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Resumo

As alergias alimentares sao um problema cada vez mais recorrente e a sua prevaléncia parece
estar a aumentar. A alergia alimentar resulta de uma reacao imunoldgica que é desencadeada
por um alergénio, nomeadamente proteina, que esteja presente numa bebida, alimento ou
aditivo consumido. As alergias, resultantes da resposta imunoldgica, podem ser mediadas ou
nao por imunoglobulina E (IgE), sendo que as mediadas por IgE sao as mais frequentes. A alergia
ao leite, € muito comum em criancas de tenra idade, e os seus principais alergénios sao as
caseinas e as proteinas do soro. O caseinato de sodio (Cas) resulta da juncao das quatro fracoes
de caseinas e é usado numa ampla gama de produtos alimentares, nomeadamente como aditivo
alimentar. Com o intuito de diminuir o impacto da alergia ao leite, a indUstria tem procurado
arranjar solucdes para este problema, através do desenvolvimento de técnicas para tentar
diminuir a alergenicidade das proteinas do leite, uma vez que nao ha cura para as alergias, a
nao ser evitar o consumo do produto alergénico. Os compostos fenolicos tém vindo a requerer
elevado interesse, uma vez que a sua interacao com as proteinas pode provocar alteracées na
sua estrutura nativa e assim alterar a sua alergenicidade. Estes compostos podem ser
encontrados em frutas, vegetais e sementes. Este trabalho teve como objetivo estudar as
interacoes entre os compostos fendlicos e o caseinato de sodio, e analisar o efeito destas
interacoes na estrutura desta proteina através de técnicas espectroscopicas. Para tal, foram
utilizados seis compostos fenolicos, nomeadamente acido cafeico, acido galico, acido ferdlico,
acido clorogénico, quercetina e acido tanico. Assim, procedeu-se a fase experimental
colocando Cas em contacto com cada um dos compostos fendlicos e analisou-se a ocorréncia
de alteracdes na estrutura da proteina. A fim de estudar possiveis alteracées na estrutura
terciaria do Cas promovidas pelos seis compostos fendlicos, foi utilizada a técnica de
fluorescéncia. Os resultados obtidos demonstraram que havia extincdo de fluorescéncia
envolvendo maioritariamente um mecanismo estatico, o que significa que ocorreu devido a
formacao de um complexo. O dicroismo circular foi usado para o estudo das alteracoes
promovidas pela quercetina na estrutura secundaria do Cas, tendo sido observado um aumento
de hélices-a e uma diminuicao de folhas-B. Foi também realizado um estudo de docking
molecular, com a B-lactoglobulina (B-LG) e dois compostos fenolicos (quercetina e o acido
tanico) com objetivo de analisar qual o local de ligacao destes compostos fendlicos a B-LG. Esta
€ uma proteina do soro do leite e uma das principais proteinas alergénicas do leite. A analise
por docking molecular demonstrou que o complexo acido tanico-B-LG era o mais estavel. Este
trabalho podera vir a ser um ponto de partida, para a utilizacdo de compostos fenélicos para a
reducao da alergenicidade do leite, uma vez que a interacdao de compostos fendlicos pode

promover alteracoes na estrutura da proteina e assim alterar a sua alergenicidade.
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Abstract

Food allergies are a recurrent problem, and their prevalence appears to be increasing. Food
allergy results from an immune reaction that is triggered by an allergen, namely a protein, that
is present in a drink, food, or consumer additive. Allergies result from an immune response and
those mediated by immunoglobulin E (IgE) are the most frequent. Milk allergy is very common
in young children, and its main allergens are caseins and whey proteins. The sodium caseinate
(Cas) results from the joining of the four casein fractions and is used in a wide range of food
products, namely as a food additive. In order to reduce the impact of milk allergy, the industry
has sought to address this problem through the development of techniques to reduce the
allergenicity of milk proteins, since there is no cure for allergies and only the eviction of the
food is possible. Phenolic compounds are of great interest since their interaction with proteins
can cause changes in their native structure and thus alter their allergenicity. These compounds
can be found in fruits, vegetables, and seeds. This work aimed to study the interactions
between phenolic compounds and Cas and analyze the effect of these interactions on the
structure of this protein through spectroscopic techniques. For this, six phenolic compounds
were used, namely caffeic acid, gallic acid, ferulic acid, chlorogenic acid, quercetin and tannic
acid. Thus, the experiments were carried out by placing Cas with each phenolic compound and
analyze the occurrence of alterations in protein structure. In order to study possible changes
in the tertiary structure of Cas caused by the six phenolic compounds, a fluorescence technique
was used. The results showed that there was fluorescence extinction mostly by static
mechanism, which means that the fluorescence extinction occurred due to the formation of a
complex. Circular dichroism was used to study the alterations promoted by quercetin in the
secondary structure of Cas and demonstrated an increase in a-helix and a decrease in B-sheets.
A molecular docking was carried out with B-lactoglobulin (B-LG) and two phenolic compounds
(quercetin and tannic acid) in order to analyze the binding site of these phenolic compounds to
B-LG. This is a whey protein and one of the main allergenic milk proteins. Molecular docking
analysis showed that the tannic acid - B-LG complex was the most stable. This work could be a
starting point for the use of phenolic compounds to reduce milk allergenicity since the
interaction of these compounds can promote changes in the protein structure and thus alter its

allergenicity.
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Capitulo 1 - Introducao

Nas ultimas décadas, os casos de alergias alimentares foram sendo cada vez mais
diagnosticados. Assim, tornaram-se um problema importante de salde da populacao global e
para os sistemas de salde, ja que se estima que afetam 6 a 13% dos individuos (Sampath et al.,
2020). O aumento das alergias alimentares tem sido atribuido a fatores ambientais e genéticos,
sobretudo em individuos predispostos a reacdes alérgicas. Assim, os riscos de alergias
alimentares podem aumentar, devido a fatores ambientais, estilo de vida, exposicao a
poluentes, aumento de habitos de higiene corporal e o uso frequente de antibioticos (Sicherer
& Sampson, 2014). Deste modo, a alergia alimentar pode diminuir a qualidade de vida dos
doentes afetados e das suas familias, o que pode provocar um impacto social significativo e

situacoes de ansiedade face as limitacoes alimentares (Patel et al., 2017).

A alergia alimentar traduz-se pela perda imunoldgica da tolerancia a alergénios alimentares
especificos, ainda que o mecanismo exato subjacente ao desenvolvimento da alergia alimentar

nao tenha sido totalmente esclarecido (Albuhairi & Rachid, 2020).

1.1 Alergia Alimentar

As alergias alimentares sdo respostas imunoldgicas adversas, sobretudo as proteinas
alimentares, que afetam 6% de criancas e 4 % de adultos (Sicherer & Sampson, 2006). Cerca de
20% dos doentes alérgicos sao obrigados a alterar a sua dieta por causa das reacdes adversas
aos alimentos (Sampson, 2004; Sicherer & Teuber, 2004). Em criancas mais pequenas, 0s
alimentos que mais comummente provocam alergias sao o leite de vaca e, logo a seguir o ovo
(Wood, 2014). Os alimentos que provocam reacdes alérgicas sao responsaveis por uma grande
variedade de sintomas, desde problemas de pele, do trato respiratorio e do trato
gastrointestinal. As caracteristicas clinicas variam desde urticaria até anafilaxia, provocando
risco de vida (Nakagawa et al., 2020). Estas reacdes podem ser promovidas por mecanismos

mediados por imunoglobulina E(IgE) ou ndo (Sicherer & Sampson, 2006).

A alergia alimentar apresenta-se como uma hipersensibilidade imediata ao alergénio alimentar,
na qual anticorpos especificos de IgE, ligados a mastocitos e basofilos desencadeiam a
libertacdo de mediadores responsaveis pelas respostas fisiologicas posteriores. Os sintomas
mediados por IgE desenvolvem-se em questao de minutos, a 1-2 horas apds a ingestao do
alergénio alimentar (Singh & Makharia, 2019). A detecéo de IgE sérica especifica para alergénios
auxilia no diagnostico de alergias alimentares mediadas por IgE. A IgE especifica para
determinado alergénio pode ser detetada por testes cutaneos (Abrams & Sicherer, 2016). Menos
frequentemente, as alergias alimentares podem ser mediadas por vias nao envolvendo IgE. Em

geral, essas condicdes tendem a ser crdnicas e persistentes (Abrams & Sicherer, 2016).
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O teste de picada na pele é o mais usado para diagnosticar alergias alimentares. Para testes
cutaneos, o alergénio em questdo é introduzido na epiderme, usando um dispositivo para
arranhar ou perfurar a pele. Se o doente tiver anticorpos IgE contra aquele alergénio,
desenvolver-se-a uma reacao alérgica local nessa zona. Os niveis séricos de IgE especifica de
alimentos também podem ser determinados usando ensaios imunoldgicos. A sensibilidade de
ambos os testes é alta (90% para testes cutaneos e 70-90% para IgE séricas especificas de
alimentos). No entanto, as especificidades dos testes apresentam valores menores de 50% para
ambos (Abrams & Sicherer, 2016).

Os testes de referéncia para confirmacao de alergia especifica a alimentos sao as provas de
provocacao oral que consistem em expor uma pessoa a substancia suspeita de lhe causar
alergia, em circunstancias controladas e em ambiente hospitalar, usando um controlo duplo-
cego (“double-blind”) com placebo. No entanto, estas provas de provocacao oral sao
dispendiosas e complexas, pois exigem um ambiente supervisionado por médicos, pessoal
especializado e também apresentam o risco de anafilaxia induzida pelo alimento (Singh &
Makharia, 2019).

Os epitopos ou determinantes antigénicos dos alergénios sao sequéncias especificas de
aminoacidos (aa) na proteina onde se podem ligar os anticorpos IgE. Nas proteinas podem ser
identificados dois tipos de epitopos de ligacdo a IgE: os epitopos lineares ou sequenciais e os
conformacionais. Os epitopos lineares sdao sequéncias especificas de aminoacidos na estrutura
primaria da proteina, enquanto que os epitopos conformacionais combinam aminoacidos de
diferentes regides da proteina que estdo proximos devido ao enrolamento da cadeia proteica
(Abd El-Salam & EL-Shibiny, 2021).

A alergia alimentar é diferente da intolerancia alimentar; a Ultima refere-se a uma reacao
adversa a alimentos, nao-imunologicamente mediada, como por exemplo a intolerancia a
lactose (Sicherer & Sampson, 2018). De modo similar a alergia alimentar, os sintomas da
intolerancia alimentar também desaparecem apos a eliminacdo do alimento provocante da

dieta, mas reaparecem perante a repeticao da introducao alimentar do mesmo (Collard, 2010).
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1.1.1Alergénios alimentares

Os principais alergénios alimentares, identificados como sendo de classe 1, sdo glicoproteinas
soliveis em agua, com 10 a 70 kD de massa, estaveis ao calor, ao acido gastrico e as proteases
digestivas (Breiteneder & Radauer, 2004).

Os principais fatores desencadeantes de alergias alimentares em criancas sao proteinas
presentes, principalmente, no leite de vaca, ovo, trigo, peixe, frutos do mar, soja, amendoim
e noz (Ruiz Oropeza et al., 2017). Também as proteinas de transferéncia de lipidos nao
especificas, encontradas na maca (Mal d 3) ou no milho (Zeam 14) (Breiteneder & Mills, 2005;
Breiteneder & Radauer, 2004) estdo entre os responsaveis pelo desencadear de alergias

alimentares.

Um conjunto limitado de proteinas compde a maioria dos alergénios alimentares (Breiteneder
& Radauer, 2004). Um alimento é composto por inimeras proteinas e as respostas imunoldgicas
podem ser direcionadas a determinadas proteinas com diferentes consequéncias clinicas (Mittag
et al., 2004). Embora muitas proteinas alimentares compartilhem regides de homologia e
reatividade cruzada em testes de alergia, evidéncias clinicas de reatividade cruzada nao sao
tao comuns. O aquecimento de alimentos pode reduzir ou aumentar a alergenicidade,

dependendo da proteina e das condicdes utilizadas (Breiteneder & Mills, 2005).

1.2 Leite

O leite de vaca é consumido desde ha ja milhares de anos pelo ser humano dado a sua
composicao ser relativamente semelhante a do leite humano, sendo, por isso, muitas vezes

utilizado como substituto da amamentacao materna (van Neerven & Savelkoul, 2019).

