifugadas (para remover qualquer componente
indesejavel que contribua para a intensidade de espalhamento, tais como particulas de po e
agregados™) e reservadas para analise.

Em anélises de LS, a amostra preparada antecipadamente, foi colocada dentro de uma
célula de vidro a qual é inserida em uma cuba de espalhamento que contém decalina (ng =
1,469), um solvente corretor do indice de refracdo (similar ao do vidro). Desta foram
amenizadas as reflexdes provenientes das paredes onde se encontra a amostra. Um feixe de
laser He-Ne, incide na amostra sendo que a intensidade da luz espalhada é detectada em uma
fotomultiplicadora.” As medidas de espalhamento de luz foram feitas em duplicata a

temperatura ambiente.
4.2.1.1. Espalhamento de luz dinamico (DLS)

Neste trabalho obtiveram-se as funcdes de correlagdo temporal em um modo chamado
multi-t, usando-se 224 canais e as mesmas foram analisadas a partir do método dos

cumulantes, do programa CONTIN, os quais foram disponibilizados pelo fabricante do
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equipamento (software Bookhaven Instruments) e por meio da transformada inversa de
Laplace fornecida pelo software Gendist (REPES). Todas as medidas de Espalhamento de
Luz Dinamico foram feitas em duplicata a temperatura de 24°C com um angulo de
espalhamento de 90°. O indice de refracdo das particulas utilizado foi o indice de refracdo de

a-gliadina encontrada na literatura no valor de 1,623.%

4.2.2. Potencial zeta (PZ2)

Para as medidas de PZ o biopolimero em estudo (gliadina) foi preparado na
concentracdo 100 mg.L™ nos solventes H,O deionizada, dimetilsulféxido (DMSO) e
H,O/EtOH 40/60% (v/v), obedecendo a metodologia apresentada no item 4.2.1.

A fim de se determinar o PZ das amostras, o equipamento utilizado foi Brookhaven
Instrument’s ZetaPlus e o software Brookhaven ZetaPALS. O método PALS é uma técnica
mais sensivel utilizada para mobilidades eletroforéticas baixas presentes em meios com baixa
constante dielétrica, alta viscosidade, alta condutividade ou quando a particula esta proxima
do seu ponto isoelétrico.®

O equipamento utiliza células descartaveis e eletrodo de Palddio com suporte em
acrilico. A técnica empregada — Electrophoretic light scattering (ELS) — é baseada em um
feixe de referéncia Optico (modulado) e um sistema de eletrodo “mergulhado” (dip-in). O
mesmo utiliza um laser de comprimento de onda 660 nm com poténcia de 35 mW. Todas as
medicdes foram realizadas em triplicata, na temperatura de 24°C. Os potenciais zeta foram
calculados automaticamente a partir da mobilidade eletroforética de acordo com a equacéo de

Henry e a aproximacéo de Smoluchowski.

4.2.3. Espectroscopia no Infravermelho por Transformada de Fourier (FTIR - ATR)

Nesta dissertacdo os dados de infravermelho foram analisados a partir de uma célula
de reflexdo atenuada total (Attenuated Total Reflection — ATR). Esta técnica tem se mostrado
atil para estudar a estrutura secundaria e outras propriedades das proteinas em uma variedade
de ambientes.*

A ATR consiste em colocar a amostra sobre um cristal éptico denso com indice de
refracdo elevado (diamante, zinco ou germanio). A reflexdo total interna de um feixe
infravermelho ao incidir na superficie do cristal, a um angulo abaixo do angulo de incidéncia
critico ird produzir uma onda que se dissipara no limite entre o cristal dptico e a amostra. A
radiacdo refletida penetra através do cristal, sendo absorvida pela amostra (Figura 20). Nas

regides onde a amostra absorve energia, a onda dissipada sera alterada, o que sera detectado.*
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Figura 20: Representacdo de uma célula de reflexao atenuada total.*

Em polimeros os dados espectrais de infravermelho sdo geralmente interpretados em
termos das vibragcdes de uma unidade de repeticdo estrutural. J& para proteinas e polipeptidios
as unidades de repeticdo ddo origens a nove bandas de absorcdo caracteristicas de
infravermelho, conhecidas como amida A, B, e | — VII.*

Dentre estas bandas, as bandas amidas | e Il sdo as duas mais relevantes bandas
vibracionais do esqueleto da proteina.”> A maioria das informacdes de FTIR sobre as
estruturas secundarias das proteinas (a-hélice, folhas-f, voltas reversas e randdémicas) €
normalmente obtida a partir da anélise da amida | que ocorre na regido de 1700-1600 cm™.
Esta banda é devida principalmente ao estiramento da ligacdo C = O da ligacdo peptidica
(cerca de 80%) e € sensivel as diferentes conformacdes das estruturas secundarias das
proteinas.® %%

Alta sensibilidade e pequenas variacdes na geometria molecular e padréo das ligagdes
de hidrogénio, fazem com que a banda de amida | seja Util para a analise da composicao
estrutural secundaria de proteinas e mudancas conformacionais da mesma. No entanto, a
banda de amida | apresenta grande sobreposicdo de bandas subjacentes as quais estdo em
estreita proximidade umas com as outras. Assim, métodos matematicos, como técnicas de
aprimoramento da resolucdo, sdo necessarias para identificar a componente de banda
individual correspondente a estrutura secundaria.” *’

Os métodos de aumento de resolucdo sdo baseados na separacdo dos picos que
compdem a banda de amida I, correlacionando suas areas ou intensidades com as estruturas
secundarias das proteinas.”? No desenvolvimento deste trabalho os componentes e as
composicdes relativas da estrutura secundaria foram estimados quantitativamente por um
algoritmo de ajuste de curvas a partir de uma funcdo Gaussiana. O método de aumento de
resolucdo utilizado é o ajuste do sinal. Este ajuste € um processo de decomposi¢do de um
sinal complexo em seus componentes individuais, através da otimizacdo pelo critério de
nameros quadrados, tendo como parametros de entrada o nimero e posi¢des dos picos, forma

e largura do sinal e uma linha de base.” % %
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Conforme literatura neste método a proporcdo relativa das estruturas secundarias
presentes nas proteinas (a-hélice, folhas-f, voltas reversas e randémicas) € calculada para ser
a area fracionada do pico correspondente, dividido pela soma das areas de todos os picos.”

Nas analises de Espectroscopia no Infravermelho por Transformada de Fourier (FTIR)
as amostras de gliadina na concentracdo 100 g.L™ foram preparadas nos solventes H,O
deionizada, H,O/EtOH 40/60% (v/v) e dimetilsulféxido (DMSQO). O procedimento de
preparacdo obedeceu a metodologia apresentada no item 4.2.1. Apds o ajuste dos pHs as
amostras foram secadas obtendo-se assim filmes em cujo meio os espectros de FTIR foram
medidos. A fim de comparacéo, para as amostras no solvente DMSO também foram feitas
solucBes na concentracdo de 100 mg.L™. O procedimento da solugdo também obedeceu a
metodologia do item 4.2.1. Apds esta etapa, fez-se o0 ajuste do pH e as medidas de FTIR. A
temperatura de analise foi de 24°C. Esta analise foi feita em quadriplicata.

O equipamento utilizado para as analises de FTIR foi o Bruker Modelo Alpha-P de
Médulo de ATR com prisma de diamante. Os espectros foram obtidos com corridas de 24

scans, com resolucdo espectral de 4 cm™.
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5. RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1. ESPALHAMENTO DE LUZ DINAMICO (DLS)

5.1.1. Analise do Indice de Polidispersio da Gliadina em Solucéo

A Figura 21 mostra as fungdes de correlagcdo temporal da gliadina nos solventes H,O
deionizada, DMSO e H,O/EtOH 40/60% v/v no pH 9,8 a 24°C fornecidas a partir do
algoritmo REPES.

= H,O/EtOH 40/60% Viv
104 o a iy "l!mlf'ﬁn% ° HZO
DMSO
0,8 -
< 06-
By
O
O
0,4 -
0,2 -
0,0 -
T T T T T L L D A B
1 2 3 4 5
T (us)

Figura 21. Funcdo de correlagdo temporal obtida para as amostras de gliadina em H,O
deionizada, gliadina em H,O/EtOH 40/60% v/v e gliadina em DMSO no pH 9,8 4 24°C.

