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Imagem: Modelo para a proteina Z19 (Forato et. al, 2004b)

Embora haja evidéncias de que muitas proteinas se
liguem a acidos graxos, muitas delas nao foram alvos de
estudo sobre sua interacao com tais lipidios. Uma
ferramenta bastante Util para este tipo de estudo é a
espectroscopia por ressonancia magnética nuclear (RMN)
com a utilizacdo de 4cidos graxos enriquecidos em °C no
C-1 para detectar mudancas no ambiente quimico da
carboxila do lipidio ligado a proteina. Este tipo de analise
esta baseada no fato de que o deslocamento quimico, nos
espectros de RMN, é sensivel ao ambiente quimico.
Portanto este parametro € indicativo do tipo e nimero de
sitios presentes na proteina. Se houver mais de um sitio de
interacdo, o espectro de RMN de °C apresentara mais de
um sinal para o C-1 do lipidio em questado. Se o sinal do C-
1 do acido graxo estiver em valores de ppm maiores do
que o obtido para o acido graxo puro (na auséncia de
proteina) é um indicativo de que tal lipidio esté ligado a
proteina via interacado eletrostatica, apresentando, portanto
um sinal desblindado em maior valor de ppm se comparado
acido graxo nao ionizado. No caso de interacbes

hidrofébicas observa-se uma diminuicdo nos valores de
deslocamento quimico do C-1 do acido graxo em questao.
Isto ocorre porque sendo o deslocamento quimico (3)
sensivel ao ambiente quimico, espécies blindadas (por
exemplo, auséncia de polaridade) deverao ter seus valores
de & deslocados para a esquerda num espectro de RMN, ou
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seja, menores valores em ppm.

O estudo de interacoes de proteinas com lipidios
pela RMN de "°C foi empregado com sucesso no estudo
da albumina de soro bovino (BSA) que apresenta varios
sitios de interacdo com &cido oléico (AQO) enriquecido em
99% de "°C no C-1 e a proteinas que se ligam a acidos
graxos intra-celulares (iFABP). No caso da BSA os autores
observaram vaérios sinais para a carboxila em diferentes
concentracdes de proteina/AO, correspondendo a varios
tipos de sitios de ligacao (WANG et al., 2002).

No entanto Cistola et al. (1988) analisaram as
interacdes da “Fatty acid binding protein” de figado de
ratos (L-FABP) com o AO pela RMN de "°C, e, observaram
que o complexo AQ/L-FABP exibiu um Unico pico para o
C-1 do AO em tal complexo. Segundo os autores este
resultado nao implica necessariamente que a L-FABP
tenha somente um sitio de ligacdo para o AO pois a
intensidade do pico cresceu com o aumento da razao
molar AO/FABP. Desta forma tal sinal de ressonancia deve
representar mais do que um sitio de ligacdo para o AO na
L-FABP. Os grupos carboxilicos das moléculas de AO
ligadas em diferentes sitios experimentam ambiente
molecular similar, préximo a superficie da proteina.

Stolowich et al. (1997) analisaram a proteina-2
transportadora de esterol (SPC-2), também conhecida
como proteina nao especifica de transferéncia de lipidio.
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Os autores observaram que ao se adicionar acido
esteérico enriquecido em "*C no C-1 (AE) & proteina em
pH 7,05 (meio aquoso), para se obter uma razao SPC-
2/AE de 2/1, houve o aparecimento de um sinal em 182,7
ppm no espectro de RMN de "°C. A adicdo subseqiiente
de AE para obter uma razdo SPC-2/AE de 1/1, resultou no
aumento da intensidade do sinal observado para a razéao
2/1. Aliquotas adicionais de AE nao levaram a mudancas
no sinal do C-1 do AE.

