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RESUMO

A interacdo da ovalbumina (OVA) com quatro sulfonamidas, nomeadamente sulfatiazol
(S1), sulfaquinoxalina (S2), sulfadimetoxina (S3) e sulfametazina (S4) foi investigada
empregando técnicas espectroscopicas (fluorescéncia molecular, UV-vis e RMN *H)
simulando as condi¢des in natura do ovo. Para o estudo de interacdo, explorou-se a
fluorescéncia intrinseca da proteina (Aex = 280 nm / Aem = 336 NM) na auséncia e presenca
dos ligantes (SFs). As titulacdes espectrofluorimétricas da OVA (2 uM) com os diferentes
ligantes (0-200 puM) foram realizadas em pH 7,4 (tampé&o Tris 50 mM, NaCl 100 mM). Na
avaliacdo do processo de interacdo notou-se diminuicdo na intensidade da emissédo da
fluorescéncia da OVA a medida que os excessos das SFs foram adicionados, devido ao
processo de transferéncia de energia (quenching). Por meio destes resultados foi possivel
calcular a constante de Stern Volmer (Kg), constante de ligacdo (Kp) e proporgédo
estequiométrica (n). Os valores de Ky, variaram de 3,98 a 27,4x10° L mol™ (30 °C) e a partir
destes dados observou-se que a magnitude da interacdo seguiu a seguinte ordem: S1 > S2 >
S4 > S3. O nimero de sitios de ligacdo em todas as condi¢des foi proximo a unidade. Para
todas as SFs avaliadas o aumento da temperatura levou a diminuicdo dos valores de K, e
Kp, indicando que o mecanismo de quenching preferencial é estatico, com formacédo de
complexos supramoleculares ndo-fluorescentes. Este resultado foi confirmado pelos estudos
de UV-vis com formacdo do complexo no estado fundamental. Quanto aos parametros
termodinamicos, obteve-se AG < 0 para todas as SFs avaliadas, indicando que a interagdo ¢
termodinamicamente espontanea. Para S2 e S3, as forcas predominantes na interacdo sao
ligacGes de hidrogénio e forcas de Van der Waals, enquanto que para S1 e S4 as forgas
preferenciais foram eletrostaticas. Através dos estudos por fluorescéncia 3D observou-se a
reducdo na intensidade de fluorescéncia dos picos 2 e 3, relativos a emissdo dos residuos de
tirosina e triptofano e emissao associada a estrutura secundaria da proteina na presenca das
SFs, respectivamente. Este resultado indica que houve mudangas na estrutura nativa da
proteina. Por meio de fluorescéncia sincronizada foi possivel inferir que a interagdo com a
OVA exp0e os residuos de triptofano e tirosina aumentando a polaridade do microambiente
destes aminoacidos. Atraves de estudos baseados em FRET (Fluorescence resonance
energy transfer), foi possivel calcular a distancia intermolecular entre as SFs (receptoras de
energia) e a OVA (doadora de energia), as quais foram inferiores a 10 nm. Os estudos de
competicdo com a sonda ANS que monitora regides hidrofébicas da proteina indicaram que
S2 foi a Unica sulfa capaz de deslocar este marcador. JA com os ions metalicos, observa-se
que Ca(ll), Mg(ll) e Fe (111) favorecem a interagdo das sulfonamidas (S1 e S2) com a OVA.
A partir dos estudos por ressonancia magnética nuclear de hidrogénio (RMN *H) verificou-
se deslocamento dos sinais para 0s hidrogénios aromaticos presentes em S2 e S3. Além
disto, foi verificado que a ovalbumina in natura (obtida da clara do ovo) interage com as
SFs em maior magnitude quando comparado com a OVA comercial. Por meio de estudos
bioldgicos constatou-se que a E. Coli e B. megaterium sdo sensiveis as sulfonamidas
testadas e que os valores de MIC destes antibidticos na auséncia e presenca da OVA ndo
diferem. Dessa forma, os resultados obtidos indicam que houve interacdo entre as SFs e a
macromolécula e, consequentemente, mudangas conformacionais na estrutura da proteina
foram identificadas. Logo, a presenga das SFs em alimentos pode apresentar um risco a
seguranca alimentar, pois uma vez que ha mudanca conformacional na cadeia polipeptidica
da OVA, esta pode comportar-se como um corpo estranho no organismo e
causar/potencializar reacGes alérgicas.

Palavras-chaves: ovalbumina, sulfonamidas, técnicas espectroscopicas, atividade
microbiana.