Para analisar o indice de polidispersdo de amostras em solucdo o melhor método
conhecido é o dos Cumulantes (software Bookhaven Instruments).*

O indice de polidispersdo (PD. I) é uma medida da largura da distribui¢do da taxa de
decaimento,” estando relacionada com a homogeneizacdo das moléculas em solugdo.'®
Quanto maior o indice, maior a distribuicdo de tamanho e maior serd o decaimento. Uma
diminuicdo na polidispersdo significa uma maior homogeneidade dos tamanhos das moléculas
(PD. I > 0,3 indica a presenca de um sistema polidisperso).'®

A partir da Figura 21 verifica-se que a taxa de decaimento é larga em todos os
solventes, com uma semelhanca para as amostras nos solventes H,O deionizada e H,O/EtOH
40/60% v/v, o que pode estar relacionado aos valores do indice de polidispersdo (PD. 1). E

possivel observar também que para a amostra de gliadina em DMSO tém-se um leve aumento
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no decaimento da curva de correlagio temporal. E sugerido que este aumento esteja
relacionado a uma menor homogeneizac¢do da amostra.
Para confirmar estas afirmacdes a tabela 111 apresenta as médias dos valores de PD. |

obtidos para as amostras nos solventes acima, em pH 1,2; 6,8 € 9,8.

Tabela I11. indice de polidispersio (PD. I) das amostras nos solventes H,O deionizada,
H,O/EtOH 40/60% v/v e DMSO nos pHs 1,2; 6,8 € 9,8

Amostra pH PD. I ERRO
Gliadina em H,0 deionizada 1,2 0,27 0,07
6,8 0,15 0,12
9,8 0,28 0,02
Gliadina em H,O/EtOH 40/60% v/v 1,2 0,24 0,04
6,8 0,19 0,07
9,8 0,26 0,02
Gliadinaem DMSO 1,2 0,37 0,01
6,8 0,37 0,13
9,8 0,40 0,09

Analisando a tabela 11l vé-se que os valores de PD. | encontram-se no limite inferior
do método para uma amostra polidispersa, ou seja, os valores estdo entre 0,2 e 0,4. Além
disso, é possivel observar um comportamento semelhante para as amostras com solvente em
H,O deionizada e H,O/EtOH 40/60% v/v, 0 que esta de acordo com as fungdes de correlacdo
mostradas na Figura 21. Ja para as amostras em DMSO, os valores de PD. | sdo mais altos
(em torno de 0,4). E sugerido que neste solvente a amostra encontra-se em um sistema com
um maior grau de polidispersdo, ou seja, a amostras encontra-se menos homogénea. Este fato
também corrobora com a funcdo de correlagdo mostrada na Figura 21 correspondente ao
DMSO.

A analise da tabela 1ll em funcdo do pH fornece mais uma semelhanca entre os
solventes H,O deionizada e H,O/EtOH 40/60% v/v. Em pH 6,8, nestes dois solventes, ocorre
uma reducdo do PD. I. Este fato pode significar uma maior homogeneidade da solugdo em pH

neutro.
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5.1.2. Analise do Coeficiente de Difusdo Aparente (D) da Gliadina em Solugéo

Medidas do coeficiente de difusdo da proteina nos solventes estudados também foram
realizadas. Os dados destas medidas permitem que seja fornecida uma estimativa do tamanho
das moléculas de proteinas. ** O coeficiente de difusdo ¢ um parametro macroscopico que
reflete os diversos processos moleculares que ocorrem em um liquido. Em uma analise
hidrodindmica, o coeficiente esta relacionado ao tamanho das moléculas que difundem e a
resisténcia que o solvente oferece a difusdo (ou seja, sua viscosidade).'*

Nesta dissertacéo, o coeficiente de difusdo D,, das proteinas foi calculado usando a

equacao de Stokes-Einstein para a difusdo de uma particula esférica através de um liquido:

_ _ksT (16)
6mnRy,

ap

Neste caso, embora as estruturas de proteinas nao sejam esferas perfeitas, elas séo
globulares, sendo assim os valores calculados representam o coeficiente de difusédo de uma
esfera de tamanho equivalente viajando através do solvente.'*

Apesar do coeficiente de difusdo aparente obtido a um determinado angulo de uma
dispersdo ndo ser suficiente para obter uma informagéo correta sobre o tamanho real das
moléculas, ele nos da uma ideia sobre o tamanho das mesmas em um dado solvente. Para se
obter um valor real, deve-se extrapolar os coeficientes de difusdo aparentes obtidos em
diferentes angulos para zero e também extrapolar a concentracdo para zero.'” Nesta
dissertacdo isto ndo foi realizado pois ao usar esta técnica e extrapolar para o angulo zero as
moléculas maiores (agregados) se sobrepuseram sobre as moléculas menores. Estas moléculas
representam a interacdo proteina-proteina (ou seja, 0s agregados) e ndo a interacdo proteina-
solvente. Este fato ocorreu em todos os solventes utilizados. Os angulos baixos sdo afetados
pela presencga de moléculas grandes (neste caso, moléculas agregadas) mesmo que as mesmas
se encontrem em uma pequena quantidade na solucdo. Como sera visto posteriormente, estes
valores podem afetar as medidas. Desta forma, para minimizar este problema um angulo de
90° foi utilizado nas analises realizadas.

A tabela 1V apresenta valores de Dy, obtidos a partir da equagdo 16 sendo que 0 R
utilizado foi obtido a partir do programa CONTIN disponibilizado pelo software Brookhaven

Instruments.
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Tabela IV. Dy, da gliadina nos solventes H,O deionizada, H,O/EtOH 40/60% v/v e DMSO
pHs 1,2; 6,8 e 9,8 (a partir do programa CONTIN (software Bookhaven Instruments)).

Amostra pH Dapp ((10%cm®s™) ERRO
Gliadina em H,0 deionizada 1,2 2,98 0,37
6,8 1,98 0,56
9,8 7,18 0,03
Gliadina em H,O/EtOH 40/60% v/v 1,2 5,57 14
6,8 3,40 0,51
9,8 5,10 0,40
Gliadinaem DMSO 1,2 3,30 0,14
6,8 5,37 1,21
9,8 6,41 0,57

Inicialmente, observa-se nesta tabela, que em todos os solventes a relacdo do
coeficiente de difusdo aparente em pH 9,8 é semelhante. Fato este que corrobora com as
curvas de correlacdo mostradas na Figura 21 para o pH 9,8. Nota-se também, em todos os
solventes, uma modificagéo no D,, & medida que o pH varia. Este fato € uma indicagéo de que
ocorre uma alteracdo na conformacao da gliadina devido a variacdo do pH.

Com base na equacdo 16 sabe-se que 0 Dy, € inversamente proporcional ao Ry. Sabe-
se que o coeficiente de difusdo depende do tamanho do soluto'®, desta forma, a partir da
tabela IV, vé-se, nos solventes H,O deionizada e DMSO, que a medida que o pH aumentou,
ocorreu um aumento nos valores do D,,. Sugere-se desta forma que ocorre uma diminui¢éo
no tamanho da molécula a medida que o meio torna-se mais basico. Ja para a amostra em
H,O/EtOH 40/60% v/v tém-se uma similaridade entre a gliadina em meio &acido e meio
béasico, logo, os tamanhos das moléculas no pH &cido e basico é semelhante e menor do que o

valor encontrado em pH neutro.
5.1.3. Andlise do Diametro Hidrodinamico da Gliadina em Solucéo

A partir do método dos cumulantes obtém-se também o didmetro médio das particulas
em solucdo.'” Na técnica DLS a intensidade de luz dispersa é proporcional a sexta poténcia
do tamanho da particula', sendo assim, mesmo se a concentracdo de agregados for baixa,
devido ao seu grande tamanho, eles podem contribuir significativamente para a intensidade da

luz dispersa.'®
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Nesta dissertacdo foi observado, a partir do método dos cumulantes, que o didmetro
hidrodindmico médio da proteina apresenta um alto valor (em torno de 300 nm) nos trés
solventes analisados, possivelmente devido a sistemas agregados presentes na solucdo. Sendo
assim, este método ndo foi usado para analise de tamanho da gliadina.

Para analisar a distribuicdo de tamanhos da proteina em solucdo utilizou-se o
algoritmico CONTIN (software Brookhaven Instruments). A partir deste método pode-se
obter o diametro hidrodindmico em funcdo do ndmero de particulas presentes em um
determinado volume.® Cabe ressaltar que uma vez que as proteinas sofrem mudancas
significativas no raio hidrodinamico as observacgdes dessas mudancas (e consequentemente no

diametro hidrodinamico) pode ser um bom indicativo do desdobramento da proteina.*®®
5.1.3.1. Estudo do Diametro Hidrodinamico Para a Amostra em H,O

Inicialmente, foi feito o estudo da gliadina utilizando como solvente H,O deionizada.
Estudos afirmam que neste solvente, biomoléculas, em particular as proteinas, enovelam-se e
exibem funcdes bioldgicas.'”