O leite inteiro é produzido pelas glandulas mamarias das fémeas dos mamiferos, e é considerado
um “alimento perfeito”, pois é rico em nutrientes essenciais, como glucidos, lipidos, proteinas,
minerais e vitaminas, que vao responder as necessidades fundamentais de desenvolvimento dos

recém nascidos (Albenzio et al., 2016; Murphy et al., 2017).

Ainda que o leite seja um fluido bioldgico especifico de cada espécie de mamiferos, consumido
por individuos jovens pertencentes a essa espécie, ha que sublinhar que o ser humano é o Unico
que consome leite produzido por outras espécies na infancia e continua a consumi-lo na idade
adulta (Foroutan et al., 2019). Se compararmos a quantidade de proteina existente no leite
humano e no leite de vaca, este Ultimo tem uma concentracao de proteina muito maior (Keen
et al., 1982). As proteinas do leite sdo consideradas as de maior interesse, devido ao seu valor

nutricional e propriedades funcionais (Masson et al., 2018).
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1.2.1 Alergia ao leite de vaca

O leite é um dos oito grupos de alimentos responsaveis por cerca de 90% das reacdes alérgicas
aos alimentos. A alergia ao leite de vaca (ALV) é uma alergia alimentar comum na primeira
infancia, com incidéncia estimada de 2,0% a 7,5% no primeiro ano de vida (Mousan & Kamat,
2016). E de salientar que os principais alergénios do leite de vaca s&o as caseinas e as proteinas
do soro do leite, incluindo a a-lactoalbumina e a B-lactoglobulina (B-LG) (Crittenden & Bennett,
2005; Nakagawa et al., 2020).

A alergia a uma ou mais proteinas do leite de vaca € uma reacao imunoldgica as proteinas nele
encontradas. As proteinas do leite podem ser ingeridas diretamente através de formulas a base

desse leite ou passadas pelo leite materno (Fiocchi et al., 2010).

Ainda que muitos adultos manifestem ALV, esta € um tipo de alergia que atinge sobretudo
criangas. Estas correm um risco nutricional acrescido, que é acompanhado por um processo
inflamatoério, o qual pode influenciar as concentracdes séricas de micronutrientes ou

relacionadas com a dieta de exclusao (Bauer et al., 2015; Flammarion et al., 2011).

A ALV apresenta multiplas manifestacdes clinicas. A sua gestdo passa pela eliminacao dos
produtos que contém proteina do leite de vaca, embora esta dieta possa, entre outros fatores,

ter um impacto negativo no estado nutricional das criancas (Dupont et al., 2018).

A maioria dos doentes com ALV, mediada por IgE, é sensivel a mais de um alergénio do leite,
verificando-se uma grande variabilidade, quer na especificidade, quer na intensidade das
respostas de IgE induzidas (Linhart et al., 2019). O tratamento possivel baseia-se na exclusao

de leite e derivados na dieta dos individuos (Boaventura et al., 2019).

E de realcar que o leite de vaca esta tdo amplamente presente nos alimentos processados, que
é dificil evita-lo na dieta. E por isso que se aconselham os doentes com alergia a ler
atentamente os rétulos dos produtos (Kocabas & Sekerel, 2003). Além disso, o leite de vaca
pode estar incluido em ingredientes, sem que tal seja mencionado, especialmente em
restaurantes. E por essa razao que se aconselham os individuos com alergia ao leite a evitar ao
maximo alimentos processados, e a consumir alimentos preparados em casa, cujos

componentes estejam todos rotulados (Kocabas & Sekerel, 2003).

1.2.2. Caseinato

As caseinas encontram-se em micelas compostas por moléculas das caseinas, calcio, fosfato

inorganico e ides de citrato. As caseinas agrupam-se no leite sob a forma de um complexo
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fosforilado. Existem quatro caseinas (as;, a5, B € k), mantidas juntas por interacdes nao
covalentes. A fracdo de caseinas contém os aminoacidos essenciais para o homem, num elevado
teor, pelo que é considerada como sendo altamente nutritiva. O caseinato é obtido a partir da
coalhada de caseina acida, precipitada recentemente ou a partir de caseina acida seca, apds

reacdao com solucdes alcalinas diluidas (Sarode et al., 2015).

0 Cas é a forma mais comum de a caseina se apresentar para aplicacées praticas. E usado numa
grande diversidade de produtos alimentares processados, como fonte de proteina e, também
pelas suas propriedades fisico-quimicas, nutricionais e funcionais. Por seu lado, o caseinato de
calcio é também comum e utilizado, sobretudo, em preparagdes farmacéuticas, bem como

ingrediente alimentar, funcionando como uma fonte de calcio e proteina (Sarode et al., 2015).

A informacao fornecida nos rotulos dos alimentos é essencial para prevenir a alergia a proteina
lactea, nomeadamente quando o caseinato é adicionado a um alimento de modo a aumentar o

conteldo proteico (Kocabas & Sekerel, 2003).
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1.2.3. B-Lactoglobulina

A proteina mais abundante no soro do leite é a B-LG. E uma proteina de grande interesse na
industria alimentar devido as suas propriedades nutricionais e funcionais (Kanakis et al., 2011).
A B-LG bovina é uma proteina globular que é composta por 162 residuos de aminoacidos e com
massa molecular de 18,3 kDa (Chanphai et al., 2018). A estrutura desta proteina apresenta uma
hélice-a e nove folhas-B antiparalelas, de modo a formar uma estrutura “B-barrel”, em forma
de um calice, com um residuo de cisteina livre e duas pontes dissulfeto (Wu et al., 2018).
Quando a proteina esta a temperatura ambiente e a pH neutro, encontra-se na forma de dimero
que, posteriormente, se dissocia em monomeros a pH acido (Chanphai et al., 2018). A estrutura
da B-LG contém dois tipos de epitopos, conformacionais e lineares ou sequenciais (Rahaman et
al., 2015). Segundo Sélo et al., 1999, os principais epitopos IgE da B-LG sao Leu1-Lys8 e Tyr102-
Val-124 (Sélo et al., 1999). Ainda que esta proteina seja considerada um nutriente importante
dos produtos lacteos, nao deixa de ser um dos principais alergénios, responsaveis pela ALV
(Shek et al., 2005). Para obviar esta caracteristica, inUmeros métodos de processamento tém
sido utilizados para modificar a B-LG e assim diminuir a sua alergenicidade. Pode enumerar-se
0 aquecimento, a pressao hidrostatica elevada, a hidrolise e a ligacdo de produtos naturais, por
meio de interacées nao covalentes (Verhoeckx et al., 2015; Wu et al., 2018). No entanto, a
utilizacdo de alguns destes métodos pode ter efeitos adversos, como € o caso da pressao
hidrostatica elevada que pode aumentar a alergenicidade da B-LG (Meng et al., 2017).

0 uso de produtos naturais na ligacdo nao covalente a proteinas, pode ser um método de
modificacdo da alergenicidade de proteinas potencialmente seguro e viavel. De facto, foi
realizado um estudo, através de métodos espectroscopicos e de docking molecular, em que se
verificou que a utilizacao de seis flavonoides (kaempferol, miricetina, floretina, galato de
epigalocatequina (EGCG), naringenina e quercetina) reduziram a antigenicidade da B-LG na
seguinte ordem: EGCG> floretina> naringenina> miricetina> kaempferol> quercetina, com taxas
de inibicao antigénica de 72,6%, 68,4%, 59,7%, 52,3%, 51,4% e 40,8%, respetivamente. Estes
flavonoides ligaram-se a epitopos de antigénios especificos nas folhas B e nas B-turns da B-LG,
induzindo mudancas conformacionais distintas, que foram associadas a uma diminuicao na

antigenicidade desta proteina (Pu et al., 2021).

1.3. Métodos para reducao da alergenicidade das proteinas do

leite

Os alimentos, antes de serem consumidos, podem ser submetidos a uma série de etapas e
condicoes de processamento, que podem afetar a conformacao das proteinas dos alimentos, a

sua digestao e, portanto, a sua alergenicidade (Rahaman et al., 2016).

No comeco da histdria da alergia alimentar, foi mencionada a sensibilidade a peixe cozido, mas

nao a peixe cru, o que despertou elevado interesse em saber se o processamento afetava ou
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nao a alergia alimentar (Mills & Mackie, 2008). Atualmente sabe-se que o processamento pode
aumentar ou reduzir o potencial alergénico das proteinas dos alimentos, ou nao ter nenhum
efeito ou até mesmo originar um novo composto alérgico (neoalergénios) (Rahaman et al.,
2016). Os diversos fatores que podem contribuir para o efeito do processamento na
alergenicidade dos alimentos, tém gerado uma area de investigacdo muito ativa (Cabanillas &
Novak, 2019).

Os alimentos podem ser processados de diversas formas, com o objetivo de melhorar as
qualidades funcionais, nutricionais e sensoriais. O grau de alteracdao do potencial da
alergenicidade dos alimentos causado pelo seu processamento depende de diferentes fatores,
como por exemplo, o tipo de processamento usado, térmico ou ndo térmico, as condicoes do
processamento, a duracao e o ambiente como, a humidade, a temperatura e a pressao. A
estrutura, o tipo de alimento e o seu conteldo alergénico também sao fatores que

desempenham um papel importante nos efeitos do processamento (Cabanillas & Novak, 2019).

Os métodos de processamento de alimentos mais utilizados sdo o tratamento térmico, pressao
hidrostatica elevada, ultrassons, radiacdo, fermentacdo e hidrolise enzimatica. Métodos de
processamento distintos, alteram a estrutura das proteinas dos alimentos de diferentes
maneiras e possiveis modificacdes estruturais englobam, o desdobramento, a agregacao, a
reticulacdo entre diversos componentes e modificacoes quimicas (Lepski & Brockmeyer, 2013).
Estas mudancas conformacionais provocadas pelo processamento podem afetar diretamente a
alergenicidade ao interromper os epitopos conformacionais ou lineares. Os epitopos
conformacionais, podem ser expostos ou ocultados pelo desdobramento ou agregacao das
proteinas (Rahaman et al., 2015), enquanto os lineares podem ser afetados por hidrolise acida
ou enzimatica (Kasera et al., 2015). Ao nivel dos epitopos e IgE, em teoria os epitopos
conformacionais sao mais labeis a determinados métodos de processamento do que os epitopos
lineares (Cabanillas & Novak, 2019). Foi demonstrado por diversos estudos, que o
processamento de alimentos pode atuar de maneira a mascarar ou exibir determinados epitopos
de IgE dentro do mesmo alergénio. Determinadas condicées do processamento tém
demonstrado capacidade de expor porcoes da sequéncia de aminoacidos, que estao
previamente no interior da proteina, podendo assim formar neoalergénios, o que contribui para
o aumento da alergenicidade de um determinado alimento (Cabanillas & Novak, 2019). Assim
sendo, as modificacées causadas numa determinada proteina, através de um método de
processamento de alimentos podem ter um impacto positivo ou negativo na alergenicidade
(Mills & Mackie, 2008).

O processamento térmico de alimentos, pode produzir diferentes modificacdes nas proteinas
nos alimentos, incluindo desnaturacao e hidrolise de ligacdes peptidicas, reestruturacao de
ligacdes dissulfureto e interacoées com outros componentes alimentares (Chizoba Ekezie et al.,
2018). O desenrolamento da proteina causado pelo processamento térmico, leva a perda das

suas estruturas secundaria e terciaria e formacao de ligacoes covalentes e nao covalentes. Estas
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alteragdes estruturais na proteina podem mascarar, expressar ou destruir os epitopos
conformacionais das proteinas, e assim influenciar a alergenicidade (Rahaman et al., 2016). No
entanto, o tratamento térmico, tem algumas desvantagens, pois pode afetar as propriedades
organoléticas e a composicao dos nutrientes dos alimentos, como desnaturacdo das proteinas
do ovo ou do leite e inativacdo enzimatica devido as altas temperaturas (Dong et al., 2020).
Para além disso, alguns alergénios sao estaveis ao calor pelo que o processamento térmico

causa alteracdes limitadas na sua imunorreatividade.