ABSTRACT

The interaction between ovalbumin (OVA) and four sulphonamides named sulfathiazole
(S1), sulfaquinoxaline (S2), sulfadimethoxine (S3) and sulfamethazine (S4) was
investigated employing spectroscopic techniques (molecular fluorescence, UV-Vis and
'"H NMR) emulating in natura egg conditions. For the interaction study, the intrinsic
fluorescence of the protein (Aex = 280 NM / Aem= 336 nm) was explored in the ligand’s
presence and absence (SFs). The OVA spectrometric titrations (2 uM) with different
ligands (0-200 uM) were performed in pH 7.4 (Tris-HCI buffer solution 50 mM, NaCl
100 mM). For the evaluation of the interaction process, it was noticed a decrease in the
OVA fluorescent emission as SFs excess was added, due to an energy transfer process
(quenching). By using these data, the Stern Volmer constant (K,), binding constant
(Kp) and stoichiometric ratio (n) were calculated. The Ky values ranged from 3.98 to
27.4 x 10° L mol™ (30 °C) and by applying these information, it was observed that the
interaction magnitude followed the order: S3 < S4 < S2 < S1. The number of binding
sites in every condition applied was close to one. For all SFs evaluated the increase in
temperature lead to a decrease in both K, and K; values, indicating that the static
quenching mechanism is preferable, with the formation of a non-fluorescent molecular
complexes. This result was further confirmed by UV-Vis studies with formation of a
fundamental state complex. According to thermodynamic parameters, AG < 0 was
obtained for all SFs evaluated, indicating that the interaction is thermodynamically
spontaneous. For S2 and S3, the main forces acting in the interaction are hydrogen
bonds and Van der Waals forces, whereas S1 and S4 have electrostatic forces,
predominantly. Through 3D fluorescence studies, it was observed a decrease in the
fluorescence intensity of peak 2 and 3, which is related to the tyrosine and tryptophan
residue emissions associated with the protein secondary structure in the presence of SFs,
respectively. This result indicates that there were conformational changes in the protein
native structure. By using synchronized fluorescence, it was possible to deduce that the
interaction with OVA exposes the tyrosine and tryptophan residues, increasing the
polarity of the micro—environment of those amino acids. Through studies based on
FRET (Fluorescence resonance energy transfer), it was possible to calculate the
intermolecular distance between the SFs (energy acceptors) and OVA (energy donor),
which were smaller than 10 nm. The competition assay with ANS probe, which control
the protein hydrophobic regions, indicates that only S2 was capable to shift this marker.
Metallic ions were also evaluated and it was observed that Ca(ll), Mg(ll) and Fe(lll)
can facilitate the interaction between sulphonamides (S1 and S2) and OVA. The 'H
NMR studies showed a signal shift for aromatic hydrogens present in S2 and S3. In
nature ovalbumin (from egg white) interacts more effectively with SFs than commercial
ovalbumin. Biological studies have shown that E. coli and B. megaterium are sensitive
to the sulfonamides tested and the MIC values of these antibiotics in the absence and
presence of OVA do not present significant difference. This way, the results indicate
that there was interaction between SFs and macromolecule and, thus, conformational
changes in the protein structure were identified. So, the presence of SFs in aliments
shows a risk to food security, since the OVA has its polypeptide chain modified and can
act/treat as a foreigner and cause allergic reactions.

Keywords: Ovalbumin, sulphonamides, spectroscopic techniques, microbial activity.
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1. INTRODUCAO

1.1.  Quimica supramolecular e as interagdes proteina-ligante

Em oposicdo a quimica molecular que é baseada nas ligacdes covalentes, a
quimica supramolecular, definida por Jean-Marie Lehn em 1969, é a quimica das
interacOes intermoleculares de natureza ndo covalente e € responsavel por constituir
associacfes supramoleculares com diferentes graus de complexidade estabelecidas
através de interacdes eletrostaticas, hidrofobicas, forcas de Van der Waals e ligac6es de

hidrogénio entre duas ou mais moléculas (Figura 1) (VARSHEY et al., 2012).
Figura 1- Quimica molecular versus Quimica supramolecular.

a) Quimica molecular b) Quimica supramolecular

"-»q E‘+ —

Precursores molecular Molécula A

Molécula A Molécula B

Associacio supramolecular
Fonte: adaptado de Varshey et al., 2012.

Por meio dos conceitos associados a quimica supramolecular é possivel
compreender varios processos bioldgicos, dentre eles o reconhecimento, mobilidade e
auto-organizacdo molecular, além das interagdes entre macromoléculas e ligantes de
natureza variada, especificamente as interac6es proteina-ligante (LEHN, 1996), as quais
sdo a base deste trabalho.

Sabe-se que as proteinas sdo macromoléculas que participam de muitos
processos biolégicos no organismo por apresentarem diferentes fungdes como, por
exemplo, estrutural, reguladora, transportadora, de defesa, catélise, dentre outras.
Entretanto, para que estas executem tais fungbes, precisam interagir com outro(s)
componente(s), como outras proteinas, pequenas moléculas, ions ou acidos nucleicos de
forma que um complexo supramolecular proteina-ligante seja formado por meio de
interacdes intermoleculares entre o ligante e uma regido especifica da proteina
denominada de sitio de ligacdo (Figura 2) (WILLIAMS & DAVITER, 2013). Os
complexos proteina-ligante formados durante os processos biolégicos, de forma geral,
sdo estaveis, pois possuem alto grau de afinidade e complementaridade e, sendo a

resposta bioldgica, em alguns casos, esta condicionada a alteragcdes conformacionais da
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cadeia polipeptidica da proteina apds o processo de interacdo (HU & LI, 2014). Desse
modo, é de suma importancia estudos de interacdo proteina-ligante para compreender as
mudancas funcionais e estruturais ocasionadas por estes processos.