A Figura 22 apresenta as distribuicdes de tamanhos da gliadina usando H,O

deionizada como solvente em pH 1,2; 6,8 € 9,8.
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Figura 22. Distribuicdo do nimero ponderado de particulas de gliadina em H,O deionizada
em funcéo do diametro hidrodinamico em pH 1,2; 6,8 € 9,8 a 24°C.

Observa-se que os dados encontrados nesta etapa estdo de acordo com as dados

obtidos de PD. | a partir do método dos cumulantes, mostrado na tabela Ill. Em outras
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palavras, proteina apresenta uma distribuicdo de tamanho variada, o que acarreta um alto
valor de PD. I.

Estudos afirmam que a biomolécula em solugdo aquosa interage com dois “tipos”
diferentes de H,O: a H,O presente internamente e as moléculas de H,O presentes na
superficie da proteina. As moléculas de H,O internamente ligadas & proteina, parecem ser
extensivamente envolvidas na mesma por ligacbes de hidrogénio. Assim, a H,O atua
mantendo o empacotamento da proteina globular. Ja a H,O presente na superficie € a primeira
camada de H,O que interage com o0s atomos da proteina expostos ao solvente.'*®

Em solucdes essencialmente aquosas e neutras, o estado nativo (N) de uma proteina
tem maior estabilidade, o que é fundamental para preservar sua funcdo.’® Porém, vérios
fatores, tais como, pH e concentracdo do soluto podem afetar este equilibrio nativo (N)
promovendo o surgimento de conformacBes intermediarias tais como parcialmente
enovelados (PE), agregados (A) e desenovelados (D).

Nos sistemas acima (que sdo essencialmente aquosos, porém apresentam variacdo de
pH) possivelmente os estados N, PE, A e D da proteina estdo circundados por moléculas de
H,O, organizadas em camadas de hidratacdo. A quantidade de energia livre envolvida na
hidratacdo é proporcional ao tamanho da camada. A forma D, por exemplo, apresenta uma
grande superficie, logo sua camada de hidratacdo é mais extensa comparada ao estado N
(Figura 23).*®
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Figura 23. llustracdo de moléculas de H,O (esferas azuis) formando uma camada de

hidratacdo ao redor da proteina (estruturas em rosa (residuos hidrofilicos) e cinza (residuos

hidrofébicos)) no estado desenovelado.'*®

No entanto, este estado desenovelado D requer uma quantidade de energia livre de

hidratacdo muito mais elevada que o estado nativo N para ser organizar. Esta energia é
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proveniente das interagdes hidrofobicas entre os grupamentos apolares de aminoécidos. Como
no estado D estes grupamentos estdo expostos ao solvente, a interagdo com a agua ndo
fornece esta energia. O estado N entdo, apesar de ter uma entropia conformacional
desfavoravel (Figura 24), a energia livre € menor e facilmente obtida pela forca hidrofébica
que compele os grupos apolares da proteina a permanecerem unidos, com menor entropia, no

interior da molécula. Portanto, este estado tende a ser o mais estavel.*®

Figura 24. llustracdo de moléculas de H,O (esferas azuis) formando uma camada de
hidratacdo ao redor da proteina (estruturas em rosa (residuos hidrofilicos) e cinza (residuos

hidrofébicos)) no estado enovelado (ilustracdo sugerida para o pH 9,8).'%®

Sabe-se que o pH caracteriza o equilibrio entre fons H" e OH" de uma solucio e sua
mudanca afeta o equilibrio de ionizacdo de grupos acidos e basicos de uma proteina. Assim,
mudancas no pH vao afetar a distribuicdo de cargas de uma proteina e, consequentemente, as
interacdes eletrostaticas entre grupos da proteina, entre a proteina e o solvente e entre as
préprias moléculas do solvente.'® Mudancas no pH irdo protonar e desprotonar cadeias
laterais ionizaveis mudando a solubilidade da proteina em determinados solventes e por
consequéncia ha variacdo na distribuicéo de cargas na proteina.

De acordo com a figura 22, em pH 9,8 observa-se uma menor distribuicdo de tamanho,
diferente do que ocorre nos demais pHs. Acredita-se que no pH 1,2 os grupos carboxilatos (-
COQ)) da gliadina encontram-se protonados e 0s residuos dos grupos amina da glutamina
estdo ionizados. A repulsdo das cargas entre a cadeia lateral com os ions H* induz um parcial
desenovelamento da proteina, ruptura das ligacbes de hidrogénio e um rompimento das
interaces hidrofébicas. Ja em pH 9,8, ocorre a desprotonacdo dos grupos amino (-NHs").
Como este meio contém grupos OH" disponiveis (presentes devido ao aumento do pH) pode

ocorrer uma diminuicdo nas forcas de interacdo repulsivas, o que diminui a formacéo da
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interacdo proteina-proteina e consequente reducdo dos agregados. Desta forma tem-se neste

pH um sistema com uma configuracdo mais estavel.
5.1.3.2. Estudo do Diametro Hidrodinamico Para a Amostra em DMSO

O dimetilsulfoxido (DMSO), segundo solvente no qual a gliadina foi analisada,
desempenha um papel importante na biologia como um agente crioprotetor'® '*° e apresenta
também uma aplicacdo farmacolégica generalizada como um solvente.™*°

Sabe-se que o estado nativo enovelado e a funcdo de muitas proteinas séo
significativamente influenciados pela presenca deste solvente. Acredita-se que 0 DMSO possa
competir e romper muitas interacdes ndo covalentes concorrentes, como por exemplo, ligacdo
de hidrogénio, forcas de van der waals e etc., que estabilizam a estrutura da proteina."* Além
disso, estudos mostram que estas ligacfes ndo covalentes, tais como ligagdes de hidrogénio,
ligacGes ibnicas e interacdes hidrofdbicas sdo importantes para a agregacdo da gliadina e
implicam na estrutura e propriedade fisica da farinha de trigo.*

Com o objetivo de analisar o tamanho da proteina e a presenca de agregados neste

solvente tém-se a Figura 25 abaixo.
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Figura 25. Distribuicdo do nimero ponderado de particulas de gliadina em DMSO em fungéo
do didmetro hidrodindmico nos pHs 1,2; 6,8 € 9,8 a 24°C.

Novamente observa-se um alto valor de PD. | confirmando o que foi visto na tabela
I1l. Com base nesta figura pode-se supor que para a gliadina em DMSO ha um aumento na

distribuicdo de tamanho (principalmente em pH 1,2), causado pela ruptura das ligacfes nédo
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covalentes intermoleculares ocasionando uma maior interacdo proteina-proteina. Estes
eventos acarretaram a agregacdo da gliadina, que é verificada nesta figura a partir dos altos
valores de diametro hidrodindmico obtidos pela técnica. No entanto, a representacdo numeérica
destes agregados € pouca quando comparada ao numero ponderado de moléculas presentes na
solucéo.

Outra observacdo importante para este sistema é que diferentemente das amostras em
agua, os agregados (a distribuicdo de tamanho de maior tamanho) ndo contribuem
significativamente para o sistema (em relacdo ao nimero de moléculas), devido a variacdo do
pH. Acredita-se que neste solvente a amostra é polidispersa apresentando uma conformacéo
variada. Um sistema com carater heterogéneo na concentracdo deste estudo ja foi observada
na proteina lisozima.'*?

Sabe-se que a conformacédo da proteina neste solvente é dependente da concentracéo
de DMSO presente. De acordo com a literatura, em concentragdes de 10 a 70%, o DMSO
pode influenciar as propriedades das proteinas de varias maneiras. O mesmo pode atuar como
um estabilizador bem como um agente desnaturante."® A propriedade desnaturante poderia ser
atribuida ao fato do DMSO conter um forte aceitador de ligacdo de hidrogénio (S=0) que
rompe as ligacGes de hidrogénio intramoleculares dos grupos peptidicos N-H (os grupos S=O
sdo aceitadores de H mais fortes que os grupos C=0). Ja os dois grupos CH3;- do DMSO
presumivelmente interagem com os residuos hidrofébicos da proteina.™*

Para a lisozima, nesta faixa de concentracdo, a estrutura nativa da proteina mantém os
aminoacidos com residuos hidrofobicos profundamente enterrados dentro do nicleo da
molécula. Desta forma pode-se dizer que a proteina estd enovelada nesta concentracdo. Na
faixa entre 70 e 90% de DMSO, rompe-se a estrutura tercidria e os residuos hidrofébicos
ficam expostos, ocorrendo assim o desenovelamento da proteina. De 90 a 100% de DMSO, a
proteina minimiza a area de contato entre o solvente e muitos dos residuos hidrofébicos no
nacleo da proteina que agora ficam expostos, e 0s que estavam expostos ficam agora
aprisionados no nucleo. Este regime recebeu o nome de estado conformacional da proteina
colapsada parcialmente.*?