Um outro exemplo de proteinas que tém
apresentado acidos graxos livres quando isoladas séao
algumas prolaminas de milho e milheto (FORATO et al.
2004a). As prolaminas sdo as proteinas de reserva de
cereais e sao ricas em prolina e glutamina. Dentre as
prolaminas de milho, zeinas, as prolaminas tém sido as
mais estudadas. Elas sdo insolGveis em &gua e sollveis
em solucdes aquosas de etanol a 70%. Devido ao seu
carater altamente hidrofdébico elas vém sendo estudadas
principalmente por terem a propriedade de formar filmes e
apresentarem uso potencial em biomaterias poliméricos
(WANG et al. 2004). Além da habilidade das zeinas em
formar filmes a sua resisténcia a atagues microbianos tem
despertado interesse comercial. As zeinas também tém
sido usadas na preparacao de micro-esferas que permitem
que uma droga seja liberada somente ao alcancar o
intestino, protegendo a droga da acidez do estémago.
Também, recentemente houve um estudo sobre a bio-
compatilidade das zeinas para producao de biomateriais
(engenharia de tecidos in vitro) (DONG et al. 2004).

Os filmes a base de zeinas, no entanto sem
adicdo de plastificantes sao frageis, e portanto muitos
estudos tém sido feitos sobre adicdao destes as zeinas
para aumentar a flexibilidade dos filmes. Alguns autores
tém estudado a adicdo de acidos graxos como oléico,
palmitico e estedrico como plastificantes para zeinas para
aumentar a flexibilidade dos filmes. Compdsitos zeina-
acido graxo também podem ser produzidos com os acidos
oléico e linoléico, que apresentam alta ductilidade e
resisténcia a tracdo. A afinidade das zeinas por
plastificantes como acidos graxos pode ser explicada pela
presenca dessas substancias nas zeinas quando extraidas
diretamente dos graos de milho maduro e nos corpos
protéicos, que sdo as organelas onde as zeinas sao
depositadas (FORATO et al. 2000a). Recentemente,
Forato et al. (2000a) identificaram a presenca de acidos
graxos livres na zeinas , proteinas de reserva de milho, e
corpos protéicos de milho com as técnicas de RMN no
estado sélido e em solucdo. Posteriormente foi entdo
realizado um estudo das interagcées das zeinas com o
4cido oléico (AO) enriquecido em 99% de "°C no C-1 pela
RMN de "C para avaliar os possiveis sitios de ligacdo das
zeinas aos &acidos graxos. Tais resultados foram feitos
com as zeinas constituidas pela mistura das proteinas
Z19 e Z22 (FORATO et al. 2000b).

Os estudos realizados nas aplicacdes de zeinas
como filme tém sido feitos com as zeinas como mistura
de Z19 e Z22. Elas tém massas moleculares relativas (Mr)
de 19 e 22KDa, respectivamente, determinadas pela
SDS/PAGE (eletroforese em gel de poliacrilamida
contendo dodecil-sulfato de sédio do inglés: “sodium
dodecyl sulfate/polyacrilamide gel”).

Neste comunicado serdo apresentados os
resultados da analise da interacado de duas prolaminas
com o AO pela RMN de ®°C. Uma delas é a Z19
(Mr=19KDa) obtida a partir da cultivar de milho BR451 e
a penisetina (P22) (Mr=22KDa) obtida de graos de

milheto, esta dltima é similar a Z22 (Sainani, 1991).

A importancia do estudo da interacao dessas proteinas
com &cidos graxos vem do fato de que além da afinidade
dessas proteinas com lipidios ser importante para se
avaliar se tal proteina pode ser inserida numa familia de
proteinas que se ligam a acidos graxos, a interacado das
zeinas com tais lipidios é fundamental para os estudos de
biofilmes.

As proteinas Z19 e penisetina (P22) foram
extraidas de graos de milho BR451 e milheto
respectivamente. A metodologia é baseada no método de
extracao alcoolica de zeinas encontrado na literatura
(FORATO et al. 2000a; FORATO et al., 2004a). Por este
método inicialmente é feita a extracdo do 6leo dos graos
moidos em sistema soxlet por 24 horas em hexano. Apds
esta extracdo a massa residual é entdo levada a agitacao
em solucédo aquosa de NaCl 0,5 mol/L por 24 horas para
remocdao das albuminas e globulinas que sao sollveis
nesta condicdo. A mistura é centrifugada e o precipitado
entdo é agitado por 24 horas em solucdo aquosa de
etanol a 70% (v/v). As prolaminas, no caso a zeina Z19 e
penisetina ficam dissolvidas na solucao alcodlica. A
solucdo é levada ao rotaevaporador para evaporacéo do
alcool, assim ocorre a precipitacao das prolaminas as
quais sao posteriormente liofilizadas.