As criancas com alergia ao leite necessitam de alimentacdo adequada com formulas de
reposicao que devem ser toleradas, de modo a promover a remissao dos sintomas e permitir
um crescimento adequado (Dupont et al., 2018). Em criancas mais velhas, quando a ALV
persiste, o uso de leite de vaca cozido ou aquecido é suficiente para que seja tolerado, podendo
assim ajudar a aliviar o rigor da dieta de eliminacao (Dupont et al., 2018). A temperatura
elevada destréi amplamente os epitopos conformacionais, para os quais a IgE é direcionada,
permitindo que a maioria das criancas com ALV possa tolerar produtos contendo leite

extensivamente aquecido (> 170 °C) (Nowak-Wegrzyn et al., 2008).

O processamento ndo térmico, tem vindo a demonstrar algumas vantagens, nao so6 na
manutencao das propriedades sensoriais, como a frescura, o sabor e a cor dos alimentos, bem
como na reducao da imunorreatividade de alguns alimentos, como por exemplo, na soja, no

amendoim e no camarao (Dong et al., 2020).

O processamento de alta pressao hidrostatica, também conhecido como processamento de alta
pressdo, € muitas vezes usado para inativar microrganismos e também reduzir os danos nos
alimentos e assim melhorar a qualidade e seguranca dos produtos alimentares. Por estas razoes,
esta é uma técnica muito aplicada na industria alimentar (Dong et al., 2020). O processamento
de alta pressao hidrostatica pode alterar a estrutura e as propriedades dos alergénios
alimentares. Esta técnica de processamento afeta apenas ligacbes nao covalentes como,
ligacbes de hidrogénio, interacdes idnicas e interacdes hidrofobicas e, por isso mesmo, o
impacto desta técnica nas proteinas esta relacionado com a rutura deste tipo de interacdes na
molécula de proteina (Huang et al., 2014). Este método de processamento provoca uma
modificacao estrutural reversivel ou irreversivel nas proteinas levando a sua desnaturacao ou
agregacao e, consequentemente, a estrutura do sitio de ligacdo do epitopo do alergénio para a
IgE pode ser alterada ou destruida, levando assim a reducdo da alergenicidade (Huang et al.,
2014). Num estudo realizado por Meng et al. (2017), utilizaram a B-LG isolada e aplicaram o
processamento de alta pressao hidrostatica a 100, 200, 300, 400 e 500 MPa. A alergenicidade
da B-LG tratada com alta pressao hidrostatica, foi avaliada por teste ELISA com anticorpos de
coelho e soro de doentes alérgicos ao leite de vaca. Os resultados obtidos indicaram que a
capacidade de ligacao de imunoglobulina G aumentou com o aumento da pressao do
tratamento, e a capacidade ligacao de IgE foi menor a 200 MPa e maior a 400 MPa. Este aumento

da imunorreatividade da B-LG apos processamento com alta pressado hidrostatica pode ser
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atribuido ao facto deste processamento poder ter levado ao desenrolamento da proteina e,
consequentemente, ter exposto a superficie grupos hidrofobicos e epitopos lineares que

estavam no interior da proteina (Meng et al., 2017).

O processamento por ultrassons é uma técnica emergente na inddstria alimentar amplamente
utilizada em processos de homogeneizacao, filtracao, amaciamento e desidratacao (Rahaman
et al., 2016). No entanto, a sua aplicacao para a reducao da alergenicidade alimentar ainda
esta no inicio (Nayak et al., 2017). Este método de processamento usa ondas mecanicas de alta
energia que podem variar entre 20 kHz e 100 kHz (Vanga et al., 2017). Estas condicdes podem
promover mudancas conformacionais nas proteinas alimentares e assim influenciar a sua
reatividade alérgica (Shriver & Yang, 2011). Num estudo efetuado por Tammineedi et al. (2013),
as proteinas do soro do leite foram submetidas a processamento por ultrassons na poténcia de
500 W e com frequéncia de 20kHz durante 10, 20 e 30 minutos, nao tendo sido observadas
diferencas significativas na intensidade das bandas de SDS-PAGE de a-caseina, B-LG e a-
lactoalbumina. Tal facto pode ser atribuido a baixa intensidade e também ao curto tempo de
processamento de ultrassons (Tammineedi et al., 2013). No entanto, esta técnica apresenta
uma potencial aplicacao para a reducao da alergenicidade em alimentos como a soja, o
amendoim e o marisco, o que faz com que possa vir a ser usada como uma alternativa de

processamento nao térmico (Dong et al., 2020).

O processamento de alimentos por radiacao gama tem sido uma técnica de sucesso usada na
preservacdo de alimentos, com pequenas alteracdes nas caracteristicas sensoriais e nutritivas
dos alimentos (Rahaman et al., 2016). Este método de processamento promove mudancas
conformacionais, como a fragmentacdo, a agregacdo e modificacdo de aminoacidos nas
proteinas alimentares e, consequentemente, pode alterar a sua reatividade imunologica (Luo
et al., 2013). Os radicais livres, produzidos pela radiolise da agua no processo de radiacao das
proteinas em solucado, sdo os responsaveis pelas mudancas provocadas nas proteinas, por este
método de processamento (Rahaman et al., 2016). Lee et al. (2001) realizaram um estudo sobre
o efeito da dose de irradiacao nas proteinas do leite de vaca e observaram que até 5 kGy, na
B-LG isolada a reatividade da IgE aumentou, mas acima dessa dose, a B-LG sofreu aglomeracao
e mascaramento de alguns epitopos, resultando na reducado da alergenicidade (Lee et al.,
2001).

A fermentacdo é um dos métodos tradicionais de processamento e preservacao de alimentos
(Rahaman et al., 2016) mais comumente utilizados na indistria alimentar. Hoje em dia, os
alimentos fermentados requerem grande interesse por parte do ser humano, como por exemplo,
os lacticinios, as bebidas alcoodlicas de vegetais fermentados, e as carnes fermentados, o que
faz com que estes produtos obtenham um papel fundamental no mercado dos alimentos (Dong
et al., 2020). A fermentacdo alimentar € um processo promovido por microrganismos que atuam
quando se encontram em substratos alimentares como por exemplo, acucares, quando em

condicoes anaerobias (Chizoba Ekezie et al., 2018). Neste método de processamento, o tipo de
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microrganismo usado e as condicdes como, o pH, a temperatura e a concentracao de substrato
sao fatores muito importantes, pois afetam significativamente os produtos finais libertados
(Dong et al., 2020). Durante o processo de fermentacao ocorre a hidrolise e esta provoca
alteracbes nas proteinas alergénicas devido a destruicao ou modificacdo dos epitopos lineares
e conformacionais, resultando em alteracoes na alergenicidade (Chizoba Ekezie et al., 2018;
Dong et al., 2020). Yao et al. (2014), realizaram um estudo no leite, sobre as alteracoes
causadas pela fermentacao com Lactobacillus rhamnosus GG na capacidade de ligacao da IgE a
quatro proteinas do leite: a-lactoalbumina, B-LG, a-caseina e a B. Os resultados obtidos
demonstraram que para as quatro proteinas do leite fermentado, a capacidade de ligacdo da
IgE foi reduzida significativamente em até 70 % quando comparado com o leite “cru”. Tal facto
pode ser devido as alteracdes promovidas nos alergénios ou a clivagem dos epitopos das

proteinas alergénicas (Yao et al., 2014).

O processamento envolvendo hidrolise enzimatica tem ganho alguma atencdo devido as suas
caracteristicas de eficiéncia, seletividade e ecologicas. Este método de processamento foi
considerado como tendo potencial para a producédo de alimentos hipoalergénicos (Y. Zhang et
al., 2018). Como consequéncia das modificacdes provocadas nas estruturas das proteinas
alergénicas, a hidrolise enzimatica tem demonstrado uma potencial diminuicdo da
imunorreatividade das proteinas alimentares (Dong et al., 2020). Os alergénios alimentares tém
uma caracteristica comum, que € a resisténcia a digestao gastrointestinal. Deste modo, a pré-
hidrélise enzimatica € um dos métodos mais eficientes para causar mudancas na reatividade
imunologica das proteinas alimentares porque leva a quebra das estruturas das proteinas em
péptidos e/ou aminoacidos (Chizoba Ekezie et al., 2018). Sdo as condicdes experimentais como,
o pH, a temperatura, a extensao da hidrélise e a proporcao enzima-substrato, que determinam
o tipo de péptidos produzidos e a antigenicidade residual (Chizoba Ekezie et al., 2018). A
hidrélise enzimatica tem sido comummente aplicada para a producao de alimentos de digestdo
facil para bebés. Assim, por exemplo, com o objetivo de melhorar a digestibilidade do leite em
po, tém sido muito utilizadas proteases para produzir este tipo de leite, que apresenta as
proteinas do leite hidrolisadas (Fleischer et al., 2016). Deste modo, o processamento por
hidrélise enzimatica pode ser um potencial método para a reducdo da imunorreatividade dos

alimentos alergénicos.

Recentemente tem estado em voga uma nova abordagem, com base no uso de compostos
fenolicos para a reducdo da capacidade alergénica de alimentos. Os compostos fendlicos
possuem algumas bioatividades como, a capacidade antioxidante e também podem prevenir
algumas doencas como, a diabetes, o cancro, a inflamacao crénica e doencas cardiovasculares
(Pessato et al., 2018). Sabe-se que os compostos fendlicos possuem uma significativa afinidade
de ligacdo para as proteinas, o que pode resultar na formacao de complexos, reversiveis ou
irreversiveis (Jakobek, 2015), dependendo do tipo de interacdo (interacdo ndo covalente ou

covalente) que ocorre entre as proteinas e os compostos fenolicos. Estas interacdes podem
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promover alteracdes nas estruturas secundaria e terciaria das proteinas (Ozdal et al., 2013) e
afetar a sua capacidade alergénica. Assim, a interacao proteina-composto fendlico despertou
a atencdo e passou a ser investigada como uma possivel estratégia para a reducdo da
capacidade alergénica de algumas proteinas (Pessato et al., 2018). Plundrich et al. 2015
realizaram um estudo onde demonstraram que a alergenicidade da farinha de amendoim
torrado diminuiu devido a formacdao de complexos estaveis proteina-polifenol, usando
polifenois de frutas e extratos de ervas (Plundrich et al., 2015). Num estudo realizado por
Chung & Champagne (2009), foi analisado o uso de compostos fendlicos para a reducao da
capacidade alergénica dos extratos de amendoim, tendo sido verificado que a ligacdo das
proteinas do amendoim por IgE tinha reduzido, como resultado da complexacao entre as
proteinas do amendoim e os compostos fenolicos usados (Chung & Champagne, 2009). Wu et
al. (2018) realizaram um estudo onde investigaram a reducao da capacidade alergénica da B-
LG através da conjugacao covalente com galato de epigalocatequina e o acido clorogénico. Os
resultados obtidos mostram que a conjugacao covalente com os polifenois provocou alteracoes
na estrutura da B-LG, o que resultou numa eficaz reducao da capacidade de ligacao de IgE, e
consequentemente, a reducido da alergenicidade desta proteina. Assim este estudo demonstrou
que a utilizacdo de compostos polifenélicos pode ser um potencial método para a producao de

alimentos hipoalergénicos (Wu et al., 2018).

1.4 Compostos fendlicos

As plantas produzem compostos fenolicos como metabolitos secundarios de um mecanismo de
defesa contra possiveis agentes agressores como, os predadores, os agentes patogénicos e a
radiacdo ultravioleta (Pessato et al., 2018). Os compostos fendlicos sdo um grupo com uma
gama muito diversificada de compostos, desde moléculas simples e com massa molecular baixa,
a compostos com moléculas complexas e com massa molecular elevada. Devido a enorme
diversidade das suas estruturas, os compostos fendlicos possuem propriedades diferentes, o que
lhes permite efetuar distintos tipos de interacées com outras moléculas. Eles podem interagir
com moléculas que estao a sua volta, mas também entre si (Jakobek, 2015). Os compostos
fendlicos sdo compostos quimicos com um grupo hidroxilo ligado a um anel aromatico (Ozdal et
al., 2013). Existe uma grande variedade de compostos fenodlicos conhecidos e identificados e
presentes em frutas, vegetais, sementes (Cuyckens & Claeys, 2004; Guo et al., 2009). Podem
ser classificados em dois grupos: compostos fenolicos basicos e polifenodis Figura 1 (Vermerris &
Nicholson, 2006). Os polifenois sao compostos secundarios amplamente distribuidos no reino
vegetal. Estes representam a principal fonte de antioxidantes na alimentacao humana (Graf et
al., 2005).
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O b

Figura 1 - Demonstracao da estrutura de um composto fenoélico simples a e a estrutura de um polifenol

(Quercetina) b.