Figura 2- Formacdo do complexo supramolecular proteina-ligante através das ligacGes
néo-covalentes.

Complexo
supramolecular

Ligacio de hidrogénio Interacio hidrofébica Interagio eletrostatica Forca de Van der Waals

.....
.....
------
""""""""

Fonte: elaborado pela autora, 2017.

1.2. Técnicas utilizadas para monitorar a formacdo do complexo
supramolecular proteina-ligante

Por meio de diferentes técnicas é possivel monitorar e investigar a formacdo de
complexos supramoleculares proteina-ligante, tais como: dicroismo circular (CD),
ressonancia magnética nuclear (RMN), fluorescéncia molecular, infravermelho (IR),
espectroscopia de absor¢do por UV-vis, cromatografia liquida de alta performance
(HPLC), eletroforese capilar, titulacdo calorimétrica isotérmica (ITC), microscopia
eletronica de varredura (MEV), microscopia eletrbnica de transmissdo (TEM),
cristalografia, entre outras (WILLIAMS & DAVITER, 2013; CHENG et al., 2013).

Dentre elas, UV-vis, fluorescéncia molecular e RMN foram utilizadas neste
trabalho para avaliar a interacdo entre a proteina ovalbumina (macromolécula) e
diferentes sulfonamidas (ligantes) (DU et al., 2016).
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1.2.1. Espectroscopia de absorc¢ao por UV-vis

Nos estudos de interacfes proteina-ligante a espectroscopia de absor¢éo por UV-
vis permite monitorar a formacdo do complexo supramolecular e alteracdes
provenientes do processo de interacdo. Isto é possivel porque as proteinas possuem duas
bandas de absor¢éo eletrbnica caracteristicas que podem sofrer alteracdes a depender do
estado de oxidacgdo, ligacdo e conformacdo de seus cromoforos, bem como devido as
alteracdes conformacionais da sua cadeia polipeptidica. Tais bandas apresentam
absorcdo aproximadamente em 220 nm, referente as ligacdes peptidicas entre os
aminoacidos, e entre 230-300 nm, referentes as transi¢des eletronicas n-n decorrentes
dos aminoécidos arométicos, como o triptofano que possui banda de absor¢cdo em 280
nm (Figura 3) (NIENHAUS & NIENHAUS, 2005). Dessa maneira, € possivel
identificar alteracGes estruturais da proteina na presenca de ligantes por UV-vis a partir
do aumento (efeito hipercromico) ou diminuicdo (efeito hipocromico) da intensidade de
absorcdo e/ou do deslocamento para o vermelho (efeito batocromico) ou azul
(hipsocrémico) das bandas de absorcao (XING, 2013).

Figura 3- Espectro de absorcdo a) de uma proteina, b) de aminoacidos aromaticos
(Triptofano — Trp, Tirosina — Tyr e Fenilalanina — Phe).

a) b)

% 12 Ligacoes peptidicas
hd s
2 1.0
2 0.8 Aminoacidos aromaticos
2 0.6 /
Z 0.4
£ 02
= 0.0 o S—
220 240 260 280 300 320 240 260 280 300 320
A/ nm A/ nm

Fonte: adaptado de Hegyi et al., 2013.

1.2.2. Fluorescéncia molecular

A espectroscopia de fluorescéncia molecular & uma ferramenta universal para o
estudo de interacOes proteina-ligante, pois possibilita estudos eficientes e confiaveis,
além de possuir alta sensibilidade. Existe uma grande variedade de possibilidades para
utilizar a fluorimetria na investigacdo de formacdo de complexos supramoleculares,

fazendo uso de varios aspectos da fluorescéncia, como intensidade, espectros de
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emissdo e excitacdo, rendimento quantico, tempo de meia vida e transferéncia de
energia (MOCZ & ROSS, 2013).

A fluorescéncia origina-se de transi¢Oes eletronicas em moléculas que possuem
conjugacoes. De modo geral, quando um fluoréforo (molécula fluorescente) é excitado
por um foton, este passa para um nivel de energia mais elevado (estado excitado), parte
da energia é dissipada por colisbes moleculares ou transferida para moléculas proximas
e ao retornar para o estado fundamental a energia restante é emitida sob a forma de
fluorescéncia (Figura 4a) (LAKOWICZ, 2006). Desse modo, € possivel utilizar a
fluorescéncia para investigar processos de interagdo proteina-ligante monitorando a
fluorescéncia intrinseca da proteina, do ligante (quando esse possuir) ou até mesmo
através da adicdo de uma sonda fluorescente no sistema de interacdo. Com o intuito de
identificar possiveis alteracdes na estrutura da proteina (ovalbumina) na presenca do
ligante (sulfonamidas), optou-se por realizar os estudos monitorando a fluorescéncia
intrinseca da macromolécula.