Para a gliadina, as medidas de DLS dadas a partir do programa CONTIN (software
Brookhaven Instruments), mostraram a presenca de um sistema polidisperso (Figura 25) com
a presenca de estruturas compactas com tamanhos de 66 nm (para amostras em pH 1,2) e 34
nm (para amostras em pH 9,8). Duas hipdteses de conformacdo podem ser dadas com base

nos dados acima:
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v Primeira hipotese:
A gliadina ndo sofreu o completo desenovelamento estando em um sistema
intermediario, que contém varias conformacoes, entre elas a gliadina nativa (N), desenovelada

(D) e agregada (hipdtese para o pH 9,8) (Figura 26).
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Figura 26. llustracdo de moléculas de DMSO (esferas amarelas) formando camadas de
solvatagdo ao redor da proteina (estruturas em rosa (residuos hidrofilicos) e cinza (residuos
hidrofébicos)) no estado nativo (A), desenovelada (B) e agregada (C).

v' Segunda hipdtese:

Semelhante ao observado na lisozima, a gliadina estd em um regime conformacional
chamado de parcialmente colapsado onde os residuos hidrofobicos que estavam aprisionados
na estrutura nativa agora ficam expostos, aprisionando os demais residuos em um
enovelamento inverso. Acompanhado desta estrutura teriamos ainda regiées em que a gliadina
estaria desenovelada (devido a presenca do forte aceitador de ligacdo de hidrogénio (S=0) e

ainda teriamos regides com agregados (devido a interagdo proteina-proteina) (Figura 27).
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Figura 27. llustracdo de moléculas de DMSO (esferas amarelas) formando camadas de
solvatagdo ao redor da proteina (estruturas em rosa (residuos hidrofilicos) e cinza (residuos
hidrofébicos que agora ficaram expostos)) no estado parcialmente colapsado (A),

desenovelada (B) e agregada (C).

5.1.3.3. Estudo do Diametro Hidrodinamico Para a Amostra em H,O/EtOH 40/60%

viv

O ultimo solvente analisado por DLS foi agua/etanol 40/60% v/v. Os &lcoois sdo
conhecidos como desestabilizadores da estrutura nativa de proteinas. Informacgdes sobre as
propriedades de estados ndo nativos de proteinas podem fornecer informagbes sobre os
mecanismos de enovelamento, estabilidade e transporte de proteinas através de membranas.
Além disso, ao contrario do que ocorre com as proteinas no estado nativo, poucos estudos
estruturais e biofisicos foram realizados com as proteinas no estado ndo nativo'®, em especial,
com a gliadina, proteina a que se refere esta dissertacao.

Afirma-se que o etanol produz trés efeitos distintos sobre a estrutura da proteina:
destruicdo da estrutura nativa rigida, indugdo de uma estrutura helicoidal e dissolucdo dos
peptideos ou seus agregados.'> ¢ Estes efeitos nos polipeptideos podem causar a formacéao de
conformac@es ndo nativas nas proteinas. Em proteinas como a ribonuclease A, citrocromo C,
mioglobina e lisozima, foi observado que a adicdo de alcool induziu estados parcialmente
enovelados com elevados contetidos helicoidais.™

No entanto, este efeito & dependente da concentracdo de etanol presente no solvente.
Estudos realizados com a proteina albumina de soro humano mostraram que em uma
concentragdo em torno de 30-50% de etanol, ocorre uma transicdo de folhas-4 ligadas a
hidrogénio intramoleculares para folhas-# ligadas a hidrogénio intermoleculares. Além disso,
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observou-se a redugdo do contetdo helicoidal acompanhado de um aumento na estrutura
folhas-p. Fato também observado com a proteina concanavalina. Em concentracbes de 35-
60% observa-se também um aumento nos agregados formados. Acredita-se entdo que nesta
concentracdo de solvente a amostra apresenta uma instabilidade importante em sua estrutura.
A concentragdes elevadas (80-90% (v/v)) o teor helicoidal novamente é aumentado, sugerindo
uma nova reorganizacdo das moléculas de proteina, acompanhada por um ganho de estrutura
a-hélice.™*

Com o0 objetivo de analisar a didmetro hidrodindmico da gliadina em H,O/EtOH
40/60% v/v tém-se a Figura 28.
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Figura 28. Distribuicdo do numero ponderado de particulas de gliadina em H,O/EtOH
40/60% v/v em funcdo do didametro hidrodindmico nos pHs 1,2; 6,8 e 9,8 a 24°C.

A partir dela, novamente se observa uma distribuicdo de tamanhos de moléculas
dependente do pH analisado. Porém, para este solvente, tal como em DMSO, o numero
ponderado das moléculas maiores sdo insignificantes comparados as moléculas menores
(digam-se insignificantes em relacdo a quantidade de particulas dispersas no solvente, porém
sabe-se que estes agregados influenciam as medidas de DLS).

Outra observacdo importante é que, diferente do que ocorre nos demais solventes, a
menor distribuicdo de tamanho de moléculas é obtido no pH 1,2, ou seja, em um meio
protonado. E possivel se observar que neste pH a proteina encontra-se mais compacta
comparada a amostra no pH 9,8. Logo, acredita-se que alteragdes no pH podem estar
relacionadas a agregacdo e desagregacdo da proteina que ir4 provocar uma mudanga na
conformacao ou estrutura da mesma.

Até 0 momento ndo existe consenso sobre como as moléculas do etanol interagem

com as moléculas de proteina. Sdo propostas algumas hipoteses: a primeira afirma que as
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cavidades hidrofobicas sdo os principais locais de ligacdo e a segunda hipotese é que a
interacdo ocorre entre as cadeias de amino&cidos polares da proteina e 0s grupos hidroxil do
alcool. E possivel que estes dois tipos de ligacdo estejam envolvidos na interacdo proteina-
alcool.'*

Semelhante a anélise feita nos demais solventes, em pH 9,8, nesta amostra tem-se:
H,O, etanol (que é um caotrdpico anfifilico, com um segmento hidrocarbonado hidrofébico (-
CH,-CH>-) junto com um grupo hidrofilico (-OH)) e OH" (usado para ajuste do pH). Caso o
percentual de etanol fosse maior (acima de 70%) e ndo houvesse alteracdo de pH, o solvente
iria misturar-se com a &gua acomodando no solvente os grupos apolares da proteina,
atenuando a forca hidrofébica, desfavorecendo o estado nativo em detrimento ao estado
desnaturado. O caotrépico entdo diminuiria a energia livre do estado desenovelado em relacdo
ao estado nativo de uma proteina (Figura 29), deslocando o equilibrio nativo e desenovelado

no sentido do estado desenovelado.*®

Figura 29. llustracdo de moléculas de H,O/EtOH 40/60% v/v (esferas verdes) formando uma
camada de hidratacdo ao redor da proteina (estruturas em rosa (residuos hidrofilicos) e cinza

(residuos hidrofdbicos)) no estado desenovelado.

No entanto, o percentual de etanol (60%) e a presenca de OH" (devido ao ajuste do
pH), provoca uma instabilidade no sistema, fazendo com que se tenha moléculas nativas,
desenoveladas e agregadas (Figura 30), semelhante com o0 que ocorre com a amostra em
DMSO.
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Figura 30. llustracdo de moléculas de H,O/EtOH 40/60% v/v (esferas verdes) formando uma

camada de hidratacdo ao redor da proteina (estruturas em rosa), no estado nativo (A),

desenovelado (B) e no estado agregado (C), em pH 9,8.
5.1.3.4. Analise dos Diametros Hidrodinamicos Relacionando os solventes

A tabela V apresenta a média dos didmetros hidrodinamicos das moléculas

encontradas em maior quantidade nos trés solventes estudados.

Tabela V. Média dos diametros hidrodinamicos (Dy,) das particulas de gliadina nos solventes

analisados nos pHs 1,2; 6,8 e 9,8.

Amostra Dn-pH 1,2 Erro Dn-pH 6,8 Erro Dn-pH9,8 Erro
H,O deionizada 1650nm  £205nm  257,0nm 73,0 nm 68,0 nm +0,3nm
DMSO 66,0 nm + 3,0 nm 42,0 nm +9,4nm 34,0 nm + 3,1 nm

H,O/EtOH 40/60% v/v 32,0 nm +8,3nm 51,0 nm +7.1nm 34,0 nm +2.6 nm

E possivel concluir que as particulas de gliadina nos solventes H,O deionizada e
DMSO encontram-se mais estaveis em pH basico (em torno de 9,8) apresentando uma
estrutura mais compacta, com uma distribuicdo de tamanho reduzida (comparada aos demais
pHs analisados). Em H,O deionizada, neste pH, a gliadina encontra-se com uma conformacao
mais enovelada. Para a amostra em DMSO, em 9,8, comparada aos demais pHs, também
encontramos uma estrutura mais compacta e enovelada. Conclui-se assim, que para estas
amostras um sistema mais estavel se da em pH 9,8.