Para que os compostos fendlicos atinjam um alto grau de afinidade com proteinas, devem ser
suficientemente pequenos para penetrar nas regides internas das moléculas de proteinas, mas
suficientemente grandes para ligar-se as cadeias peptidicas em mais de um ponto (Mulaudzi et
al., 2012). Os compostos fenodlicos apresentam propriedades funcionais, como atividade
antioxidante, anti mutagénica, anti-inflamatéria e anti tumoral (Gonzalez-Sarrias et al., 2012;
Nahar et al., 2014; Ortega et al., 2008; Tanaka et al., 1993; Zivkovi¢ et al., 2014). Muitos
compostos fenolicos desempenham papéis importantes na prevencdao de certas doencas
humanas, como a osteoporose, o cancro e as doencas cardiovasculares (Kaume et al., 2014;
Morton et al., 2000; Oliveras-Lopez et al., 2014).

1.4.1. Interacdes entre as proteinas e os compostos fenélicos

As interacdes dos compostos fenolicos com proteinas podem provocar alteracdes nas
propriedades fisico-quimicas das proteinas, tal como a solubilidade, a estabilidade térmica e a
digestibilidade (Labuckas et al., 2008; Rawel et al., 2001). Assim, diferentes tipos de compostos
fendlicos afetam, de diferentes modos, as proteinas através das suas interacdes, de acordo com
a eventual variacdo do peso molecular. Os compostos fendlicos podem interagir com as
proteinas e consequentemente formar complexos sollveis ou insolUveis com atributos fisico-
quimicos modificados de ambas as moléculas (Q. Zhang et al., 2021). Eles sao divididos em
varias classes, ou seja, acidos fendlicos, taninos, flavonoides, estilbenos e lignanas Figura 2,
que sao distribuidos em plantas e alimentos de origem vegetal (El Gharras, 2009). A classe dos
flavonoides pode ainda ser dividida em flavondis, flavonas, isoflavonas, flavononas,
antocianidinas e flavanais Figura 2 (Ozdal et al., 2013). A afinidade que se estabelece entre os
polifendis e as proteinas varia com o seu tamanho molecular. Damos como exemplo, os
polifendis maiores, como os presentes no cha preto, que apresentam maior facilidade em se

ligar as proteinas do leite (Dubeau et al., 2010).
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Figura 2 - Compostos fenolicos e as suas subclasses (Rasteiro, 2012).

Os polifendis Figura 3, do ponto de vista quimico, sdao uma classe estrutural de compostos
organicos, naturais, semissintéticos ou sintéticos, sendo estes caracterizados pela presenca de

multiplas fragdes fendlicas (Cirkovic Velickovic & Stanic-Vucinic, 2018).
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Figura 3 - Exemplos de Polifendis.
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Os acidos fenolicos Figura 4, sdao compostos fenoélicos importantes, mas nao sao considerados
polifenois. Os acidos fenolicos sdo caracterizados por estruturas do tipo C¢ a C; ou C4 a C3, como

por exemplo o acido galico, o acido cafeico e o acido ferulico (Cirkovic Velickovic & Stanic-
Vucinic, 2018).

0
HO N
HO™ 7 OH
OH HO
OH
Acido Clorogénico Acido Cafeico
0
(|:H3 0 HO oH
0 N
OH
HO
HO OH
Acido Ferillica Acida Galico

Figura 4 - Exemplos de Acidos Fenélicos.

Os flavonoides Figura 5 sao polifenodis, com estrutura do tipo C¢-C3-C¢ em que as duas estruturas
C¢ sdo de natureza fenolica. Devido ao padrdao de hidroxilagdo e as possiveis variagdes da
estrutura C;, os flavonoides podem ser divididos em varias classes (Cirkovic Velickovic & Stanic-
Vucinic, 2018).
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Figura 5 - Exemplo de Flavonoides.
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E sabido que as interacdes entre os compostos fenolicos e as proteinas, afetam a estrutura das
proteinas, a capacidade antioxidante, o conteldo de polifenois livres e a biodisponibilidade de
compostos fenolicos nos alimentos (Chu et al., 2018). As alteracdes provocadas na estrutura da
proteina, devido a estas interacdoes, podem alterar as estruturas terciaria e secundaria das
proteinas e levar a formacao de agregados complexos dependendo da natureza e do tamanho
da proteina (Poklar Ulrih, 2017). As interacdes dos compostos fendlicos com as proteinas,
podem ocorrer de duas formas diferentes: por interacées nao covalentes ou interacoes
covalentes. A interacdo dos compostos fenolicos com as proteinas, que ocorre por interacao
nao covalente, € uma interacdo reversivel, enquanto a interacdo covalente € uma interacao
irreversivel (Ozdal et al., 2013). O tipo de proteina, a temperatura, a concentracao da proteina,
o pH, o tipo e estrutura de composto fendlico, a adicdo de determinados reagentes e a
concentracao de sal, sdo fatores que afetam as interagdes composto fenélico-proteina (Ozdal
et al., 2013). De entre estes fatores, podem destacar-se dois como principais: a estrutura do

composto fenolico e o tipo de proteina (Czubinski & Dwiecki, 2017)

As interacdes ndo covalentes (reversiveis) podem ser classificadas em quatro tipos: as pontes
de hidrogénio, as interacdes hidrofobicas, as forcas de Van der Waals e as interagdes
eletrostaticas (Buitimea-Cantla et al., 2018). A ponte de hidrogénio (Figura 6) é a interacao de
um atomo de hidrogénio ligado covalentemente a um atomo eletronegativo (O,N ou S), com

outro atomo eletronegativo (Ozdal et al., 2013; Q. Zhang et al., 2021);

proteina

o] (o]
N N
\)\/ )K/\/\
N i
Ho .

Ligagdes de hidrogénio e OH

HO Composto fendlico

(o]

proteina

4O
0 0
N N
\)1\/ )K/\/\
N N
0 0

Figura 6 - Interacao por ponte de Hidrogénio entre proteina e acido galico. Adaptada de, (Le Bourvellec
& Renard, 2012; Quan et al., 2019; Q. Zhang et al., 2021).

Também podem ocorrer interacoes hidrofébicas Figura 7 maioritariamente induzidas pelas
associacoes entre o anel aromatico apolar dos compostos fenolicos e as zonas hidrofobicas das
proteinas (Q. Zhang et al., 2021).

35



0

An

Composto fendlico

H
; N
N N proteina
H
] 8]

Interacoes hidrofdbicas

N
ﬂ/Y N proteina
o]

Figura 7 - Interacao nao covalente entre proteina e compostos fendlico, por meio de interacao hidrofébica.
Adaptado, de (Le Bourvellec & Renard, 2012; Quan et al., 2019; Q. Zhang et al., 2021).

HO

As forcas de Van der Waals sdo interacoes entre os atomos que sao afetados pelos solventes
circundantes (Chu et al., 2018). Estas forcas sao mais fracas do que as ligacoes covalentes e
podem ser divididas em trés tipos; dipolo permanente-dipolo permanente, dipolo permanente-
dipolo induzido e dipolo induzido-dipolo induzido. Estas interacdes sao responsaveis pela
atracao entre moléculas, mas a uma determinada distancia inferior, leva ao aumento da
repulsao, o que faz com que possa evitar a degradacao das moléculas (Lima, 2014; Ozdal et al.,
2013). As interacoes eletrostaticas estabelecem-se entre os grupos carregados na superficie da
proteina e os grupos hidroxilo dos compostos fendlicos. Estas interacées sucedem entre a
mesma carga (interacdes de repulsao) e cargas opostas (interacao de atracao) (Chu et al.,
2018). De forma geral, o complexo composto fenolico-proteina formado por interagdes nao
covalentes, advém de um efeito combinado de algumas destas interacdes que foram referidas
anteriormente, onde as interacdes hidrofobicas e as ligacdes de hidrogénio sdo as principais
forcas motrizes (Q. Zhang et al., 2021). Jia et al.,2017, estudaram o mecanismo de interacao
da B-LG com o acido clorogénico (ACL), o acido ferllico (AF) e o galato de epigalocatequina
(EGCG). Os resultados demonstraram que as interacoes hidrofobicas foram as principais forcas
para interacdo da B-LG com o EGCG, enquanto as ligacdes de hidrogénio e as forcas de Van der

Waals foram as principais forcas na ligacao da B-LG com o ACL e o AF (Jia et al., 2017).

As interacoes irreversiveis que ocorrem entre os compostos fenolicos e as proteinas, resultam
da formacao de ligacdes covalentes entre as duas moléculas (Q. Zhang et al., 2021) afetando
as propriedades destas moléculas de forma irreversivel, obtendo-se assim os produtos desejados
ou melhorando as propriedades funcionais das proteinas (Chu et al., 2018). Sob condicoes
basicas, as interacdes covalentes entre proteina e polifendis sdao rapidamente formadas
(Cirkovic Velickovic & Stanic-Vucinic, 2018). As ligacOes covalentes podem ser obtidas por
procedimentos enzimaticos e ndo enzimaticos (Le Bourvellec & Renard, 2012). A formacéo de

uma interacao covalente entre um composto fenolico e uma proteina, por via nao enzimatica,
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¢ realizada em condicdes alcalinas e na presenca de oxigénio, em que os compostos fendlicos
podem ser facilmente oxidados e formar semiquinonas ou quinonas. Estes intermediarios sao
muito reativos e podem reagir com aminoacidos nucleofilicos como a lisina (Lys), a metionina
(Met), a cisteina (Cys) e o triptofano (Trp) da proteina, permitindo a formacao de ligacoes
covalentes C-N ou C-S com os compostos fendlicos (Q. Zhang et al., 2021). Por outro lado, para
o estabelecimento de uma interacao covalente enzimatica, € necessario a presenca de uma
enzima polifenol oxidase, como por exemplo a lacase e a tirosinase que sdao as mais utilizadas.
Também neste método os compostos fenodlicos sdo primeiramente oxidados a semiquinonas ou
quinonas que podem ser atacados pelas cadeias laterais nucleofilicas para formar ligacoes
covalentes, C-N ou C-S, entre as moléculas composto fenélico - proteina (Q. Zhang et al., 2021).
Os compostos fenolicos sao oxidados muito facilmente, devido aos seus grupos hidroxilo que

sao altamente reativos (Chu et al., 2018).

1.4.2. Alteracdées na estrutura das proteinas do leite por

interacao com compostos fendlicos

Como referido anteriormente, a interacdo dos compostos fenélicos com as proteinas pode
causar modificacdes na estrutura das proteinas e assim alterar a sua alergenicidade (Ozdal et
al., 2013; Pessato et al., 2018). Foram realizados alguns estudos que demonstram que esta
interacao pode provocar alteracdes na estrutura secundaria e terciarias das proteinas, com o
intuito de este método poder ser usado para a producdo de alimentos hipoalergénicos. Assim,
Pessato et al., 2018, estudaram a interacdo das proteinas do soro do leite com compostos
fenolicos do cha e do café, como uma possivel estratégia para a reducao da capacidade
alergénica das proteinas do leite. Os dois compostos fendlicos utilizados neste estudo foram o
AC e 0 EGCG. Os resultados demonstraram que as interacoes das proteinas do soro do leite com
0 AC ou com o EGCG, promoveram alteracées na sua estrutura secundaria e terciaria das
proteinas, sendo que o AC apresentou maior afinidade de ligacdo para as proteinas do que o
EGCG, enquanto este mostrou maior eficacia na reducdo da alergenicidade da B-LG e da
albumina sérica bovina. Assim, a complexacao com o EGCG, pode ser uma estratégia promissora

para o desenvolvimento de produtos lacteos hipoalergénicos (Pessato et al., 2018).