As proteinas possuem fluorescéncia devido a presenca de aminoacidos
aromaticos em sua cadeia polipeptidica, sdo eles: triptofano, tirosina e fenilalanina. A
maior contribuicdo é proveniente dos residuos de triptofano, pois a fenilalanina tem
baixo rendimento quantico e, apesar da tirosina possuir um rendimento quantico
semelhante ao triptofano, seu espectro de emissdo € mais estreitamente distribuido na
escala de comprimento de onda quando comparado ao do triptofano (Figura 4b). Além
disso, o triptofano desativa residuos de tirosina que estdo proximos a ele (LAKOWICZ,
2006; MATVEEVA et al., 2009). Sendo assim, o fluoréforo (presente na proteina) ao
interagir com o ligante tem sua fluorescéncia suprimida (quenching de fluorescéncia)
devido a formacdo de um complexo proteina-ligante no estado fundamental, colisdes no
estado excitado e transferéncia de energia (ANAND et al, 2011; WEERT, 2010).

Na literatura ja sdo reportados inumeros estudos de interacdo proteina-ligante
que utilizaram a fluorescéncia molecular, sincronizada, tridimensional (3D) e
transferéncia de energia ressonante (FRET) para calcular pardmetros de ligacdo e
termodindmicos, bem como identificar mudancas conformacionais na estrutura da
macromolécula em decorréncia do processo de interacdo, como por exemplo os estudos
desenvolvidos por Katrahalli e colaboradores (2010) (azul de comassie com BSA),
Cheng e colaboradores (2013) (tentrandrina com HSA e BSA), Moreira e colaboradores
(2015) (complexo de ruténio com BSA e HSA) e Dantas e colaboradores (2017)

(ovalbumina com tetraciclinas).
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Figura 4- a) Diagrama de Jablonski; b) Emissdo de fluorescéncia dos residuos de
amino&cidos aromaticos (Triptofano - Trp, Tirosina - Tyr e Fenilalanina - Phe).

a) b)
Estado excitado

AN A s 10 TYR
SAVAVAWZ g
A ]
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s TRP
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Ef‘ deluz — deluz — =
“E Excitacio Fluorescéncia %
= é PHE
= /
3 /
= / L I
v 250 300 350 400
Estado fundamental A/ nm

Fonte: adaptado de Lakowicz, 2006.

1.2.3. Espectroscopia de ressonancia magnética nuclear de hidrogénio (RMN *H)

Apesar de possuir baixa sensibilidade, a ressonancia magnética nuclear (RMN) é
uma das técnicas mais importantes para avaliar interaces proteina-ligante. Esta técnica
tem grande aplicabilidade para monitorar alteracdes na estrutura do ligante na auséncia
e presenca da proteina e, dessa maneira, é possivel inferir sobre o epitopo de interacéo
(SHEKHTMAN & BURZ, 2012).

Alguns parametros fisicos podem ser utilizados para avaliar a interacdo
macromolécula-ligante, como por exemplo o deslocamento quimico (8), expresso em
ppm, que foi o parametro utilizado neste trabalho. Para tal, obteve-se os espectros de
RMN *H dos ligantes na auséncia e presenca da proteina, sendo possivel compara-los e
mapear o epitopo (superficie de contato) de interacdo entre o ligante e a macromolécula
(CALA etal., 2013).

1.3. Ovalbumina — caracteristicas gerais e potencial alergénico

A ovalbumina (OVA), principal alérgeno natural presente na clara do ovo, é uma
fosfoglicoproteina que possui arranjo tridimensional formado por nove a-hélices, trés -
folhas e € constituida por 385 residuos de aminoacidos que lhe conferem um peso
molecular de aproximadamente 45 kDa (Tabela 1). Dentre eles, estdo os residuos
aromaticos (Trp, Tyr e Phe) responsaveis pela fluorescéncia intrinseca da proteina
(Figura 5).



24

A OVA existe sob trés formas, as quais diferem entre si de acordo com o
namero de grupos fosfatos ligados a sua cadeia polipeptidica, sendo classificadas como
Al (dois grupos fosfatos), A2 (um grupo fosfato) ou A3 (sem grupos fosfatos)
(ALLEONI, 2006; BHATTACHARYA & MUKHOPADHYA, 2012). Esta
macromolécula corresponde a 54% do contetido proteico total da clara do ovo em massa
e, desta forma, é a proteina majoritaria deste alimento. Além da OVA, pode-se
encontrar mais de 40 tipos de proteinas na clara do ovo, dentre estas podem ser citadas a

ovotransferrina, ovomucoide, ovomucina e lisozima (HU et al., 2016).

Tabela 1- Aminoéacidos que constituem a cadeia polipeptidica da ovalbumina.

Aminoécido Residuos Carga esperada em pH 7,4
Alanina 34 0
Arginina 19 +
Acido aspartico 31 -
Cisteina 6 0
Acido glutamico 50 -
Glicina 18 0
Histidina 8 +
Isoleucina 24 0
Leucina 32 0
Lisina 20 +
Metionina 15 0
Fenilalanina 20 0
Prolina 16 0
Serina 36 0
Treonina 15 0
Triptofano 3 0
Tirosina 9 0
Valina 30 0

Fonte: Dantas et al., 2015.