As proteinas assim obtidas (Z19 e P22) foram
caracterizadas pela eletroforese em gel contendo dodecil-
sulfato de sédio (SDS/PAGE).

As medidas de interacdo das prolaminas em
questao com o AO foram realizadas no espectrometro de
RMN utilizado foi um Varian, modelo Inova 400, campo
de 9,4 T. Os espectros de "°C , foram obtidos com 20000
transientes com pulso de 11,5 s, desacoplamento Waltz,
tempo de repeticao de 2s, 8096 pontos, tempo de
aquisicao de 1,2s e janela espectral de 25 KHz. Os
espectros foram filtrados com fung¢ao de decaimento
exponencial (lb = 1.5).

Os espectros em solucdo foram realizados em
solucdo de 70% etanol e 30% de D,O. Para se preparar
os complexos proteina/AQ utilizou-se uma concentracao
de 1 mmol/L de Z19 e P22 (apds extracdo dos &cidos
graxos com cloroférmio) em solucédo de etanol (70% v/v)
e D,0 (30% v/v), Tmmol/L de acido oléico enriquecido
com 99% de "C na carboxila (Cambridge Isotopes). Em
seguida essas amostras foram analisadas por RMN de °C.

Inicialmente analisou-se os deslocamentos
quimicos da carboxila do AO misturado com as proteinas
Z19 e P22 nas propor¢cdes AO/proteina 1/1 e 16/1. O
deslocamento quimico destas misturas foi comparado ao
do AO na mesma solucdo sem adicionar proteina.

Para analisar o efeito do pH aparente nas
amostras de proteina/AO (1/1; 1/4 e 1/8), analisou-se
amostras de AO em solucdo de 70% de etanol e 27% de
solucao fosfato de potassio 30 mmol/L e 3% de agua
deuterada. Variou-se o pH aparente na regiao de 5,54 a
7,27 em intervalos 0,25 unidade de pH, para o ajuste do
pH das solucdes de fosfato utilizou-se uma solucao de
acido fosférico 0,1Tmol/L. A variacdo dos deslocamentos
quimicos da carboxila com o pH aparente foi utilizada
para encontrar os pKas aparentes das misturas P22/A0 e
Z19/A0.

Devido a presenca de acidos graxos nas amostras
de Z19 e P22, identificada por RMN em solucéo e estado
sélido (FORATO et al., 2004a), realizou-se um estudo de
interacdo dessas proteinas com &cido oléico enriquecido
em '"°C na carboxila, para avaliar os possiveis sitios de
ligacdo da Z19 e P22 aos acidos graxos.
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Na figura 1 sdo apresentadas as expansodes dos
espectros de '°C, na regido da carboxila, para as
seguintes amostras: AO Tmmol/L em solucdo 70% de
etanol e 30% de dgua deuterada e a mesma solugéo
contendo penisetina e AO nas seguintes razdes molares:
1/1 e 1/16. Os espectros foram adquiridos a 30C. Nestas
condicbes foi possivel observar que sé ha um Unico sinal
para o carbono da carboxila. Nestes experimentos,
(exceto no caso do acido graxo puro), usou-se 1 mmol/L
de penisetina, apds a extracdo dos acidos graxos com
cloroférmio, e variou-se a concentracao do AO. Na figura
1 nota-se que o acido puro apresenta um deslocamento
em 179,8ppm, que decai para 178,8ppm, na razao
P22/A0, 1/1 e cai novamente para 178,4ppm para a
razao P22/A0 1/16. Essa mudanca do deslocamento
quimico para valores mais baixos com o aumento da
concentracdo de acidos graxos, indica que a carboxila
deve estar numa situacao mais blindada, ou seja ndao ha
favorecimento da forma ionizada da carboxila, portanto
podem estar sendo favorecidas interacdes hidrofébicas
das cadeias laterais de aminoacidos apolares com a
cadeia carbonica do AO. Embora nestes experimentos as
larguras de linhas obtidas foram comparaveis aos da BSA,
diferiram destes Ultimos pois resultados com apenas um
Unico sinal para a carboxila, que varia de posicdo com a
concentracdo de AQO, nao foi observado com BSA, onde
os autores obtiveram varios sinais para as diferentes
concentracées AO-Proteina. Um Unico sinal para acido
oléico foi observado para uma proteina de figado da
familia das FABP (CISTOLA et al. 1988).