Ja as amostras em etanol apresentam uma estrutura instavel e dois comportamentos
parecidos. Em pH 9,8 e 1,2 a amostra encontra-se mais compacta com uma menor

distribuicdo de tamanho em pH 1,2. E sugerido entdo, que a amostra em pH 1,2, encontra-se
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mais enovelada. J& a amostra em pH 9,8 é mais instavel apresentando um teor maior de

agregados e moléculas desenoveladas.
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5.2. POTENCIAL ZETA (PZ2)

Na dispersdo das particulas em um liquido, encontros frequentes entre as particulas
ocorrem devido ao movimento Browniano. A forca entre as particulas é que determinara se
tais encontros resultam em contato permanente ou se particulas permanecem livres. A
estabilidade das particulas dependerd das interacdes atrativas e repulsivas que atuam entre as
elas.'” Logo, a técnica de PZ é frequentemente a chave para entender os processos de
dispersdo e agregacado de proteinas.

De acordo com a literatura, se as particulas apresentam valores de PZ positivos ou
negativos altos, elas se repelem, o que inibe a agregacdo e melhora a estabilidade do sistema.
Se os valores absolutos de PZ sdo baixos, as particulas vdo aglomerar e a disperséo torna-se
instavel. Atualmente admite-se que potenciais zeta de + 30 mV até maiores que + 60 mV séo
necessarios para a plena estabilizacdo eletrostatica. Entre £ 5 mV e £ 15 mV estdo no limite
de agregacdo limitada e entre + 5mV e + 3mV méaxima agrega¢do. Resumindo: a agregacdo
de particulas € menos provavel de ocorrer em particulas carregadas (alto potencial) devido a
repulsdo elétrica."*®

Nesta dissertacdo, com o objetivo de analisar a estabilidade a partir da técnica de PZ,
considerou-se a variagdo do pH das amostra nos solventes H,O deionizada e DMSO. Para o
solvente H,O/EtOH 40/60% v/v as analises de PZ também foram realizadas, porém, dois
motivos impediram que os mesmos ndo fossem apresentados nesta dissertacdo. Primeiramente
os valores medidos em duplicata foram muito diferentes entre si. Uma explicacdo para o fato
deve-se a instabilidade do sistema. Em segundo lugar, o eletrodo utilizado ndo era adequado
para a realizacdo das medidas (o mesmo poderia ser danificado caso as analises continuassem
a ser feitas). Sendo assim, resolveu-se ndo realizar as analises neste solvente. A figura 31

fornece as medidas de PZ encontradas para as amostras em H,O deionizada e DMSO.
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Figura 31. Potencial Zeta como fungédo do pH das amostras de gliadina em H,O deionizada e

em DMSO.

Os resultados indicam que o pH tem um efeito pronunciado sobre o PZ das particulas
nos dois casos analisados. De acordo com a teoria, a carga de superficie do material é
largamente influenciada pela protonagdo ou ionizacgdo.™® Sendo assim, os dados encontram-se
dentro do esperado.

Além disso, as proteinas apresentam um determinado ponto conhecido como ponto
isoelétrico (PI). Neste ponto ocorre um equilibrio entre cargas positivas e negativas o que
ocasiona um PZ nulo.*” Para a gliadina o Pl é estimado em aproximadamente 5,76 em
solucdo aquosa pura.'®*® Vé-se que o ponto isoelétrico é dependente do solvente utilizado.

A amostra em H,O deionizada, em pH 1,2, apresenta PZ com valor de +17,7 mV
enguanto que para a amostra em DMSO, neste mesmo pH, o valor de PZ € de -12,29 mV.
Uma hip6tese pode ser fornecida: para a amostra em agua, em pH 1,2, os grupos carboxilatos
(-COQ") encontram-se protonados e os residuos dos grupos amida estdo ionizados. Como
vimos nos resultados de DLS, teremos um parcial desenovelamento da proteina e
consequentemente o sistema sera instavel nesta condi¢do. Ja para a amostra em DMSO, ¢é
sugerido que os residuos hidrofébicos em &gua, estejam agora expostos, ou seja, que a
proteina tenha uma conformacdo parcialmente colapsada, semelhante ao que ocorre com a
lisozima.

Em aumentarmos o pH, ocorre a desprotona¢do da amostra (nos dois casos). Para a
amostra em agua, com a varia¢do do pH, ocorre uma variacdo decrescente do PZ até que o

mesmo atinja um valor de aproximadamente -26,6 mV. E sugerido que a desprotonacéo da
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amostra em H,O deionizada acarreta uma maior estabilidade da mesma. Acredita-se desta
forma, que quanto maior o PZ (em mddulo) o mais provavel é que a suspensao seja mais
estavel porque as particulas carregadas se repelem e assim superam a tendéncia natural a
agregacdo. Este dado corrobora com os valores encontrados para as medidas de PD. | e
diametro hidrodindmico encontrados nos itens anteriores.

A figura 32 mostra as solucdes de gliadina em H,O deionizada e a alteragéo visual da

mesma dependendo do pH, outro fator comprovador de “leve” estabilidade a pHs basicos.

Figura 32. Solucéo de gliadina em H,O deionizada nos pHs (A) 6,8 onde a proteina tem uma

tendéncia a agregacédo, e (B) 9,8 onde a proteina tende a uma leve estabilidade.

Jé& para a amostra em DMSO, o comportamento é completamente diferente. A amostra
é instavel, com uma distribuicdo de tamanho variada (como mostrado no item 5.1.3.2). Desta
forma o PZ varia de valores positivos a negativos de acordo com a variacdo do pH. Os dados
de DLS corroboram com estes resultados, mostrando a partir da Figura 25 a variada
distribuicdo de tamanho das amostras o que indica as diferentes conformagdes que a proteina

pode adquirir: nativa, desenovelada e os agregados.
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5.3. ESPECTROSCOPIA NO INFRAVERMELHO POR TRANSFORMADA DE
FOURIER (FTIR - ATR)

A partir da Espectroscopia no Infravermelho por Transformada de Fourier (FTIR-
ATR) deseja-se investigar mudancas na conformacdo da gliadina nos solventes e pHs
estudados. As bandas | e Il séo as duas mais proeminentes bandas vibracionais do esqueleto
da proteina. A banda de amida | é a regido espectral mais sensivel aos componentes
estruturais da estrutura secundaria de proteinas e é quase inteiramente devido a deformacéo
axial das ligacGes C=0 (cerca de 80%). A banda de amida Il resulta principalmente das
flexdes N-H (40 a 60% da energia potencial) e da vibragdo C-N (18-40%) mostrando muito
menos sensibilidade conformacional que a banda de amida 1.%

A tabela VI apresenta as varia¢fes na banda de Amida | e as estruturas relacionadas a

ela.

Tabela V1. Bandas na regido do infravermelho caracteristicas das bandas Amida 1.2

Amida I (cm™) Conformac&o
1600-1609 (NH2")
1606-1611 (NH2"
1617-1623 folha-f
1627-1632 folha-p
1636-1643 estrutura ao acaso — random coil
1647-1655 a-hélice
1668-1671 voltas reversas
1692-1693 folha-p

Mudancas da banda de Amida | serdo usadas para monitorar a formacéo das ligacdes
de hidrogénio entre C=0 das liga¢es de amida da proteina e as moléculas do solvente. Sendo
a banda de Amida | a mais confiavel para analise da estrutura, (2 mesma é composta por
varios componentes que se sobrepdem que podem ser atribuidas a diferentes conformacdes da
estrutura secundaria)** ela foi escolhida para anélise.

Estudos anteriores realizados com filmes de gliadina apresentaram caracteristicas
gerais semelhantes ao gliten do trigo e gliadina purificada em seu estado hidratado.® Sendo
assim, acredita-se que apesar da analise de FTIR ter sido realizada em filmes (para as

amostras em H,O deionizada e H,O/EtOH 40/60% v/v) as caracteristicas dos resultados serdo
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semelhantes aos encontrados em solugéo. Acredita-se ainda, que o fato de diferentes tipos de
gliadina terem sido estudados como uma mistura e ndo separadas como na maioria dos
estudos® ® % ndo afetou os resultados. Ja se realizou um estudo com a gliadina na forma de
mistura onde se observou este fato.!* Este estudo sugere que a a, e y-gliadina tem estruturas
primarias semelhantes sendo ricas em a-hélice nos dominios ndo repetitivos. Além disso, seus
dominios repetitivos tem motivos peptidicos muito semelhantes a w-gliadina.™

Conforme descrito no item 4.2.3., a gliadina foi preparada em H,O deionizada,
dimetilsulfoxido (DMSO) e H,O/EtOH 40/60% v/v e o solvente foi secado (amostras em
DMSO em solucdo também foram feitas). Os espectros na regido de Amida | foram
analisados e em seguida foi feito o ajuste de curvas gaussianas com o objetivo de se conhecer

0 teor das varias estruturas secundarias presentes.