Devido as suas excelentes propriedades funcionais, como emulsificacéo,
gelificacdo e formagéo de espumas (MINE, 2007), a OVA tem uma grande relevancia
industrial e é bastante utilizada no processamento de diversos tipos de alimentos.
Entretanto, segundo Caubet e colaboradores (2011) quantidades significativas desta
proteina podem ser encontradas em vacinas fabricadas a partir da utilizacdo de ovos de
galinha, como por exemplo, as vacinas contra o virus influenza, febre amarela e triplice
viral (sarampo, caxumba e rubéola). Vacinas contra a gripe baseadas em virus
cultivados e isolados de ovos de galinha embrionados e depois inativados tém sido

amplamente utilizados hd mais de 60 anos devido ao custo/beneficio do processo,
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mesmo este possuindo um longo tempo de execucdo, além de possivelmente poder
induzir a reacBes alérgicas em individuos hipersensiveis aos componentes do ovo
(ULMER et al., 2006; CHUNG, 2014).

Figura 5- Estrutura tridimensional da ovalbumina, com destque para os trés residuos de
triptofano.

Fonte: Dantas et al., 2017. PDB: Stein et al., 1991.

As reacOes alérgicas associadas ao ovo de galinha, alimento amplamente
distribuido na populacdo devido ao seu alto valor nutricional e baixo custo, € a segunda
alergia alimentar mais comum em bebés e criancas, apos reacOes alérgicas relacionadas
as proteinas do leite (CAUBET et. al, 2011). Por ser o principal alérgeno natural do ovo,
a ovalbumina é responsavel por induzir uma reacdo mediada pela imunoglobulina E
(IgE), onde o organismo reconhece o alérgeno como uma espécie estranha e ativa o
sistema imune resultando na ligacdo alérgeno-IgE que promove a liberacdo de
substancias mediadoras, como a histamina, que ocasionam o0s sintomas alérgicos
(VERHOECKX et al., 2015) (Figura 6).

Para compreender as reagcO0es de hipersensibilidade impulsionadas pela
ovalbumina, Mine & Rupa (2003) identificaram os epitopos de ligacdo desta proteina a
IgE, sendo visto que cinco peptideos distintos da estrutura priméaria da OVA ligam-se
preferencialmente a  este  anticorpo: LAMVYLGAKDST, DVYSFSLA,
EDTQAMPFRV, VLLPDE e GLEQLESIIN. Estes peptideos sdo constituidos
principalmente por aminoacidos hidrofobicos, seguidos dos residuos polares carregados,

como o acido aspartico, acido glutamico, lisina e arginina. A ligagdo da IgE a epitopos
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sequenciais das proteinas tornam estas macromoléculas alérgicas devido a alteragdes na
conformacéo da estrutura nativa (WANG & SAMPSON, 2009).

Figura 6- Mecanismo de alergia mediada por IgE.
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Fonte: Disponivel em: http://asthmaallergyclinic.in/allergy/ (acessado em: 11/05/2017).

Além disso, estudos de interacdo macromolécula-ligante ja existentes na
literatura demonstram que interacdes nao-covalentes entre a ovalbumina e diferentes
ligantes também podem induzir a mudancas conformacionais na estrutura nativa da
proteina e, dessa forma, poderd potencializar os efeitos alérgicos. Este perfil foi
observado avaliando a interagdo da OVA com fosfocolina (KAMILYA et al., 2007),
quercetina (LU et al., 2009), diferentes alcaloides (WANG et al., 2013), polifendis do
cha verde (SHEN et al., 2014), epigalocatequina-3-galato (OGNJENOVIC et al., 2014)
e tetraciclina (DANTAS et al., 2017). Portanto, é de suma importancia o

desenvolvimento de estudos de interacdo da OVA com diferentes ligantes.

1.4.  Sulfonamidas — caracteristicas gerais e potencial antimicrobiano

As sulfonamidas s@o antibioticos empregados principalmente na medicina
veterinaria devido ao baixo custo e amplo espectro de acdo agindo sobre bactérias Gram
positivas, Gram negativas e protozoarios (HOFF & KIST, 2009). As sulfonamidas
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competem com uma substancia de estrutura analoga, o acido p-aminobenzéico (PABA),
composto utilizado pelas bactérias na producdo do &cido félico, o qual é essencial para a
sintese de DNA e RNA quando se encontra na sua forma reduzida (acido
tetrahidrofolico). Desse modo, as sulfonamidas retardam ou inibem o crescimento
bacteriano, sendo, portanto, classificadas como agentes bacteriostaticos (SILVA et al.,
2014). Na Figura 7 estdo apresentadas as estruturas quimicas das sulfonamidas
utilizadas neste trabalho, nomeadamente sulfatiazol (S1), sulfaquinoxalina (S2),
sulfadimetoxina (S3) e sulfametazina (S4), as quais diferem entre si de acordo com o
substituinte —R ligado ao nitrogénio da amida sulfonica.

Figura 7- Estrutura quimica das sulfonamidas avaliadas na interacdo com ovalbumina:
sulfatiazol (S1), sulfaquinoxalina (S2), sulfadimetoxina (S3) e sulfametazina (S4).
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Fonte: elaborado pela autora, 2017.