Num outro estudo realizado por Wu et al.,2018, investigou-se a reducao da capacidade
alergénica da B-LG e a melhoria das suas propriedades funcionais, através da conjugacao
covalente com o ACL e o EGCG. Estes dois polifendis interagiram com a B-LG, por meio de
ligacbes covalentes, promovendo modificacdes estruturais na proteina. Os resultados
demonstraram que a conjugacao da B-LG com o ACL e o EGCG foi eficaz na reducao da

capacidade de ligacao de IgE. No entanto, o EGCG demonstrou ser mais eficaz que o ACL na
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formacao dos conjugados polifenol-B-LG. Este estudo conseguiu assim, através deste método,

reduzir a capacidade alergénica da B-LG (Wu et al., 2018).

Pu et al., 2021, estudaram o mecanismo de reducao da antigenicidade da B-LG por seis
flavonoides, por meio de interacoes nao covalentes. Os resultados demonstraram que todos os
flavonoides reduziram a antigenicidade da B-LG na seguinte ordem: EGCG > floretina >
naringenina > miricetina > kaempferol > quercetina. A interacao destes flavonoides com a B-
LG, provocou modificacdes na estrutura da proteina, que foram associadas a uma reducao na
antigenicidade da proteina. Este estudo pode ser uma mais-valia para o desenvolvimento de
produtos hipoalergénicos que contenham a B-LG, uma vez que elucida o mecanismo de ligacao
destes seis flavonoides com esta proteina e o mecanismo de inibicao da sua antigenicidade (Pu
et al., 2021).
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1.5. Técnicas espectroscopicas

As proteinas tém um papel muito importante nos processos celulares. A sua funcao depende da
sua estrutura, tornando assim o conhecimento da estrutura da proteina imperativo para a
compreensao das suas funcdes celulares. Varios métodos para determinar a estrutura terciaria
ou secundaria das proteinas podem ser utilizados (Yogesha et al., 2020). Por exemplo, técnicas
como ressonancia magnética nuclear (RMN), cristalografia de raios-X e criomicroscopia
eletronica sdo aplicadas regularmente para determinar a estrutura tridimensional das
proteinas. A analise da estrutura terciaria pode ser realizada por espectroscopia de
fluorescéncia, enquanto as estruturas secundarias podem ser analisadas usando técnicas como
espectroscopia de dicroismo circular (CD) e espectroscopia do infravermelho por transformada
de Fourier (FTIR).

1.5.1 Espectroscopia de fluorescéncia

A espectroscopia de fluorescéncia fundamenta-se num processo de emissao de fluorescéncia,
devido a uma transicao do estado excitado para o estado fundamental, distinto do verificado
na espectroscopia de absorcdo no UV-Visivel. Como técnica analitica tem aplicacdo nas areas

alimentar e farmacéutica (Kaur et al., 2018).

A extincdo (quenching) da fluorescéncia € uma via importante para estudar a interacao entre
proteinas e os compostos fendlicos em geral. Os residuos de Phe, Trp e Tyr (principalmente o
Trp) emitem fluorescéncia apos excitacao (G. Zhang et al., 2008; Zhu et al., 2017). O Trp
apresenta o maior rendimento de fluorescéncia e domina a fluorescéncia intrinseca se a
proteina for excitada a 295 nm (Akbar et al., 2016; Maity et al., 2016);. O espectro de emissao
de Trp reflete o ambiente em que os residuos de Trp se encontram na proteina. Deste modo, o
espectro de emissao € alterado por transicoes conformacionais, associacdo de subunidades ou
ligacdo a outras moléculas, além das interacées com outros residuos intramoleculares ou

moléculas de solvente (Han et al., 2012; Kanakis et al., 2011).

A intensidade de fluorescéncia da proteina pode diminuir em resultado de uma variedade de
interacao de moléculas, que é chamada extincdo por fluorescéncia (H. Zhang et al., 2014). A
extincdo de fluorescéncia é a diminuicdo do rendimento quantico da fluorescéncia de um
fluoroforo induzida por uma variedade de interacdes moleculares com moléculas inibidoras
(Kanakis et al., 2011; G. Zhang et al., 2008). A extincado da fluorescéncia pode resultar de varios
processos, como a colisao molecular, a formacao de complexos no estado fundamental, a
reacao no estado excitado, o rearranjo molecular ou a transferéncia de energia. Os mecanismos
desses processos sao geralmente classificados como extincao dinamica ou estatica. A extincao
de fluorescéncia estatica ocorre devido a formacdo de um complexo entre o fluordforo e o
inibidor, enquanto a extincdo dinamica resulta da colisdo entre o fluoréforo e o inibidor
(Daneshgar et al., 2009).
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Para elucidar o mecanismo de extingao induzido por compostos fendlicos, os dados de extincao

por fluorescéncia sao analisados através da equacao de Stern-Volmer (1) (Zhan et al., 2020).

%=1+st><[Q] (1)

Em que Fy e F sdo as intensidades de fluorescéncia antes e apo6s a adicao do supressor,
respetivamente; K, € a constante de extincao, cujo valor é calculado diretamente a partir a

eficiéncia da extingcao e [Q] é a concentracdo do supressor de fluorescéncia (Zhan et al., 2020).

Como a distincao entre os dois tipos de mecanismos de extincao de fluorescéncia é dificil, uma
vez que uma representacao grafica de Stern-Volmer ndo é suficiente para a determinacao do
mecanismo de extingao, este é ainda confirmado pelo valor de k,, considerando a equagao (2)
(Daneshgar et al., 2009).

Kq = Ksv (2)

To

Onde kq € a constante de velocidade de extincao da fluorescéncia da biomolécula; 1, é a
duracéo da fluorescéncia da biomolécula na auséncia de supressor, em que o valor geralmente
usado é de 10®s (Wei et al., 2018; Zhan et al., 2020). Um valor de k4 superior a 2,0x10"0 (M s°
") significa que o mecanismo de extincao de fluorescéncia, € um mecanismo estatico (Lu et al.,
2009; Wei et al., 2018; Xie et al., 2017).

40



1.5.2 Dicroismo circular

O dicroismo circular (DC) é uma técnica espectroscopica muito utilizada para o estudo da
estrutura secundaria de proteinas, embora também possa ser usado para estudar a conformacao
de peptideos e acidos nucleicos, sob varias condicoes experimentais, como por exemplo,
diferente temperatura, forca ionica ou na presenca de solutos ou moléculas pequenas. Esta
técnica ndo é destrutiva, é relativamente facil e rapida de executar e requer uma pequena

quantidade de amostra (Corréa & Ramos, 2009).

0 DC usa uma fonte de luz polarizada circularmente, na qual o vetor oscila de modo rotatorio
para a direita ou para a esquerda, formando uma hélice em torno do eixo de propagacao da
luz. Para comparar, quando a luz é despolarizada, o vetor eletromagnético oscila em qualquer
direcao perpendicular a direcdo da propagacao. E quando a luz é linearmente polarizada num

plano, o vetor oscila num Unico plano na direcao da propagacao (Corréa & Ramos, 2009).

DC (mdeg)

300 1 L 1 L 1 . I L 1 L 1 L 1
170 180 190 200 210 220 230 240 250

Comprimento de onda (nm)

Figura 8 - Representacao de espectros de CD para trés tipos de estruturas secundarias. Hélice-a (linha

vermelha), folhas-B (linha verde) e enrolamento aleatorio (linha azul).

0 DC investiga a estrutura secundaria das proteinas, porque a ligacao peptidica é assimétrica e
as moléculas, sem um plano de simetria, apresentam o fenomeno do dicroismo circular. A
transicao n—II* é eletricamente impedida, mas é magneticamente permitida, sendo a principal
responsavel pelas bandas negativas no espectro a 222 nm, caracteristica de hélice-a, e 216 -
218 nm, caracteristica de folhas-B. A transicdo TI0 —IT* é a principal responsavel pela banda
positiva, aproximadamente, a 190 nm e a banda negativa a 208 nm, caracteristica das hélice-
a, e pela banda positiva, aproximadamente, a 198 nm, caracteristica de folhas-B8 (Woody &
Koslowski, 2002). Uma banda negativa em torno dos 200 nm é caracteristica de um enrolamento

aleatorio, para uma proteina sem estrutura secundaria dominante (Rogers et al., 2019).
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Num espectro DC tipico, a auséncia de sinal significa auséncia de dicroismo circular, um sinal
negativo significa absorcao da luz polarizada circularmente pela esquerda e um sinal positivo
significa absorcao de luz polarizada circularmente pela direita. Os espectros para proteinas
com folhas-B sao mais diversificados do que os das proteinas com hélices-a, porque as folhas-8
podem estar presentes em conformacoes paralelas, antiparalelas ou mistas. Ja o espectro de
uma proteina desordenada, (enrolamento ao acaso) tem uma banda negativa de grande

magnitude a volta de 200 nm (Corréa & Ramos, 2009).

Nas proteinas, os cromdforos de interesse incluem a ligacao peptidica (absorcao abaixo de 240
nm), cadeias laterais de aminoacidos aromaticos (absorcao na faixa de 260 a 320 nm) e ligacoes
dissulfureto (bandas de absorcado largas fracas centradas a volta de 260 nm). Além disso,
cofatores nao proteicos podem absorver numa ampla faixa espectral (Kelly et al., 2005). Uma
vantagem da técnica de DC nos estudos de proteinas é que informacdes estruturais

complementares podem ser obtidas apenas a partir de uma Unica regido espectral.

1.6 Objetivos do estudo

As caseinas sdo das principais proteinas responsaveis pela ALV, e como o Cas é a forma mais
comum da sua utilizacdo em alimentos processados, € relevante o estudo da interacao do Cas

com alguns compostos fenolicos.

0 objetivo principal deste trabalho foi determinar se a interacdo dos seis compostos fendlicos
em estudo, acido galico (AG), acido cafeico (AC), acido ferllico (AF), acido clorogénico (ACL),
quercetina (QR) e acido tanico (AT), com o Cas promoveram alteracdes na estrutura secundaria
e terciaria deste produto proteico. Para isso, foi utilizada a espectroscopia de fluorescéncia e
DC.

Como a B-LG é também uma proteina alergénica, pretendeu-se igualmente verificar, através
de um estudo de docking molecular, se esta interage de modo termodinamicamente favoravel
comaQReoAT.
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Capitulo 2 - Materiais e métodos

2.1 Materiais

0 Caseinato de sodio, o acido galico (298%), o acido cafeico (98%), o acido ferUlico (99%), o
acido clorogénico (95%), a quercetina (95%) e o acido tanico (95%) foram adquiridos a Sigma-

Aldrich. Nos ensaios foi ainda utilizada agua bidestilada MiliQ.

Para as experiéncias, as solucoes de Cas e dos compostos fenolicos foram dissolvidas em tampao
fosfato 0,05M (K,HPO, e KH,PO,) que foram obtidos na Sigma-Aldrich e pH de 7,4.

2.2 Fluorescéncia

Todos os espectros de fluorescéncia de solugdes puras de Cas em tampao fosfato (0,05 M), pH
7,40, bem como as solucdes de compostos fendlicos no mesmo tampao e as solucdes de mistura
de caseinato de sodio com os compostos fenolicos, foram efetuados num espectrofluorimetro
FluoroMax-4 (Horiba Jobin Yvon - Edison, NJ USA). As experiéncias foram realizadas numa
“cuvette” de quartzo e os espectros de emissao de fluorescéncia foram registados numa gama
de comprimento de onda de 295-450 nm, apds excitacao a 280 nm. A largura das bandas de
emissao e excitacao usadas foram ambas de 3 nm.

A concentracao do Cas foi mantida constante a 5 pM, enquanto a concentracao dos compostos
fendlicos variou. Para cada analise, o volume total de solucao na “cuvette” foi de 1,75 mL.

Os espectros de fluorescéncia foram corrigidos do sinal de tampéo, sendo que os espectros dos
compostos fendlicos nas suas concentracdes correspondentes foram subtraidos aos espectros
da mistura do Cas com o composto fendlico.

As solucoes foram preparadas com tampao fosfato (0,05M) pH de 7,40, a temperatura de 25°C,
com o objetivo de verificar o efeito de extincdo de fluorescéncia, devido a interacdo do Cas
com os compostos fenolicos (AC, AG, AF, ACL, QR e AT) e, consequentemente, analisar a
existéncia de alteragcdes na estrutura terciaria do Cas. As solucdes foram todas incubadas a
37°C, durante 10 minutos, sendo que as leituras dos espectros de fluorescéncia foram efetuadas
aos 0 minutos e ao final do tempo, aos 10 minutos. A temperatura foi controlada num banho
termostatico NesL ABRTE7.