5.3.1. Anélise da Estrutura Secundaria da Gliadina em H,O deionizada por FTIR-
ATR

A figura 33 mostra o espectro de infravermelho da gliadina em agua (A) juntamente
com o espectro ap6s o ajuste da curva (B). Ja a figura 34 mostra as areas relativas das bandas

que foram atribuidas aos componentes estruturais.
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Figura 33. Espectro do filme de gliadina em H,O deionizada no pH 9,8: A) Espectro original

na regido da banda de Amida I, B) Espectro apds ajuste da curva (o espectro apos ajuste foi

desenhado a partir da soma das bandas gaussianas fitadas).
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Figure 34. PosicOes e areas relativas das bandas nos espectros de Fourier da gliadina
preparada em H,O nos pHs 1,2; 6,8 e 9,8.

Como pode ser visto na figura 33 (A) a gliadina exibe uma banda de amida | intensa
centrada aproximadamente em 1627-1632 cm™ com uma porcentagem de 20% para as
amostras em pH 9,8 e 6,8. Esta banda sofre um aumento a medida que se reduz o pH,
atingindo o percentual de 36% da estrutura no pH 1,2. De acordo com a literatura a banda em

aproximadamente 1630 cm™ estad relacionada a uma estrutura folhas-g estendida,'
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caracterizada por um aumento na interagdo proteina-proteina. Estudos indicam que esta
estrutura seja formada, pois as ligacGes das moléculas de &agua irdo ocorrer preferencialmente
nos grupos peptideos amida polares, quebrando as ligacGes de hidrogénio internas,
especialmente aquelas envolvendo as cadeias laterais polares, retirando o efeito de distor¢ao
sobre a estrutura secundaria e dando liberdade da proteina se mover. O aumento da
mobilidade das partes hidratadas permitiria rearranjos estruturais com a formacéao de folhas-p.
A competicdo entre as interacOes proteina-proteina e proteina-agua € determinada pela
disponibilidade de parceiros para a ligacdo.'” Sugere-se que o aumento do pH faz com que a
quebra das ligacOes de hidrogénio diminua e novas sejam feitas diminuindo assim a presenca
desta banda.

As absorcdes entre 1600-1611 cm™ séo devido a vibracio das cadeias estendidas NH.
e o teor desta banda aumenta consideravelmente para aproximadamente 20% a medida que se
diminui o pH.

J4 as bandas entre 1617-1623 cm™ séo associadas a redes de folhas-4 intermoleculares
uma vez que ocorrem facilmente sobre a agregacdo de proteinas e polipeptideos.” Estas
bandas tem um teor de 11% no pH 9,8, aumentando para 24% no pH 6,8 e 27% no pH 9,8.
Este fato esta de acordo com o observado nos dados de DLS e PZ onde a amostra com pH 9,8
mostrou-se menos polidispersa (com um teor menor de agregados) e mais estavel. Além
disso, de acordo com alguns autores, as bandas entre 1692-1693 cm™ sdo atribuidas a
estruturas folhas-g antiparalelas, ligadas a hidrogénio intermoleculares pertencentes a
agregados de proteinas,®” porém o teor é fraco (8% nos pHs 1,2 e 6,8 e 10% no pH 9,8). Para a
gliadina, constatou-se que a secagem induz a formacdo de folhas-f ligadas a hidrogénio
intermoleculares.

De 1636-1643 cm™ a conformacdo é randomica, caracterizada por uma estrutura
aleatdria. Seu teor é de 13% no pH 9,8, aumenta para 15% no pH 6,8, diminuindo para 9% no
pH 1,2, 0 que indica que houve um aumento na organizacdo do sistema.

Embora as absorcdes 1647 a 1655 cm™ também possam conter algumas contribuicoes
devido a conformacdo randémica e para a cadeia lateral da glutamina, ela ¢€
convencionalmente atribuida a estrutura a-hélice.*** Em pH 9,8 o teor desta estrutura é 17%,
sofrendo uma reducdo para 13% no pH 6,8 e novamente um aumento para 24% no pH 1,2.
Atualmente sabe-se que esta estrutura esta presente principalmente no dominio C-terminal
enquanto que o dominio repetitivo N-terminal contém voltas reversas repetidas regularmente.
Estudos indicam que os dominios N-terminal da a-gliadina contém predominantemente a

estrutura voltas reversas, com um menor teor de estrutura £, a-hélice e estrutura desordenada.
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Além disso, os peptideos correspondentes ao dominio C-terminal mostrou absorbancias
principais associadas a a-hélice com menor contetido de outros tipos de estrutura.**

As absorcdes em 1668-1671 cm™ foram relacionadas a estruturas voltas reversas cujo
contetdo 6% no pH 9,8, aumentando para 17% no pH 6,8 e 20% no pH 1,2. Este tipo de
estrutura é predita em dominios repetitivos da gliadina, ricos em prolina (30%)° e também no
glaten tendo sido observado a partir da técnica Dicroismo Circular em prolaminas altamente
repetitivas.’** Além disso é sugerido que as gliadinas sdo ricas em residuos de glutamina (30-
50%), sendo assim alguns autores atribuiram esta conformacéo a residuos da cadeia lateral de
glutamina.®

Finalizando, as absorcdes entre 1622 cm™ e 1693 cm™ sdo atribuidas a ligagdes
intermoleculares (folhas-B) e a presenca de agregados de proteinas.® Estes agregados
contribuem com cerca de 35% do sinal no pH 1,2, 32% no pH 6,8 e 20% no pH 9,8.
Novamente observamos um aumento na agregacdo com a diminuicdo do pH. O aumento desta
banda sugere um aumento da estrutura folhas-# ligada a hidrogénios intermoleculares tipicos
de agregados.

O presente estudo da proteina em &gua mostrou que a estrutura secundaria é
caracterizada por um maior teor de folhas-f (36%) em pH acido e um pequeno contetdo de
regides a-hélice (24%) devido a predominancia na mistura das gliadinas ricas em enxofre («,
y-gliadina).* O aumento do pH (até 9,8) resultou em uma diminuicdo no teor das folhas-$

(19%) e das regides de a-hélice (17%). No pH de 9,8 a amostra encontra-se mais estavel.

5.3.2. Andlise da Estrutura Secundaria da Gliadina em Dimetilsulféxido (DMSO)
por FTIR-ATR

O segundo solvente utilizado nas analises de FTIR-ATR é o dimetilsulfoxido
(DMSO0). Como visto no item 4.2.1., para este solvente, as analises foram realizadas em filme
(a fim de comparagdo com as amostras contendo H,O deionizada) e em solucdo. Ao se
analisar a amostra em filme e em solucdo ndo foi detectada diferenca significativa entre os
dois casos, sendo assim, as analises mostradas, referem-se as amostras em solucdo devido ao
fato das demais analises terem sido feitas desta forma.

Estudos™ *# ' indicam que o DMSO atua como agente desnaturante de proteinas.
Sabe-se que a estrutura dobrada nativa e fungdo de proteinas séo significativamente

influenciadas por este solvente. O mesmo é polar e tende a competir e romper muitas
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interacdes ndo covalentes, por exemplo, ligacdo de hidrogénio, e forcas de van der Waals, que
estabilizam a estrutura da proteina.™*

O papel do DMSO sobre a conformacéo da gliadina ndo é bem entedido, sendo assim
a tecnica de FTIR sera uma ferramenta poderosa para detectar estas mudancas.

A figura 35 apresenta o espectro de infravermelho da gliadina em DMSO
acompanhado do espectro com o ajuste da curva. Na figura 36 sdo mostradas as areas

relativas das bandas que foram atribuidas as componentes.
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Figura 35. Espectro do filme de gliadina em DMSO no pH 9,8: A) Espectro original na
regido da banda de Amida I, B) Espectro apds ajuste da curva (o espectro apds ajuste foi

desenhado a partir da soma das bandas gaussianas fitadas).
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Figure 36. PosicOes e areas relativas das bandas nos espectros de Fourier da gliadina
preparada em DMSO nos pHs 1,2; 6,8 e 9,8.