/ 178,4
C: P22/A0 (1/16)
178,8
B: P22/A0 (1/1)
. i pynan potly
179,7
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deslocamento quimico (ppm)

Figura 1: Espectros de RMN de "°C de misturas de
penisetina e acido oléico marcado na carboxila com 99%
de °C, em uma mistura etanol e agua na razao 7/3.
Espectro B: para a razédo P22/A0 1/1 e espectro C: para
a razdo P22/A0 1/16. Os espectros foram adquiridos a
30C.

O experimento realizado com a P22 de variar a
razdo molar proteina/AO e monitoramento do
deslocamento quimico da carboxila do AO nas diferentes
proporcdes também foi empregado com a Z19. Na figura

sdo apresentados os espectros do acido oléico em
solucdo de 70% de etanol e 30% de dgua deuterada, da
Z19/A0 nas proporcdes 1/1 e 1/16. O que chama a
atencao nestes espectros é a grande diferenca de
deslocamento quimico entre o acido oléico, sem adicao de
Z19 e ap6s a mistura. O AO puro apresenta deslocamento
quimico da carboxila em 179,7ppm, quando foi
adicionada Z19 para dar uma proporg¢ao proteina/AO 1/1,
observou-se o deslocamento quimico da carboxila avancar
para 182,9ppm. Isso é um forte indicativo, que ao
adicionar essa proteina ao AO, este teve o favorecimento
da forma ionizada de sua carboxila, ou seja, deve estar
ocorrendo uma interacao eletrostatica entre a carboxila do
AO com sitios carregados positivamente na proteina. Isto
porque os valores de deslocamento quimico observados
para o AO nesta situacao indicam que ele estad na sua
forma dissociada (carregado negativamente) e portanto
deve estar associado a um grupo bésico carregado
positivamente, como residuos de arginina.

Essa forte interacdo da Z19 com o acido graxo
também foi observada pela dificuldade em extrair os
acidos graxos desta proteina com cloroférmio. Foram
necessarias 5 trocas de solvente, mesmo assim um sinal
bem pequeno da regido insaturada dos acidos graxos foi
observado no espectro de 'H. Liicke et al. (2001)
expressaram uma proteina da familia das “heart-type fatty
acid-binding protein” (H-FABP) e analisaram com a RMN
bidimensional. Esses autores observaram que nao houve a
remocdo completa dos lipidios de tal proteina, mesmo
usando o sistema “LIPIDEX”, eles atribuiram essa
remocao incompleta dos lipidios a forte ligacao do acido
graxo a essa H-FABP, se comparada com outras proteinas
de tal familia.
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Figura 2: Espectros de RMN de "°C de misturas de Z19 e
4cido oléico marcado na carboxila com 99% de '°C, em
uma mistura etanol e dgua deutrada na razédo 7/3.
Espectro A: acido oléico puro, espectro B: Z19/A0 1/1 e
espectro C: razdo Z19/A0 1/16. Os espectros foram
adquiridos a 30C.

Na figura 3 sédo apresentadas as curvas de
titulacdo para as misturas Z19/A0 nas raz6es molares
1/1, 1/4 e 1/8 e para o AO puro. Na mistura Z19/A0 1/1
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nao observou-se mudancas significativas na posicdo do
pico do C-1 do AO. Para se manter o pH aparente na
faixa de 5,5 a 7,3 (a mesma faixa utilizada para outras
proteinas que se ligam a acidos graxos), as solucoes
foram preparadas em 70% de etanol, 27% de solucao
fosfato 30 mmol/L e 3% de D,0.

Na mistura Z19/A0 1/1, em pH 7 e acima deste
valor, o deslocamento quimico do C-1 do AO
(aproximadamente 182,5 ppm) foi independente da
presenca de proteina, pois o valor que deve depender da
presenca da proteina é o pKa, ou seja o pH no qual o
acido graxo se ioniza, apds este ponto curvas de titulagao
tendem a atingir um valor constante, ou seja o estado de
ionizacdo do acido nao varia mais.
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Figura 3: Curvas de titulacdo dos deslocamentos quimicos
do C-1 do AO: AO (-e-) e Z19/A0 1/1(--);Z19/A0 1/4
(-a-) e 5C: Z19/A0 1/8 (-m-).