Os espectros, foram realizados em triplicado e os resultados expressos como médias. Os dados
dos espectros de fluorescéncia foram transferidos do software OriginPro 2016

(https://www.originlab.com/2016) para o Microsoft Excel, onde foram realizados os calculos

necessarios, bem como a construcao de figuras e tabelas.
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2.3 Dicroismo Circular

Os espectros de DC do Cas, as solucdes de compostos fenolicos e as solucdes de Cas e composto
fenolico, foram registados com um espectropolarimetro Jasco J-815 (JASCO Corporation,
Toquio, Japao) e visualizados através do programa OriginPro 2016
https://www.originlab.com/2016. Para as medicdes na regiao do UV-extremo (comprimento de
onda de 190 a 260 nm) foi utilizada uma célula de quartzo com comprimento de trajeto de 0,1
cm, sob atmosfera de azoto (1bar). A concentracdo da proteina foi mantida constante (5 pM),
enquanto se variou a concentracdo dos compostos fenolicos. Todas as solucdes foram
preparadas utilizando tampao fosfato (0,05 M) e pH 7,40. Foi realizado um conjunto de 3
varrimentos com velocidade de 50 nm por minuto e os dados foram recolhidos, para cada
nanometro, num intervalo de 260 a 190 nm. As amostras foram incubadas durante 10 minutos,
a 37°C, utilizando-se um banho de agua LAUDA RE-104 circulado a envolver a cuvette de
quartzo. Os espectros obtidos foram corrigidos dos espectros do tampao e dos compostos
fendlicos. Assim, para cada concentracdo usada nas misturas composto fenolico-caseinato de
sodio, foram subtraidos os espectros de tampao e composto fenolico respetivos. Todas as
experiéncias foram realizadas em triplicado e os dados expressos como média. A estrutura
secundaria da proteina foi calculada através do software Dichroweb, usando o programa
CDSSTR, (http://dichroweb.cryst.bbk.ac.uk/html/home.shtml).
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Capitulo 3 - Resultados e discussao

3.1 Fluorescéncia

A espectroscopia de fluorescéncia € uma técnica poderosa que tem sido muito utilizada para
investigar a funcao molecular e a estrutura terciaria das proteinas (Wang et al., 2017). Esta
técnica é também uma das abordagens mais convenientes para efetuar estudos sobre a
interacao entre ligandos e proteinas (Zhu et al., 2017). As proteinas contém trés aminoacidos
aromaticos: tirosina; fenilalanina e triptofano (Zhu et al., 2017). Estes aminacidos sao
fluoroforos naturais e sao os responsaveis pela fluorescéncia intrinseca das proteinas (Wang et
al., 2017). Na realidade, em muitas proteinas o triptofano é o grande responsavel pela sua
emissao de fluorescéncia intrinseca, (G. Zhang et al., 2008) uma vez que é o aminoacido que
apresenta maior rendimento quantico e coeficiente de extincdo molar. Por outro lado, a
fenilalanina apresenta um rendimento quantico muito baixo (G. Zhang et al., 2008). A
fluorescéncia de um residuo de tirosina é quase extinta, quando esta é ionizada perto de um
grupo amina, um grupo carboxilo ou um triptofano. Assim, o estudo das interacées do Cas com
os seis compostos fenolicos (AC, AG, AF, ACL, QR e AT) foi realizado utilizando a técnica de
extincao de fluorescéncia. A interacao do Cas com os diferentes compostos fenolicos, a pH
fisiologico (7,40), foi analisada pela medicao de intensidade de fluorescéncia do Cas. Para um
comprimento de onda de excitacao de 280 nm, o comprimento de onda maximo de emissao de
fluorescéncia (Anax) da solucdo de Cas foi de 348 nm.

Os espectros de fluorescéncia do Cas, na presenca e na auséncia de compostos fendlicos, sao

apresentados nas Figuras 9 a 14.
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Figura 9 - Espectro de Fluorescéncia de caseinato de sodio 5 UM na presenca de diferentes concentracoes

de acido cafeico (AC), a tempo 0; b tempo 10 minutos, a temperatura de 37°C.
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Figura 10 - Espectro de Fluorescéncia de caseinato de sddio 5 pM na presenca de diferentes concentracoes

de acido galico (AG), a tempo; b 10 minutos, a temperatura de 37°C.
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Figura 12 - Espectro de Fluorescéncia de caseinato de sddio 5 pM na presenca de diferentes concentracoes

de acido clorogénico (ACL), a tempo 0; b tempo 10 minutos, a temperatura de 37°C.
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Figura 13 - Espectro de Fluorescéncia de caseinato de sddio 5 M na presenca de diferentes concentracoes

de quercetina (QR), a tempo 0; b tempo 10 minutos, a temperatura de 37°C.
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Figura 14 - Espectro de Fluorescéncia de caseinato de sddio 5 pM na presenca de diferentes concentracoes

de acido tanico (AT), a tempo 0; b tempo 10 minutos, a temperatura de 37°C.

Para todos os compostos fenolicos testados, a intensidade de fluorescéncia do Cas diminuiu,
com o aumento da concentracdo dos compostos fenolicos, isto €, houve a extincdo da
fluorescéncia do Cas (Figura 9 a Figura 14). Isto foi observado nas experiéncias, logo apods a
primeira adicdo do composto fendlico, para a temperatura de 37°C, ao tempo 0 e ao fim de 10
minutos. Em alguns dos espectros dos compostos fendlicos registou-se um desvio do Ay, €m
ambos os tempos da experiéncia, como se pode observar nos espectros: ACL (Figura 12), AT
(Figura 14) e QR (Figura 13), sendo o desvio mais notorio no espectro ACL, enquanto que no
espectro de AC (Figura 9), AG (Figura 10) e AF (Figura 11), nao se observa desvio significativo
de Anax, 0 que significa que nos espectros de AC, AG e AF nao houve mudanca do microambiente
dos residuos de triptofano (Wei et al., 2018). Os espectros de Cas com ACL apresentam um
desvio acentuado de A, para o vermelho. No tempo 0, o desvio foi de 13 nm (350 - 363 nm) e
no tempo 10 minutos o desvio observado foi de 14 nm (349 - 363 nm), o que significa que o

microambiente préximo aos residuos de Trp e de Tyr foi alterado e a hidrofobicidade diminuiu
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(Wei et al., 2018) o que, consequentemente, pode levar a perda da estrutura terciaria ou
quaternaria da proteina (Wang et al., 2017). Por sua vez, os espectros de Cas e QR apresentam
um desvio para o azul, sendo o mais acentuado no espectro ao fim de 10 minutos, indicando
que a polaridade da cavidade de ligacdo proxima ao triptofano foi diminuida e a estrutura
secundaria foi alterada (Wei et al., 2018). O facto de nos espectros do Cas com o ACL o desvio
para o vermelho ser tao elevado, 13 nm e 14 nm, respetivamente para 0 e 10 minutos, sugere
que o ambiente em torno dos residuos de Trp foi afetado mais severamente pela ligacdo com o
ACL do que com os outros compostos fendlicos. O aumento no valor do desvio também pode
resultar do sitio de ligacdo do ACL ao Cas poder situar-se muito proximo dos residuos de Trp
(Xie et al., 2017).

No espectro de AT (Figura 14), pode observar-se uma diminuicao brusca da intensidade da
fluorescéncia com o aumento da concentracao do composto fenoélico, sendo bem visiveis apenas
quatro curvas, que correspondem as quatro primeiras concentracoes. Isto pode acontecer uma
vez que o AT é uma molécula maior, quando comparada com os restantes compostos fenolicos
estudados, pelo que quando o AT interage com a superficie da proteina, este cobre uma
superficie mais extensa promovendo mais facilmente a extincdao da fluorescéncia dos
fluoroforos da proteina.

Assim, os resultados indicam que este conjunto de compostos fendlicos (AC, AG, ACL, AF, QR e
AT), extinguem a fluorescéncia intrinseca do caseinato como resultado de interagoes

moleculares (Zhu et al., 2017).

De modo a elucidar o tipo de mecanismo de extincdo de fluorescéncia, foram utilizadas as
equacoes (1) e (2). Deste modo, os valores de K, foram obtidos a partir da regressao de Fy/F
versus [Q], equacao 1, e K, a partir da equacdo 2. Os resultados sao apresentados na Tabela 1,
simultaneamente com a constante de ligacao (Ky,) que foi calculada através da equacdo de
Lineweaver-Burk, que sera discutida em 3.1.1. As representacdes graficas (Fo/F versus [Q]) para

cada composto fendlico, estao apresentadas no Anexo A.
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Tabela 1 - Constante de extingao (Ksv), constante de velocidade de extincao biomolecular (Kq) e constante

de ligacao (Kp) entre o Cas e os compostos fenolicos nos tempos 0 e 10 min, a temperatura de 37°C.

Tempo 0 Tempo 10

Ksv (M) Kq (M1s7T) Kp (M) Ksv (M) Kq (M s Kp (M)
x10* x1012 x10* x10* x1012 x10*
Acido cafeico 5,73 5,74 4,65 5,65 5,65 4,22
Acido Galico 1,45 1,46 3,77 1,76 1,76 4,50
Acido Fertlico 3,84 3,85 3,10 3,50 3,50 3,26
Acido Clorogénico 6,25 6,26 1,34 6,47 6,47 1,51
Quercetina 1,43 1,44 6,49 3,80 3,81 6,42
Acido Tanico 700 700 37,2 700 700 42,7

De acordo com as representacoes graficas da equacao de Stern-Volmer (Anexo A), observa-se
que todas sao lineares embora, em alguns casos, se verifique um encurvamento da reta.
Geralmente, um grafico de Stern-Volmer linear representa um s6 mecanismo de extincao de
fluorescéncia (Xie et al., 2017). Contudo, esta explicacao ndo é suficiente para definir o tipo
de mecanismo de extincao.

No entanto, para um mecanismo de extincdo dinamico de fluorescéncia, a K, por colisdo de
varios supressores com um biopolimero, é de 2,0x10"°M" s' (Xie et al., 2017). A constante K,
foi calculada pela Equacao (2), e os resultados estao apresentados na Tabela 1. Com base nos
valores obtidos, verifica-se que para todos os compostos fenoélicos testados, em ambos os
tempos, os valores de K, sdo superiores a 2,0x10'° (M s™), sugerindo que o mecanismo de
extincao de fluorescéncia estatico, foi o que ocorreu maioritariamente. Sendo assim, a extingao
de fluorescéncia entre o Cas e este conjunto de compostos fendlicos, ocorreu principalmente
pela formacao de um complexo entre o fluoréforo e cada um dos supressores de fluorescéncia
(Zhan et al., 2020). Deste modo, a formacao dos complexos entre o Cas e os compostos fenolicos
€ consistente com outros estudos semelhantes e os valores das constantes de extingao obtidos
também (Xie et al., 2017; G. Zhang et al., 2008; Zhu et al., 2017). O AT apresenta os dois
mecanismos de extincao de fluorescéncia, estatico e dinamico (Lakowicz, 1999). Esta situacao
é observavel através do grafico da Figura A 11 do anexo, porque este apresenta dois
comportamentos: um comportamento mais linear para as concentracées baixas, ou seja, até a
concentragao 2,25 x 10® M e para concentracdes superiores apresenta um comportamento
curvilineo. Finalmente, é de salientar que o grafico de Stern-Volmer da QR (Figura A 9 do anexo)
apresenta uma notdria diferenca no declive do tempo 0 para o tempo 10. Ao final de 10 minutos,
o declive do grafico € maior, o que indica que ocorreu uma maior extincao de fluorescéncia do

Cas por parte do supressor, QR.
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3.1.1 Analise dos Dados de Ligacao

0 mecanismo de extincado de fluorescéncia foi determinado pelas equacdes (1) e (2) e, de modo
a calcular a afinidade de ligacao entre o Cas e cada um dos compostos fendlicos, foi utilizada
a equacao de Lineweaver-Burk (Liu et al., 2010). Admitindo que a ligacdo dos compostos
fenolicos a proteina ocorre de forma independente a um conjunto de locais na proteina, o
equilibrio entre as moléculas livres e as moléculas ligadas é dado pela equacao (3), através da
qual se obtém a constante de ligacao (K,) (Lu et al., 2009):

1 1 1

= —+— 3
Fo-F) _ Fo | (KpxFoxIQD 3)

Onde F, e F sdo as intensidades de fluorescéncia antes e apo6s a adicdo do supressor,
respetivamente; [Q] € a concentracdo do supressor e K, é a constante de ligacdo entre a
proteina e o ligando, obtida a partir da representacao grafica da equacao (3), num grafico de
[1/(Fo-F)] versus 1/[Q] (Lu et al., 2009).