Observando a figura 35 (A) vé-se que a banda de Amida | méxima esta centrada em
aproximadamente 1660 cm™, com o aparecimento de outra banda em aproximadamente 1629
cm™. Acredita-se que estas alteracdes estejam relacionadas & quebra da estrutura secundéria
da proteina. ObservacGes semelhantes foram observadas em outras proteinas, tais como
mioglobina, concanavalina A, a-caseina, f-caseina, lisozima, hemoglobina e lactoglobulina.”
' Sabe-se que a presenca de um forte aceitador de ligacdo de hidrogénio (S = O) no DMSO,
resulta na interrupcdo de todas as ligacGes de hidrogénio intramoleculares e o aparecimento de
uma caracteristica absorcdo de Amida | com grupos C = O livres. Desta forma todos os
peptideos dos grupos N - H fazem ligacdo de hidrogénio com as moléculas do solvente e
todos os peptideos do grupo C = O ndo estdo envolvidos em qualquer ligagdo de hidrogénio.'”

Sabe-se que as bandas com absorcdes em 1600-1609 cm™ e 1606-1611 cm™ referem-
se a cadeias estendidas hidratadas e sdo provenientes das cadeias laterais de glutamina.” E
observado na figura 36 que a absorcdo 1606-1611 cm™ ocorre somente no pH 6,8 e as
absorgbes em 1600-1609 cm™ ocorrem nos pHs 9,8 e 6,8 com um teor de 10 e 4%
respectivamente. Sugere-se que em pH acido as moléculas do solvente estejam interagindo
com as cadeias laterais da proteina o que fazem com que estas bandas desaparecam neste pH.

Em 1617-1623 cm™ nos trés pHs as absorcdes sdo semelhantes entre si, apresentando
um teor de aproximadamente 10% em todos os pHs. E sugerido que bandas dentro desta faixa
sejam atribuidas as folhas-f. No entanto, uma banda em tal posi¢cdo também tem sido
demonstrada estar relacionado a desnaturacdo de proteinas e para refletir ligacbes de

hidrogénio intermoleculares ou agregacdo.'” A partir da figura 36 observa-se uma constancia
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no teor desta banda, o que pode estar relacionada a presencga de agregados em todos os pHs
analisados. Esta teoria esta de acordo com os dados encontrados nas medidas de DLS onde se
observou a presenca de agregados em todos 0s pHSs.

As absorcdes em 1627-1632 cm™ também sdo muito acentuadas, com um teor de 16%
no pH 9,8, 9% no pH 6,8 e 10% no pH 1,2. Ja as bandas em 1682-1693 cm™ diminuem o seu
teor: 5% no pH 9,8, 3,4% no pH 6,8 e 3% no pH 1,2. Estas bandas estdo relacionadas a uma
conformacéo folhas-f e também se relacionam a agregacéo, o que evidencia a dificuldade de
se fazer medidas de DLS e SLS para as amostras neste solvente.

A estrutura randomica é observada nas absorcdes 1636-1643 cm™, apresentam um teor
7% no pH 9,8, aumentando para 10% no pH 6,8 e 11% nos pH 1,2.

Em 1647-1655 cm™ a estrutura caracteristica é a a-hélice com um teor de 11% no pH
9,8, 19% no pH 6,8 e 15% no pH 1,2. Finalizando, em 1668-1673 cm™ a configuragdo
caracteristica € a voltas reversas. Suas absor¢des apresentam um teor de 13% no pH 9,8, 15%
nos pH 6,8 e 1,2.

De maneira geral, pode-se inferir que neste solvente a estrutura da gliadina é afetada
ndo so pelo solvente utilizado, mas também pelo pH da solucdo. Uma banda caracteristica é
visualizada em 1660 cm™, possivelmente devido ao desdobramento da cadeia polipeptidica da
proteina. Acredita-se que o surgimento desta banda é resultado das interacdes entre 0 DMSO

e as cadeias laterais da proteina (fato observado em outras proteinas).'

5.3.3. Andlise da Estrutura Secundaria da Gliadina em H,O/EtOH 40/60% v/v por
FTIR-ATR

Como foi discutido no item 5.2.3.3 os alcoois sdo conhecidos por estabilizar estruturas
secundarias helicoidais, mas desestabilizar a estrutura terciaria de proteinas, ocasionando
assim, a formacédo de estados ndo nativos. Estudos realizados'" * mostraram que este efeito
depende do tipo de alcool usado (a ordem de eficiéncia para desestabilizacdo da estrutura
terciaria e estabilizacdo de estruturas helicoidais de proteinas seria Trifluoretanol (TFE) >
Propanol > Etanol (EtOH) > Metanol (MeOH).**®

As figuras 37 e 38 apresentam o0s espectros de infravermelho da gliadina em
H,O/EtOH 40/60% v/v, 0 ajuste das curvas e também o teor em percentual das areas relativas

das bandas correspondentes.
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Figura 37. Espectro do filme de gliadina em H,O/EtOH 40/60% v/v no pH 9,8: A) Espectro
original na regido da banda de Amida I, B) Espectro ap0s ajuste da curva (0 espectro apos

ajuste foi desenhado a partir da soma das bandas gaussianas fitadas).
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Figura 38. PosicOes e areas relativas das bandas nos espectros de Fourier da gliadina
preparada em H,O/EtOH 40/60% v/v nos pHs 9,8; 6,8 e 1,2.

A partir das figuras 38 vé-se que as absor¢des mais proeminentes encontram-se entre
1636-1643 cm™ (com um teor de 8% no pH 9,8, 16% no pH 6,8 e 18% no pH 1,2). Nesta
faixa (1636-1643 cm™) a estrutura conformacional adotada é a randomica. E possivel se
observar que a medida que se diminui o pH ocorre um aumento desta estrutura desordenada.

Em pH 9,8, é observado também que o teor das conformacdes aleatdrias (na faixa
1636-1643 cm™) e folhas-8 (na faixa 1682-1693 cm™) sdo semelhantes a conformagdo
helicoidal (em torno de 8%). Fato semelhante a este foi observado com a albumina de soro
humano (HSA)."® Nesta proteina, na concentracdo em torno de 60%, as conformacdes o-
hélice, folhas-g, volta reversa e randémica apresentaram uma concentragdo muito parecida.

A mesma observacdo pode ser feita sobre os teores nas demais faixas de absorcao
analisadas no pH 9,8 (1600-1609 cm™, 1606-1611 cm™, 1617-1623 cm™, 1627-1632 cm™ e
1668-1671 cm™) cujos valores estdo em torno de 6%.

Nota-se também na figura 38, que a variacdo do pH ocasiona uma mudanga drastica na
conformagdo da proteina.

Em pH 6,8 ocorre um aumento acentuado na conformacao randémica (16%) na faixa
de absorcdo 1636-1643 cm™ bem como na conformaco folhas-# (18%) na faixa 1682-1693
cm™. Como ja foi dito anteriormente, as bandas préximas das faixas 1622 cm™ e 1693 cm™
podem estar relacionadas a agregacdo da proteina.”® Logo, acredita-se que em pH 6,8, a

amostra encontra-se em um ambiente altamente instavel.
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Para este pH também se observa um aumento no teor da conformacdo a-hélice (em
torno de 11%), assim como o teor de folhas-p nas faixas de absor¢do 1617-1623 cm™ (10%),
1627-1632 cm™ (10%).

Para a amostra no pH 1,2 outra mudanca € observada na conformacdo. Neste pH
ocorre um aumento no teor da conformacdo randdmica, na faixa 1636-1643 cm™,
(aproximadamente 18%), seguida da conformacdo helicoidal na absorcdo 1647-1655 cm™
com um teor de 17%. E sugerido entdo que em pHs acido a amostra esteja em um ambiente
protonado, favorecendo o aparecimento de uma estrutura mais helicoidal.

A conformagcdo folhas-A nas absorcdes 1617-1623 cm™, 1627-1632 cm™ e 1682-1693 -
cm™ apresentam teores de 8%, 6% e 8% respectivamente e apresentam caracteristicas
semelhantes a amostra em pH 9,8.

J& as absorcdes em 1600-1609 cm™ e 1606-1611 cm™ representam as cadeias
hidratadas estendidas e apresentam um teor de 13% e 10% respectivamente.