Na figura 4 sdo apresentadas as curvas de
titulacdo para as misturas P22/A0 nas raz6es molares
1/1, 1/4 e 1/8 e para o AO puro. A mistura P22/A0 (1/1)
abaixo de pH 7 apresentou um deslocamento quimico
para o C-1 do AO inferior ao do AO puro, isto é, a curva
de titulacdo se deslocou para a direita, que é equivalente
a um aumento moderado no pKa do AO (figura 4). Em
contraste, na presenca da Z19, o deslocamento quimico
foi maior do que o do AO puro (figura 3). Na mistura
Z19/A0 1/1 a posicao do pico nao apresentou diferencas
significativas sobre toda a faixa de pH. Nas razdes
molares proteina/AO 1/4 e 1/8 para as duas prolaminas,
as curvas de titulagcdo ocuparam posicoes intermedidrias
entre aquelas do AO puro e das misturas proteina/AO 1/1
(figuras 3 e 4). Esta observacao pode ser explicada pelo
fato de o AO em excesso contribuir para o sinal tanto na
condicdo de ligado a prolamina como devido ao seu
€eXcesso.

Como ja mencionado este tipo de estudo foi
aplicado a proteina BSA. Em tal caso os autores
observaram varios sinais para a carboxila em diferentes
concentracdes de proteina/AQ, correspondendo a varios
tipos de sitios de ligacao. No presente trabalho,
entretanto, observou-se um Unico sinal para o C-1 do AO
ap6s interacao com as duas prolaminas em vdrias
concentracoes e pHs. Este resultado pode ser
interpretado como uma troca rapida (na escala de tempo
da RMN) entre os sitios de ligacdo do AO nas proteinas e
a solucao, de modo que o resultado é um sinal médio
entre essas situacdes. A troca rapida pode ser atribuida a
estrutura estendida tanto da Z19 como da P22 em

solucdo, com os acidos graxos expostos ao solvente
(FORATO et al. 2004b). Dentre as FABPs que se ligam a
mais de uma molécula de acido graxo de cadeia longa, a
FABP de figado apresentou um Unico sinal para o AO
apos interacdo com esta proteina (CISTOLA et al. 1988),
e foi sugerido a troca de no minimo um dos AO ligado
com o “bolsdo” de oleato (WANG et al. 2002).
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Figura 4: Curvas de titulacdo dos deslocamentos quimicos
do C-1 do AO: AO (-®-) e P22/A0 1/1 (-&-);P22/A0 1/4
(-A-) e P22/A0 1/8 (-m-).

Num trabalho anteriormente publicado propds-se
que os sitios de ligacao nas zeinas deveriam envolver
somente residuos do aminoéacido arginina, uma vez que
nao se observou a presenca de lisina nas seqiéncias
dessas proteinas (FORATO et al. 2000b). Este aminoéacido
basico tem a capacidade de carregar carga positiva na
superficie das zeinas, e seu grupo guanidino poderia atrair
o grupo carboxilico ionizado de acidos graxos. Além disso
a maioria das seqliéncias de zeinas contém de um a trés
residuos de arginina (FORATO et al. 2000b) . Em
particular, nas sequéncias da Z19 e Z22 (similar a P22)
hé trés residuos de arginina por molécula, e as posicoes
de duas delas sdo altamente conservadas na familia das
zeinas . Por isso partiu-se do principio de que os sitios de
ligacdo da Z19 e P22 seriam residuos de arginina. Na
figura 5 é apresentada a representacdo da estrutura do
aminoéacido arginina onde é destacado o grupo guanidino.

_CH,

CH CH
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h “CH,

0 CcH
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Figura 5: Representacdo da estrutura do aminoéacido
arginina. No destaque: o grupo guanidino.