As representacoes graficas da equacao (3) para os complexos Cas-compostos fenolicos sao
apresentadas no Anexo 1. Observando os valores de Ky, apresentados na Tabela 1, verifica-se
que do tempo 0 para o tempo 10, nao houve alteracdes significativas na constante de ligacao.
Esta situacao pode ter ocorrido devido a rapida formacao do complexo e, assim, significar uma
situacao de equilibrio. Sendo que K, variou entre 1,34x10* M' e 37,2x10*M™, para o tempo 0 e
de 1,51x10* M a 42,7x10*M! para o tempo 10. Em geral, pode dizer-se que para interacoes
ligando-proteina, as constantes de ligacdo sao consideradas altas, quando estas estdao dentro
da faixa 10° a 108 M' (Sheng et al., 2014). Assim comparando os valores obtidos de K,, com os
valores acima mencionados, que consideram as constantes de ligacao elevadas, podemos
classificar que a ligacao entre a proteina e os compostos fenédlicos e que originam complexos,
€ moderada dado que é baseada em ligacdes nao covalentes (Zhu et al., 2017). Pode ainda
constatar-se que, para ambos os tempos da experiéncia, o valor de K, mais elevado corresponde
ao complexo Cas-AT, na ordem dos 10° M, enquanto que para os restantes complexos formados
o valor de K, situa-se na ordem dos 10* M'. Perante estes valores, pode constatar-se que as
constantes de ligacdao obtidas sdo maiores para os complexos formados entre o Cas e os
polifendis maiores, do que para os complexos formados com compostos fendlicos de menor
tamanho (Chanphai et al., 2018; Kanakis et al., 2011). Assim, pela analise dos valores de K,
pode ainda considerar-se que a extincao de fluorescéncia do Cas pelo AT é mais forte e mais
estavel do que com os restantes compostos fenodlicos estudados (Liu et al., 2010). Tal razao
pode dever-se ao facto do AT ser um composto fenolico mais volumoso e, por isso mesmo,
possuir mais grupos OH, o que faz com as ligacdes de hidrogénio estabilizem mais este complexo

e, consequentemente, tenham K, mais altos (Chanphai et al., 2018).
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3.1.2 Analise termodinamica

Tal como referido anteriormente, existem quatro tipos principais de interacées nao covalentes
na ligacdo entre pequenas moléculas e macromoléculas. Essas incluem pontes de hidrogénio,
forcas de van der Waals, interacdes hidrofébicas e ligacoes electrostaticas (Daneshgar et al.,
2009). Os estudos dos parametros termodinamicos das reacoes de ligacdo permitem determinar
o tipo de forcas responsaveis pela ligacdo (Daneshgar et al., 2009).

Os valores da variacao de entalpia (AH), entropia (AS) e da energia livre de Gibbs (AG) podem

ser determinados através das equacoes (4-6): [nK, = _RA—TH + %S

(4)
AG = AH —TAS = —RT InK,, (5)
AG = —RT InK, (6)

onde R é a constante dos gases (8,31 J K' mol') e K, é a constante de ligacdo que foi
previamente calculada na temperatura correspondente, através da equacao (3). A partir dos
valores de outros parametros termodinamicos (AH e AS) é possivel obter informacéo sobre a
natureza das interacdes dominantes para cada complexo entre o composto fenodlico e a
proteina. Deste modo, valores de AH e AS positivos, indicam principalmente interacoes
hidrofébicas (Wei et al., 2018), enquanto que valores negativos de AH e AS, surgem de forcas
de Van der Waals e ligagdes de hidrogénio (Ross & Subramanian, 1981). Os valores de AH e AS
poderiam ser obtidos através da aplicacao da equacao de van’t Hoff, mas neste estudo, nao
foram determinados porque nao foi possivel realizar ensaios a mais de uma temperatura. Os
valores de AG foram calculados pela equacéo 6 para todos os complexos de composto fendlico-

Cas, e sao apresentados na Tabela 2.
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Tabela 2 - AG relativo a formacdo do complexo Cas-composto fendlico, a temperatura de 37°C, nos tempos

0 e 10 minutos de incubacao.

Composto Fenélico Tempo AG (KJ mol?) Tempo AG (KJ mol)
Acido Cafeico -27,10 -26,85
Acido Galico -24,18 -27,02
Acido Ferllico -10,20 -26,20

) 0 min 10 min
Acido Clorogénico -23,96 -24,26
Quercetina -27,94 -27,91
Acido Tanico -32,34 -32,69

Os valores negativos de AG significam que o processo de ligacdo dos compostos fenolicos ao Cas

é favoravel termodinamicamente e que ocorreu de forma espontanea (Daneshgar et al., 2009).

3.2 Dicroismo Circular

0 DC é uma técnica com elevada sensibilidade utilizada para monitorizar as alteracdes nas
proteinas, ao nivel da estrutura secundaria (Abdollahi et al., 2020; Hasni et al., 2011). Esta
pode sofrer modificacdes quando as proteinas estdo envolvidas em alguns processos,
nomeadamente na ligacao com ligandos (Rogers et al., 2019).

Foi demonstrado anteriormente, por espectroscopia de fluorescéncia, a ocorréncia de extincio
de fluorescéncia devido a interacao entre o Cas e os compostos fenolicos, tendo como efeito a
promocao de alteracdes na estrutura terciaria da proteina. Assim sendo, € importante examinar
como a estrutura da proteina é afetada no complexo Cas-composto fenélico, porque havendo
alteracao na estrutura terciaria da proteina, pode implicar mudanca(s) na estrutura secundaria.
Tal podera ser observado nos espectros de DC. As percentagens dos componentes da estrutura
secundaria obtidas a partir dos espectros de DC de solucdes de quercetina com Cas, sao
apresentados na Tabela 3. Os resultados estdao dentro do erro considerado aceitavel pelo
software (<0,1) (Whitmore & Wallace, 2008). Como ja referido anteriormente, estes resultados
foram obtidos pelo software Dichroweb, usando o programa de analise CDSSTR. O CDSSTR
calcula os diferentes componentes das estruturas secundarias pela comparacao dos espetros de
DC obtidos com um conjunto de espetros de DC de proteinas globulares, medido no mesmo

intervalo de comprimento de onda (Whitmore & Wallace, 2004).
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Figura 15 - Espectro de dicroismo circular de caseinato de sodio-quercetina, sendo CasQR1=8,60x10-4 M,
CasQR2=1,85x10-3 M, a temperatura de 37°C. Ao espectro CasQR foi subtraido o espectro de QR a mesma

concentracao e obtido nas mesmas condicoes.

Na

Figura 15 - Espectro de dicroismo circular de caseinato de sodio-quercetina, sendo
CasQR1=8,60x10-4 M, CasQR2=1,85x10-3 M, a temperatura de 37°C. Ao espectro CasQR foi
subtraido o espectro de QR a mesma concentracao e obtido nas mesmas condicoes.

estao representados os espetros de DC do Cas, na auséncia e presenca de varias concentracdes

de quercetina. O espectro de DC do Cas apresenta um minimo negativo a cerca de 200 nm que
caracteriza uma estrutura desordenada. Observa-se também uma banda negativa entre os 210-
222 nm e um pico positivo por volta dos 195-200nm, que sao caracteristicos de folhas-B (Kaur

et al., 2018; Rogers et al., 2019).

Tabela 3 - Conteldo da estrutura secundaria do Cas, analisado por DC, antes e depois da ligacdo com as

diferentes concentracdes da quercetina.

Lieand Concentracao Hélice-a Folha-8 Voltas-8 Enrolamento
1gando (M) (%) (%) (%) aleatorio (%)
S 0 38 33 7 23

8,60 x 104 47 26 4 23
Quercetina
1,85 x 1073 46 27 4 22

As percentagens do contelido da estrutura secundaria, antes do tratamento com quercetina,
sdo apresentadas na Tabela 3, e correspondem a 38% de hélice-a, a 33% de folhas-B, a 7% de
voltas-B e a 23% de estrutura desordenada. A interacao entre o Cas e a Quercetina demonstra
assim algumas alteracdes, principalmente ao nivel do contelido de hélice-a e de folhas-B.
Devido a interacao com a Quercetina houve uma diminuicdo do conteldo de folhas-8 e um
aumento do conteldo de hélice-a. Este aumento indica que a formacao de ligacdes de

hidrogénio é favorecida, o que confere maior estabilidade as hélices-a (Mufoz & Serrano, 1995).
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Resultados semelhantes, com o aumento do conteldo de hélice-a, foram reportados num
estudo com complexos formados com outra proteina do leite (B-LG) e polifendis do cha (Kanakis
et al., 2011). Noutro estudo, realizado por Pu et al, 2021, em que foi utilizada também a B-LG
e seis flavonoides, um dos quais a quercetina, foram obtidos resultados diferentes em relacao
ao conteldo de hélice-a. Neste caso, verificou-se uma diminuicao na percentagem de hélice-
a, com um aumento de folhas-B e de enrolamento ao acaso, que indicam alteracdes na estrutura
secundaria da proteina (Pu et al., 2021). Wu et al., 2018, utilizaram também polifendis do cha,
nomeadamente o ACL e EGCG para estudar a reducao da capacidade alergénica da B-LG por
conjugacdo com estes polifendis e usaram o DC para analisar as alteracdes conformacionais da
proteina apds esta conjugacdo. Os resultados de DC demostraram que os conjugados B-LG-
polifenol obtiveram valores de elipticidade menores no comprimento de onda de 208 nm, do
que o da B-LG de controlo, o que indica diminuicao do conteldo de hélice-a. Assim, apds
conjugacdo com os polifendis, observaram que contetdo de hélice-a e folhas-B diminuiu e o
contetdo de enrolamento ao acaso aumentou, 0 que sugere que a conjugacao promoveu
mudancas na estrutura secundaria desta proteina, tornando-a mais desordenada (Wu et al.,
2018)

Em outro estudo onde utilizaram também a quercetina, mas com uma proteina do ovo, a
ovalbumina, os resultados de DC demonstraram que a conjugacao deste composto fenélico com
a ovalbumina, levou a diminuicdo do conteldo de hélice-a (T. Zhang et al., 2020).

De um modo geral, pode concluir-se que a adicdo de quercetina a solucdao do Cas promoveu
mudancas na conformacdo da proteina, o que € consistente também com os resultados da

fluorescéncia.
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3.3 Docking molecular de compostos fenélicos com uma

proteina do soro de leite

0 docking molecular é um método de simulacdo utilizado para prever o modo de ligacdo e a
afinidade entre a proteina e as moléculas de ligandos (Zeng et al., 2019). O estudo de docking
molecular nao foi realizado com o caseinato de sodio, uma vez que esta proteina nao apresenta
uma estrutura Unica, pois resulta da juncdo de quatro fracoes de caseinas (as;, ds, B € k). Deste
modo, como o caseinato nao é uma proteina pura cristalizada, ndo ha possibilidade deste estudo
ser efetuado com esta proteina. Como a B-LG é uma proteina globular do soro de leite, com
peso molecular de 18,3 KDa (Chanphai et al., 2018), foi utilizada para o estudo de docking.
Como referido anteriormente, a proteina contém uma hélice-a e nove folhas-B8 antiparalelas,
de modo a formar uma estrutura “B-barrel”, em forma de um calice (Wu et al., 2018). Esta
proteina possui dois residuos de triptofano, o Trp-19 e o Trp-61 (Liang et al., 2008), como
representado na Figura 16. Dos dois residuos de triptofano, o Trp-19 é o principal responsavel

pela fluorescéncia (Maity et al., 2016).