As sulfonamidas S1, S2, S3 e S4 sdo amplamente utilizadas como agentes
terapéuticos na avicultura, principalmente em galinhas, para o controle de doencas
como coccidiose, tifo e colera aviaria, coriza infecciosa e pulorose (HOFF, 2008).
Mehtabuddin e colaboboradores (2012) e Xu e colaboradores (2013) verificaram niveis
residuais destes antibioticos em algumas das amostras de ovos analisadas, 0s quais
foram superiores aos permitidos por 6rgdos de controle. Assim, segundo Silva e
colaboradores (2014), o uso indiscriminado de medicamentos veterinarios em animais
produtores de alimentos, como carne, leite, ovos e mel, pode gerar residuos nestes e
resultar em efeitos toxicos, reacBes alérgicas e resisténcia a antibidticos aos
consumidores. No Brasil, o programa que monitora a quantidade de residuos de

medicamentos veterinarios em carne, leite, ovos, mel e pescado é o Plano Nacional de
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Controle de Residuos e Contaminantes (PNCRC) coordenado pelo Ministério da
Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA). Segundo 0 mesmo, o Limite Maximo
de Referéncia (LMR) das seis sulfonamidas que podem ser encontradas em ovos € de 10
ug kg™

Devido ao grande uso destes antibidticos, j& sdo reportados na literatura estudos
de interacdo de sulfonamidas com a albumina do soro bovino (BSA) e albumina do soro
humano (HSA) (Banni-Yassen, 2011; Chen et al., 2012; Ali et al., 2014; Wang et al.,
2014). Contudo, trabalhos de interacdo de sulfonamidas com proteinas alimentares
ainda séo ausentes, assim como, o possivel efeito do processo de interagdo na atividade
bioldgicas destes compostos. Desta forma, tem-se como objetivo avaliar a interacdo da
ovalbumina, o principal alérgeno natural da clara do ovo com quatros sulfonamidas (S1,
S2, S3 e S4) através de técnicas espectroscopicas (fluorescéncia molecular, UV-vis e
ressonancia magnética nuclear) e ensaios de atividade antimicrobiana visando avaliar
possiveis alteracdes conformacionais da proteina e variacfes na atividade bioldgica, a
fim de compreender o processo de interacdo proteina-ligante simulando as condi¢6es do

alimento e fisioldgicas e suas consequéncias.

2. JUSTIFICATIVA

As sulfonamidas constituem uma classe de antibioticos amplamente utilizados
como medicamento veterindrio para animais produtores de alimentos como, por
exemplo, galinhas, devido a seu amplo espectro de agéo e baixo custo. O uso irregular
ou continuo deste medicamento pode gerar residuos desta substancia em alimentos
derivados de frangos, como ovos, e dessa forma resultar em efeitos toxicos e reacdes
alérgicas na populacdo. Os ovos sdo alimentos que podem ser consumidos de forma
direta ou empregados no preparo de alimentos, sendo distribuidos em todos os extratos
da populagdo. A ovalbumina, alérgeno natural, é a principal proteina presente no ovo, e
apresenta diferentes propriedades, tais como: fonte proteica na dieta, gelatinizacéo,
emulsificacdo, transporte de substancias, entre outras. Assim, uma vez presente em
ovos, as sulfonamidas podem interagir com a OVA modificando a sua conformagéo
nativa e talvez venha a potencializar sua capacidade alergénica. Portanto, torna-se
necessario e importante para a seguranca alimentar estudos de interacdo da ovalbumina
com sulfonamidas visando inferir sobre os principais mecanismos envolvidos neste
processo, uma vez que na literatura estudos de interacdo da ovalbumina com

antibioticos sdo ausentes.
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3. OBJETIVOS
3.1.  Objetivo Geral

Avaliar a interacdo entre a proteina majoritaria da clara do ovo (ovalbumina)
com os antibidticos sulfatiazol, sulfaquinoxalina, sulfadimetoxina e sulfametazina
simulando as condicGes do alimento, e determinar os principais parametros associados a

este processo.

3.2.  Objetivos Especificos

a) Avaliar a interacdo das diferentes sulfonamidas (sulfatiazol, sulfaquinoxalina,
sulfadimetoxina e sulfametazina) com a ovalbumina comercial e in natura (clara do
0Vv0);

b) Empregar a técnica de fluorescéncia molecular, tridimensional e sincronizada
para avaliar alteracdes estruturais da proteina e obter pardmetros como: mecanismo de
qguenching, constantes de ligacdo, estequiometria proteina-ligante e dados
termodindmicos;

C) Explorar a técnica UV-vis visando avaliar o processo de interacdo
intermolecular (proteina-ligante).

d) Avaliar distancias intermoleculares entre o doador (OVA) e o aceptor
(Sulfonamidas) de energia envolvidos no processo de interacdo empregando FRET;

e) Empregar a sonda ANS visando avaliar sitios preferenciais de interacdo das
sulfonamidas com a ovalbumina;

f) Avaliar a influéncia de espécies competidoras metalicas, como Ca(ll), Mg(Il),
Zn(11), Cu(ll) e Fe(ll1) no processo de interacao;

Q) Aplicar a técnica de RMN de *H para avaliar o epitopo da molécula durante o
processo de interagéo;

h) Avaliar o potencial antimicrobiano das sulfonamidas na auséncia e presenca da
ovalbumina contra cinco cepas bacterianas e determinar os valores da Concentracdo
Inibitéria Minima (MIC).