Além disso, no caso da mistura Z19/A0 1/1
(figura 3), o deslocamento quimico do C-1 do AO foi
182,9 ppm, em torno de 3 ppm acima do observado para
o AO puro. Isto indica que a ligacdao do AO a Z19 ocorre
via interacao polar, provavelmente por meio de sitios
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lonizaveis. A interacdo com residuos de arginina
positivamente carregados poderia favorecer a dissociacao
do AO e o aparecimento do pico do C-1 do AO em maior
valor de deslocamento quimico do que para o AO puro
(CISTOLA et al. 1988). No caso da adicdo do AO a
penisetina o deslocamento quimico do C-1 (AO) diminuiu
menos de um ppm. Isto indica que ndo ha favorecimento
da forma ionizada do grupo carboxila deste acido e que as
interacdes hidrofébicas entre a cadeia carbdnica do AO e
as cadeias de aminoacidos apolares contribuem
significativamente para o mecanismo de interacdo do AO
com a P22.

As curvas de titulacdo do deslocamento quimico
do C-1 do AO com e sem adicédo de proteina foram
obtidas na faixa de 5,5 a 7,3 (vide figuras 3 e 4). Nesta
faixa o deslocamento quimico do C-1 do AO variou de
179,4 a 182,8 ppm. A curva de titulacdo para a mistura
P22/A0 se deslocou para maiores valores de pH aparente
em relacdo ao AO puro. No caso da Z19, a curva de
titulacdo do C-1 do AO se comportou de forma oposta,
variando de 182 a 182,8 para a razao molar 1/1 (figura
3), isto é em torno de 3 ppm acima do observado para o
AO sem adicdo de proteina em pH aparente 5,5. Estes
resultados confirmam que a dissociacdo do hidrogénio do
grupo carboxila é facilitada pela presenca da Z19. E
conhecido da literatura que deslocamentos do equilibrio
de ionizacao em sistemas onde ha interacdo de espécies
idnicas resultam em mudancas no valores de pK aparente
das espécies envolvidas (RABENSTEIN et al. 1992;
YUSHMANOV et al. 1994). Desta forma, a curva de
titulacdo para a mistura Z19/A0 pode ser interpretada
como uma forte diminuicdo do pKa aparente do AO
guando em interacdo com a Z19. Um comportamento
similar foi observado para a FABP intestinal de ratos
complexada com &cido palmitico, e, para a BSA
complexada com é&cido miristico (Cistola et al. 1989).

Entdo os dados da figura 3 reforcam a hip6tese
de que a Z19 tem interacao eletrostatica com o grupo
carboxilico do AO, resultando em sua ionizacdo. As
cargas positivas na superficie da proteina devem ser
oriundas do grupo guanidino dos residuos de aminoacido
arginina estando dois ou trés destes em posicao
conservada na Z19 (Forato et al. 2000b). Nao se
observou diferencas significativas entre as curvas de
titulacdo para as misturas Z19/A0 na razdes molares 1/4
e 1/8. Isto indica que a Z19 tem somente um ndmero
limitado (um ou dois) de sitios especificos de interacao
eletrostatica com o AO (que sdo caracterizados pelo
deslocamento significativo do pKa aparente do AO para
menores valores), ao passo que com excesso de
moléculas de AO estas podem se encontrar num ambiente
apolar, ou em interacdo com a proteina ou ainda no
ambiente do solvente. No caso da P22, entretanto,
observou-se a predominancia de interagdes hidrofébicas
com o AQ, resultando em menores valores de
deslocamento quimico do C-1 do AO na presenca desta
prolamina.

Conclusodes

Com o presente trabalho p6de-se concluir que a
RMN de "C em solucdo é uma técnica eficaz para analisar
interacdes de lipidios com proteinas. Também concluiu-se
gue as proteinas Z19 e P22 interagem com o AO de
forma oposta. A primeira, via interacdes eletrostaticas e a
segunda por interacdes hidrofébicas. A observacao de

gue os complexos prolamina/acido graxo apresentaram
um unico sinal de RMN de °C para o C-1 do lipidio em
questao, indica que o sinal observado é uma média entre
as formas livre e ligada dos acidos graxos. Isto é
confirmado pela mudanca de deslocamento quimico de tal
sinal na presenca das proteinas. Este comportamento foi
observado para a L-FABP complexada com AO (CISTOLA
et al. 1988) e para a SPC-2 complexada com o AE
(STOLOWICH et al. 1997).
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