Em conclusdo, em pH 9,8 as conformacdes a-hélice, folhas-f e volta reversa
apresentam um teor muito proximo (em torno de 8%) mostrando que neste pH a amostra esta
instavel. Em pH 6,8 ocorre um aumento na conformacéo randémica (em torno de 16%) e da
conformacéo folhas-f (18%), o que pode estar relacionado a uma agregacdo da amostra. Ja
em pH &cido (pH 1,2) a predominancia é de uma conformacéo randémica (em torno de 18%)

acompanhada de uma conformacéo helicoidal (em torno de 17%).
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6. DESENVOLVIMENTO DE MATERIAIS E A GLIADINA

Durante as ultimas décadas, a comunidade cientifica tem feito um esforgo concentrado
para elucidar as propriedades das proteinas do gluten de trigo. Como mostrado no capitulo 1,
estas proteinas apresentam propriedades viscoelasticas Unicas (elasticidade e extensibilidade),
necessarias para 0 processo de fabricacdo e preparo de pdes e massas em geral. ** Além
disso, atualmente, existe uma grande tendéncia em se produzir materiais de fontes renovaveis
em substituicdo a materiais fosseis e sintéticos." Desta forma, os atributos Unicos destas
proteinas, permitiram o desenvolvimento de aplicagfes ndo alimentares a elas, tais como em
produtos sintéticos, detergentes, borracha e varios outros produtos poliméricos.™®

O gldten de trigo tem sido amplamente investigado como fonte de proteina ndo s6 por
suas propriedades viscoelasticas, mas também por ser anualmente renovavel e prontamente
disponivel como matéria-prima de baixo custo.™®

A gliadina é uma das proteinas do gluten cuja propriedade estad relacionada a
extensibilidade. Estudos recentes indicam sua aplicabilidade em adesivos, principalmente
devido ao fato dos existentes atualmente no mercado serem baseados em fontes fosseis,
limitadas e ndo renovaveis.!

Porém, para que a gliadina possa ser utilizada como matéria-prima para a fabricacéo
de adesivos, estudos estdo sendo realizados sobre as propriedades da mesma. Sabe-se que no
estado nativo muitas proteinas tem uma estrutura globular e adotam estruturas regulares tais
como a-hélice, folhas-f, randdmica e etc, muitas vezes resultando em estruturas muito
compactas com uma densidade de empacotamento atbmico interno de 75%. Ja os adesivos
devem consistir de cadeias poliméricas relativamente grandes, flexiveis, entrelacadas e
firmemente ligadas a superficie do sélido por adsorcédo.’

Com o objetivo de tornar a proteina adequada para matéria-prima de adesivos, deve-se
desdobra-la. As proteinas geralmente possuem muitos grupos laterais apolares. Ao ser
dissolvidas em um solvente polar a maioria dos grupos apolares ficam escondidos no interior
do glébulo, enquanto a maioria das partes polares ficam em contato com o solvente. Se for
possivel alterar a polaridade do solvente possivelmente estes grupos apolares podem se mover
para fora tornando a proteina menos sensivel a este solvente e com capacidade de se
desenovelar.?

Os fatos acima corroboram com o fato de que 0 primeiro passo ao se preparar uma

materia prima para o uso em adesivos € o conhecimento da conformacdo, escolha do solvente,
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pH, temperatura e possiveis modificagcbes que podem ser realizadas na proteina para que a
mesma possa ter funcionalidade em adesivos.

Sabe-se que apesar do grande avango nos estudos referentes as proteinas do gluten,
importantes lacunas sobre a estrutura nativa e funcionalidade ainda persistem. Sendo assim,
uma melhor compreensdo das relacfes estrutura e funcionalidade das proteinas do gliten
iriam levar & pesquisa para uma aplicacdo mais racional dos processos. Outro objetivo € que
estes estudos tornem estes materiais baratos e biodegradaveis de modo que possam ser
inseridos no mercado competindo com os materiais existentes atualmente.**

De modo geral os desafios futuros envolvem: analisar as reagdes quimicas que
ocorrem na proteina com o objetivo de prepara-la para se transformar em uma matéria — prima
de adesivos, analisar as capacidades mecanicas do mesmo, ou seja, adquirir conhecimento

fisico-quimico, mecénico e de processamento envolvidos no desenvolvimento do mesmo.
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7. CONCLUSOES GERAIS

Neste estudo a avaliagdo estrutural da gliadina nos solventes H,O deionizada,
H,O/EtOH 40/60% v/v e dimetilsulfoxido (DMSO) variando o pH, revelou conformagdes
diferenciadas nos diversos sistemas.

A técnica Espalhamento de Luz Dindmico (DLS) mostrou indices de polidispersdo
variando de 0,2 a 0,3 para as amostras em H,O e H,O/EtOH 40/60% v/v e 0,4 para amostras
em DMSO. Acredita-se desta forma que as amostras em DMSO apresentam uma maior
distribuicdo de tamanhos e uma menor homogeneidade.

A partir de DLS também foi possivel analisar os coeficientes de difusdo nos solventes
e pHs acima. Foi observado, em todas as amostras, variacbes no coeficiente de difusdo a
medida que o pH varia. Este fato € uma indicacdo de alteragdes na conformacao da proteina.
Para as amostras em agua e em DMSO é observado um aumento no Dy, a medida que o pH
aumenta. Sugere-se gque ocorra uma reducdo no tamanho da molécula a medida que o meio
torna-se basico. J& para as amostras em H,O/EtOH 40/60% v/v o comportamento € variavel.
A conformacéo é mais compacta, ou seja, mais enovelada, em pHs 9,8 e 1,2.

Na amostra em H,O deionizada, em pH 9,8, a gliadina apresenta-se mais estavel com
uma menor distribuicdo de tamanho e didmetros hidrodinamicos em torno de 68 nm. Estes
didmetros hidrodinamicos aumentam a medida que se diminui o pH da amostra. Em 9,8, a
desprotonacdo do meio diminui a repulsdo entre as cadeias laterais intramoleculares
diminuindo assim a agregacao. J4 em pH acido o meio protonado aumenta a repulsao entre 0s
grupos da cadeias laterais ocasionando assim o desenovelamento da proteina.

Para a gliadina em DMSO, o sistema é polidisperso com tamanhos que variam de 34
nm (pH 9,8) e 66 nm (pH 1,2). Em meio basico duas hipdteses foram dadas ao sistema: a
amostra apresenta conformacdes variadas (nativa, parcialmente enovelada e agregada) ou,
semelhante ao ocorrido com a proteina lisozima, a gliadina estd em um regime parcialmente
colapsado (causada pela exposicdo de grupos antes hidrofébicos ao solvente), acompanhada
de conformagdes parcialmente enoveladas e agregadas.

Ja em H,O/EtOH 40/60% v/v, o sistema é instavel e possivelmente a concentracdo de
etanol (60%) favoreceu a presenca de agregados e conformacgfes variadas. O didmetro
hidrodindmico variou: 34 nm (pH 9,8), 51 nm (pH 6,8) e 31,7 nm (pH 1,2).

A técnica de PZ forneceu uma ideia da estabilidade do sistema. Foi possivel mostrar

gue a gliadina é mais estavel em H,O deionizada, no pH 9,8. Para a amostra em DMSO, esta
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técnica mostrou a instabilidade do sistema. Os fatos acima corroboram com a técnica de
Espalhamento de Luz Dinadmico.

Finalmente, a estrutura secundaria da gliadina foi analisada por FTIR-ATR. Desta
forma pode-se ter uma ideia mais clara sobre a conformacdo da proteina. A partir desta
técnica as seguintes conclusdes podem ser tiradas:

Em H,O deionizada a conformacdo predominante em pH basico é folhas-f (19%),
apresentando também um teor de a-hélice (17%). A diminui¢do do pH ocasionou um aumento
no teor tanto das folhas-f (36%) como de a-hélice (24%). O teor de folhas-f esta relacionado
a agregacdo, desta forma conclui-se que em pH béasico (9,8) a amostra encontra-se mais
estavel. Fato que corrobora com as demais anélises realizadas.

Em DMSO, ocorreu o surgimento de uma banda em 1660 cm™. Acredita-se que a
mesma seja devido ao desenovelamento da proteina. Porém, em pH basico, o alto teor de
folhas-f (16%) indica também a presenca de agregados ao sistema. Sendo assim, a gliadina
neste pH encontra-se instavel com a presenca de vérias conformacgdes. O teor da estrutura
randdmica aumenta a medida que o pH diminui. Desta forma, a proteina perde uma
quantidade significativa da sua forma globular compacta.

Finalmente, em &gua/etanol 40/60% v/v a proteina ndo tem um comportamento
estavel, semelhante a amostra em DMSO. Em pH baésico, o teor das conformacgdes a-hélice,
folhas-$ e voltas reversas é semelhante e a presenca destes estados em igual propor¢éo pode
ser um indicativo desta instabilidade. Em pH neutro tém-se um aumento na conformacéo
randomica e no teor de folhas-f o que pode estar relacionado ao alto teor de agregados neste
pH. J& em meio acido (pH 1,2) o teor helicoidal sofre um acréscimo (~17%), seguido da
estrutura randémica (~18%).

Considerando os resultados obtidos e os estudos em andamento sobre a gliadina
conclui-se que a mesma apresenta um grande potencial de aplicacdo como biomaterial. Este
fato € justificado, pois além da gliadina ser derivada de um recurso renovavel, a mesma
assume conformacdes variadas e estabilidade nos diferentes solventes e pHs. Desta forma, a
partir da escolha do melhor solvente e meio de trabalho, a mesma torna-se uma matéria prima

interessante em Ciéncias dos Materiais.
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