30

4. EXPERIMENTAL

4.1. Materiais e Solucdes

A ovalbumina comercial (albumina proveniente da clara do ovo), os antibioticos
sulfatiazol (S1), sulfaquinoxalina (S2), sulfadimetoxina (S3) e sulfametazina (S4), Tris-
HCI, NaCl, &acido 8-anilino-1-naftaleno-sulfonato (ANS), dimetilsulfoxido (DMSO),
dihidrogenofosfato de potéssio (KH,PO,;) e monohidrogenofosfato de potassio
(Na;HPO,) foram todos obtidos da Sigma-Aldrich (EUA), com grau de pureza analitica.
As solucdes estoque dos antibidticos (10 mM) foram preparadas dissolvendo-se
diretamente quantidade apropriada do solido em DMSO. As solucdes de trabalho dos
antibidticos e a solucdo estoque de OVA comercial (2 uM) foram preparadas em
tampdo Tris-HCI 50 mM (pH 7,4+0,1) com 100 mM de NaCl para ajuste da forca
ibnica. Para a preparacgdo da solugdo da OVA in natura pesou-se 0,150 g da clara de um
ovo branco, tipo grande, comercial (Granja Almeida) e solubilizou-se em 30 mL da
solugéo tampéo, obtendo uma solucgéo representativa de ovalbumina in natura a 2 uM.
A concentracdo da OVA comercial e in natura foi determinada utilizando a lei de Beer
por meio do valor da absorbancia (280 nm) e coeficiente de extingdo molar (€280 =
30957 M cm?) apés diluicito de 1:5 da solucdo estoque da proteina
(BHATTACHARYA & MUKHOPADHYAY, 2012). Em todos os experimentos foi
utilizada 4gua ultrapura (18,2 MQ cm™) para o preparo das solucdes e do tampéo
(Millipore, USA).

Na avaliacdo da atividade bioldgica as solucBes estoque dos antibidticos
sulfonamidas foram preparadas dissolvendo-se diretamente cada um deles em DMSO
(2,5 mg mL™ para S1, S2 e S4, e 1,25 mg mL™ para S3). As solucdes combinadas de
cada antibiotico com a OVA foram preparadas pela mistura das solu¢bes estoque de
antibidticos (1:1 v/v) em solucdo de OVA em tampéo Tris-HCI 50 mM (pH 7,4 £ 0,1)

contendo 100 mM de NaCl (em agua destilada esterilizada, para ajuste da forca i6nica).

4.2.  Estudo por UV-vis

Os espectros de absorcdo da OVA (3 uM) por UV-vis, das diferentes
sulfonamidas (6 uM) e dos complexos (OVA + sulfonamida) foram obtidos
empregando um espectrofotobmetro Micronal (modelo AJX-6100PC, Brasil) de duplo
feixe equipado com cubetas de quartzo de 1,0 cm (caminho Optico) e registrados de 220
a 320 nm (S1, S3 e S4) e 220 a 390 nm (S2).
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4.3.  Estudos por fluorescéncia molecular

Nos estudos realizados por fluorescéncia molecular, o0s espectros de
fluorescéncia no estado estacionario foram obtidos por meio de um espectrofluorimetro
Shimadzu (modelo RF-5301PC, Japdo) equipado com uma lampada de xenénio de 150
W. Todas as medidas espectrofluorimétricas foram realizadas utilizando uma cubeta de
quartzo de 1,0 cm (caminho 6ptico) com janela (slit) de excitacdo e emissdo ajustados
em 3 e 5 nm, respectivamente.

Os espectros de emissao da fluorescéncia intrinseca da OVA na auséncia e na
presenca dos ligantes (S1, S2, S3 e S4) foram obtidos por meio de uma titulagcdo
espectrofluorimétrica da OVA (2 uM) com quantidades crescentes das sulfas (0 - 200
HM) em pH 7,4, empregando Aex = 280 nm. Similarmente, foi realizado avaliacdo em
trés temperaturas (23, 30 e 37°C) para obter os parametros termodinamicos deste
processo de interagdo macromolécula- ligante.

O estudo por fluorescéncia tridimensional (3D) foi realizado para avaliar
possiveis mudancas conformacionais na estrutura secundéria da proteina (HE et al.,
2014). Neste estudo, os espectros de emissdo em 3D da fluorescéncia intrinseca da
OVA (2 uM) na auséncia e na presenca de diferentes sulfas (40 puM) foram obtidos
empregando uma faixa de comprimento de excitacdo de 220-350 nm e de emissdo de
250-450 nm.

Fluorescéncia sincronizada foi realizada para monitorar separadamente 0s
fluordéforos, tirosina e triptofano, presentes na OVA e possiveis mudancas da polaridade
de seus microambientes (VARLAN & HILLEBRAND, 2010). Para tanto, 0s espectros
foram obtidos por meio da variagdo simultdnea dos monocromadores de emissdo e
excitagdo. O valor do AL (AL = kem - Aex) €Ntre 0S comprimentos de onda de emissao e
excitacdo foi mantido fixo. Aplicou-se AL = 15 nm ¢ AL = 60 nm para monitorar o
comportamento espectroscopico dos residuos de tirosina e triptofano, respectivamente
(WANG et al., 2013).