Figura 16 - Estrutura 3D da B-Lactoglobulina (PDB: 2Q2M).
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Figura 17 - Conteldos de estrutura secundaria da B-Lactoglobulina, hélice-a (a azul), folhas-B (a verde)

e enrolamento ao acaso (a vermelho).

O programa utilizado para os estudos do docking molecular foi o SwissDock e para a visualizacao
utilizou-se o UCSF Chimera 1.15. O SwissDock é um servidor de docking na web (Grosdidier et
al., 2011). Neste programa, as estruturas do ligando e da proteina alvo podem ser preparadas
online para o docking molecular. Os modos de ligacao previstos e toda a interpretacao dos
resultados é muito facilitada pela possibilidade de visualizacao online das previsoes de docking
no visualizador molecular UCSF Chimera (Pettersen et al., 2004), o qual pode ser iniciado
diretamente na web (Grosdidier et al., 2011). O SwissDock foi desenvolvido com base no
programa de docking EADock DSS, cujo algoritmo consiste nas quatro etapas seguintes: sao
gerados muitos tipos de ligacao em uma caixa designada por docking local ou nas proximidades
de todas as cavidades alvo, chamado docking cego, ao mesmo tempo que as suas energias sao
calculadas de acordo com a aproximacao de CHARMM (Chemistry at HARvard Macromolecular
Mechanics). Posteriormente, as conformagdes de composto fenodlico a volta da proteina com as
energias mais favoraveis sdo avaliados pelo método FACTS (Fast Analytical Treatment
Continuum of Solvation) e sao agrupados em “clusters*, que podem ser visualizados (Grosdidier
et al., 2011).

As interacdes e os modos de ligacdo entre a B-LG e os compostos fendlicos (Quercetina e Acido
Tanico) foram analisadas por docking molecular, como representado na Figura 18. A estrutura
cristalizada da B-LG foi pesquisada na Protein Data Bank (PDB: 2Q2M) e foi obtida com uma
resolucdo de 2,10 A. A estrutura tridimensional do AT foi obtida no UCSF Chimera com base na
obtida na PubChem, enquanto a estrutura da quercetina foi obtida pela SwissDock através da

Protein Data Bank (http://www.swissdock.ch/docking). Pela analise da energia livre de ligacao

(AG), o estudo do docking molecular mostra que o complexo de acido tanico - B-LG é mais

estavel do que o complexo quercetina - B-LG (Erro! A origem da referéncia ndo foi
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ncontrada.Erro! A origem da referéncia ndo foi encontrada.). Foram observadas ligacoes de
hidrogénio entre o AT e a QR e diferentes residuos de aminoacidos, que tendem a estabilizar

os complexos composto fendlico-proteina.

Tabela 4 - Energia de ligacao obtida pelo docking molecular.

Complexo AG (KJ/mol)
Acido Tanico - B-LG -39,4
Quercetina - B-LG -32,6

Figura 18 - Imagens de docking molecular de B-Lactoglobulina com acido tanico A e quercetina B, em que

A’’ e B’ sdao imagens de superficie, onde a regidao a azul representa as zonas hidrofilicas e a regiao

vermelha representa as zonas hidrofobicas.

Pela analise das imagens obtidas pelo UCSF Chimera (Figura 16 e Figura 17) pode observar-se a
localizacao dos dois triptofanos da B-LG: o Trp-19 esta no enrolamento ao acaso, enquanto o
Trp-61 esta situado numa folha-B. O acido tanico estabelece ligagdes de hidrogénio com o Trp-
19, a serina-21 e a asparagina-152, enquanto a QR estabelece ligacdo com a asparagina-152. As
distancias das ligaces de hidrogénio, sao 1,793 A, 2,155 A, 1,797 A e 1,937 A respetivamente.
Este facto indica que estas interacées com ligacoes de hidrogénio sdo relativamente fortes (Lu
et al., 2009). Em relacdo ao AT, as ligacoes de hidrogénio que este efetua com o Trp-19 e com

a asparagina-152, ocorrem na estrutura secundaria de enrolamento ao acaso, ja a ligacao com
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a serina-21 ocorre numa folha-B. A ligacdo de hidrogénio da QR com asparagina-152 esta
localizada num enrolamento ao acaso. Pelas imagens de superficie (Figura 18 B’’) pode
observar-se que o AT, esta posicionado sobre uma zona mais hidrofobica da B-LG, enquanto a
QR esta situada numa zona da B-LG mais hidrofilica, mas ambos se encontram dentro de
pequenas cavidades da proteina. Pode ainda dizer-se que o facto do AT efetuar mais interacoes
por meio de ligacdes de hidrogénio com a proteina do que a QR, pode dever-se ao facto do
numero de interacoes por ligacoes de hidrogénio aumentar com o aumento do niimero de grupos
hidroxilo na estrutura dos compostos fendlicos estudados (Sahihi et al., 2012).

Num estudo de docking molecular realizado por Kanakis et al., 2011, com a B-LG, mas com
compostos fenolicos diferentes (catequina, epicatequina, e o EGCG), os resultados
demonstraram que os complexos B-LG-epicatequina e a B-LG-EGCG eram mais estaveis do que
o complexo B-LG-catequina, uma vez que a energia de ligacao destes foi superior e que as
ligacbes de hidrogénio formadas estabilizam os complexos formados (Kanakis et al., 2011).
Noutro estudo, onde investigaram a interacdo de flavonoides com a B-LG através de docking
molecular e simulacao dinamica (Sahihi et al., 2012), sendo a QR um dos polifendis usados, os
resultados demonstraram que a QR e a quercitrina se ligavam a cavidade interna da B-LG
através de ligacoes de hidrogénio, dado que a QR efetua uma ligacdo de hidrogénio e a
quercitrina efetua trés ligacoes. Por sua vez, a rutina nao se ligou na cavidade interna da
proteina, mas sim a entrada da cavidade efetuando quatro ligacoes de hidrogénio. Estes autores
concluiram que a interacao destes polifendis com a B-LG nao é primeiramente hidrofébica e
que o modo de ligacao é dependente dos grupos hidroxilo presentes na estrutura dos compostos
fendlicos, uma vez que se verifica o aumento do nimero de ligacdes de hidrogénio com o
aumento de grupos hidroxilo na estrutura dos flavonoides (Sahihi et al., 2012). Pu et al., 2021
recorreram a estudos espectroscopicos e de docking molecular, para investigarem a acdo de
seis flavonoides sobre a antigenicidade da B-LG por meio de ligacdes covalentes. O docking
molecular foi aplicado para estudar os modos de ligacao e as interacdes dos seis flavonoides
com a B-LG e os resultados revelaram que os compostos estudados se ligavam com sucesso as
regides das folhas-B e voltas-B na superficie externa da B-LG, proxima da regiao helicoidal (Pu
et al., 2021).
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Capitulo 4 - Conclusdes

As interacoes do Cas com seis compostos fendlicos, nomeadamente o AG, AC, AF, ACL, QRe o
AT, foram analisadas pela técnica de extincdo de fluorescéncia e por DC. O estudo destas
interacdes teve como objetivo, entender e analisar o seu tipo, avaliar as possiveis alteracoes
na estrutura secundaria e terciaria do caseinato de sédio quando na presenca dos compostos
fendlicos e averiguar se ocorreu ou nao a formacao de complexos.

Os resultados obtidos indicaram que os seis compostos fenélicos estudados se ligam ao Cas e
sdo supressores da fluorescéncia dos trés aminoacidos com propriedades intrinsecas de
fluorescéncia, nomeadamente a fenilalanina, a tirosina e o triptofano. Através da analise da
fluorescéncia, conclui-se que o tipo de extincado de fluorescéncia promovido pela maioria dos
compostos fendlicos estudados, € um mecanismo de extingao estatico, porque ocorreu devido
a formacao de um complexo entre o Cas e o supressor. Excetua-se o AT, em que se verificou
apresentar os dois mecanismos de extincdo de fluorescéncia, mecanismo estatico e mecanismo
dinamico, uma vez que, para concentracdes menores demonstra um comportamento linear,
enquanto para concentracoes superiores apresenta um comportamento curvilineo. Segundo a
analise do calculo da energia livre de Gibbs, todos os processos de ligacao estudados neste
trabalho, ocorrem de forma espontanea, uma vez que para todos os complexos de compostos
de fenolicos (AG, AC, AF, ACL, QR e AT) - Cas, apresentam o AG menor que zero. Os resultados
da interacao do Cas com a QR, obtidos por CD demostram um aumento da percentagem de
hélice-a e uma diminuicdo da percentagem das folhas-B, o que indica alteracdo da sua estrutura
secundaria. A estrutura do Cas é assim afetada pela interacdo com os compostos fendlicos
estudados, sugerindo também a alteracao da sua capacidade alergénica.

No entanto, apesar de ja ter sido descrita a reducdo da capacidade alergénica do amendoim
por interacées com compostos fendlicos (Chung & Champagne, 2009), e também de ja ter sido
relatado a reducao da capacidade alergénica da B-LG com polifendis dietéticos (Wu et al.,
2018), ainda nao foi encontrado na Web of Science (Maio de 2022) qualquer registo sobre a
reducéo da capacidade alérgica ao Cas por meio de compostos fenolicos.

0 estudo do docking molecular da B-LG mostra que tanto o AT, como a QR se ligam a proteina,
sendo que o complexo mais favorecido do ponto de vista termodinamico é do AT - B-LG (AG=-
40,4 KJ/mol). Este estudo demonstrou ainda que o AT efetuou mais ligacdes de hidrogénio com
a B-LG, do que a QR, o que pode dever-se ao facto do AT possuir na sua estrutura maior nimero
de grupos hidroxilo.

No futuro, sera importante prosseguir o estudo de docking para verificar se estes compostos
fenolicos se ligam a B-LG perto da regiao dos epitopos. Além disso, devem ser efetuados estudos
termodinamicos a outras temperaturas, entre o caseinato e os compostos fenolicos.
Finalmente, deve ser testado se algum complexo composto fenodlico-caseinato diminuiu a

reatividade de soros de doentes alérgicos a caseinas.
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ANEXOS

Anexo A - Graficos de Stern-Volmer e Lineweaver-
Burk
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Figura A 1 - Grafico de Stern-Volmer para a extincao de fluorescéncia do Cas por AC, ao tempo 0 e 10
minutos, a temperatura de 37°C.
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Figura A 2 - Grafico de Lineweaver-Burk de Cas mais AC, ao tempo 0 e 10 minutos, a temperatura de
37°C.
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Figura A 3 - Grafico de Stern-Volmer para a extincdo de Cas por AG, ao tempo 0 e 10 minutos, a

temperatura de 37°C.
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Figura A 4 - Grafico de Lineweaver-Burk de Cas mais AG, ao tempo 0 e 10 minutos, a temperatura de
37°C.



4,5

40 y =35032x + 0,9492

®
2 _
® Tempo 0 RES 051228 ®
35 ® Tempo 10
o 30
S
S~
2
2,5
2,0 y = 38483x + 0,8507
R?=0,9336
1,5
1,0
OE+00 1E-05 2E-05 3E-05 4E-05 5E-05 6E-05 7E-05 8E-05

[Qlm

Figura A 5 - Grafico de Stern-Volmer para a extingcao de Cas por AF, ao tempo 0 e 10 minutos, a

temperatura de 37°C.
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Figura A 6 - Grafico de Lineweaver-Burk de Cas mais AF, ao tempo 0 e 10 minutos, a temperatura de
37°C.
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Figura A 7 - Grafico de Stern-Volmer para a extincao de Cas por ACL, ao tempo 0 e 10 minutos, a

temperatura de 37°C.
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Figura A 8 - Grafico de Lineweaver-Burk de Cas mais ACL, ao tempo 0 e 10 minutos, a temperatura de
37°C.
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Figura A 9 - Grafico de Stern-Volmer para a extincao de Cas por QR, ao tempo 0 e 10 minutos, a
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Figura A 10 - Grafico de Lineweaver-Burk de Cas mais QR, ao tempo 0 e 10 minutos, a temperatura de

37°C
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Figura A 11 - Grafico de Stern-Volmer para a extincao de Cas por AT, ao tempo 0 e 10 minutos, a

temperatura de 37°C.
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Figura A 12 - Grafico de Lineweaver-Burk de Cas mais AT, ao tempo 0 e 10 minutos, a temperatura de
37°C.
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