Para calcular a distancia critica entre o doador (fluoréforos da OVA) e aceptor
de energia (ligantes) durante o processo de interagdo da ovalbumina (2 uM) com as
diferentes sulfonamidas (10 uM) foi realizada o ensaio baseado na Transferéncia de
Energia por Ressonéancia de fluorescéncia (FRET) (CHATTERJEE et al., 2012).

Um ensaio de competigdo com a sonda ANS foi realizado para avaliar os efeitos
das quatro sulfonamidas sobre a interacdo da OVA e inferir sobre sitios hidrofobicos da
proteina (WANG et al., 2008). Para tal, uma titulacdo do sistema OVA (2 uM) e ANS
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(4 pM) foi realizada na presenca de diferentes concentragcbes das sulfonamidas
avaliadas (0 - 200 pM) com e = 334 nm (OVA-ANS).

Um estudo de competicdo foi realizado com Ca(ll), Mg(ll), Zn(ll) e Cu(ll)
(derivados dos respectivos acetatos) e Fe(lll) (a partir do respectivo cloreto) todos a 2
KM no processo de interacdo da proteina (2 uM) com as quatro sulfas (0 - 200 uM).

Por fim, fez-se uma titulacdo espectrofluorimétrica para avaliar o processo de
interacdo da OVA com as diferentes sulfonamidas utilizando a OVA comercial (pura) e

in natura (clara do ovo).

4.4.  Estudo por espectroscopia de ressonancia magnética nuclear (RMN)

Os espectros de RMN *H das diferentes sulfas na auséncia e na presenca da
OVA foram obtidos por meio de um espectrdmetro Bruker 400 MHz (Bo, = 9,4T)
equipado com sonda de detecgéo indireta de 5 mm. Para o preparo das solu¢es da OVA
(40, 20 e 10 uM para S2; 40 uM para S1, S3 e S4) foi utilizado tampao fosfato 10 mM a
pH 7,4 em &gua deuterada (D,0). As solugdes estoques 1 (10 mM) e 2 (1 mM) das
diferentes sulfonamidas foram preparadas em DMSO-dg deuterado e em tampdo fosfato
10 mM a pH 7,4 em D0, respectivamente. A concentracdo de DMSO-dg final nos
sistemas avaliados foi 10% (v/v). As amostras foram preparadas com adi¢do da OVA,
sulfonamida (1 mM), 10 pL do padréo interno, trimetilsililpropionato de sodio (TMSP),
a 2,5 mM, e completadas com tampéo fosfato 10 mM para um volume final de 600 pL.

4.5.  Atividade bioldgica — Potencial antimicrobiano

Para avaliar o potencial antimicrobiano in vitro das diferentes sulfonamidas
ligadas a proteina ovalbumina (OVA), efetuaram-se antibiogramas através do método
de disco-difusdo de Kirby-Bauer (CLSI, 2007; BAUER et al, 1996). Para tal, foram
selecionadas cinco bactérias mantidas na bacterioteca do Laboratorio de Biogquimica do
Parasitismo e Microbiologia Ambiental (LBPMA), do Instituto de Quimica e
Biotecnologia (IQB), da Universidade Federal de Alagoas (UFAL), a saber: Escherichia
coli ATCC 25922 (cepa padrao), Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 (cepa padréo),
Corynebacterium glutamicum LBPMA-LSA, Klebsiella oxytoca BMA-13 e Bacillus
megaterium APFSG3isox (as duas ultimas com depdsito de suas sequéncias de 16S r-
RNA no GenBank NCBI, numeros de acesso respectivamente KU555927 e
KX129778).
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4.5.1. Preparo e inoculagcdo do meio de manutenc¢do agar nutriente (AN)

Para a manutencdo de células ativas das cepas bacterianas selecionadas, uma
colbnia (alcada) de cada cultura pura original (mantida ao abrigo da luz a 6 £ 2 °C) foi
semeada (por estrias) em meio agar nutriente esterilizado (AN, composicdo em agua
destilada (g L™): peptona, 5; extrato de carne, 3; cloreto de sédio, 1; &gar, 20;
autoclavado por 20 min a 120°C) e contido em placas de Petri. As culturas foram
incubadas por 24 h ao abrigo da luz, a 32 + 1°C.

4.5.2. Ensaio antimicrobiano em meio Agar Muller Hinton (AMH)

Suspensdes bacterianas das cepas cultivadas por 24 h em AN foram obtidas
visando inocular o meio agar Muller Hinton através da técnica pour plate. Para tal, um
volume de 10 mL de agua destilada esterilizada foi depositado na superficie de cada
cultura. A suspensdo celular homogeneizada com o auxilio de alga de Drigalsky foi
colhida para o tubo esterilizado por succdo, com o auxilio de uma pipeta igualmente
esterilizada. A concentracdo de células de cada suspensao foi determinada através da
escala de Mc Farland. As suspensdes foram, entdo, diluidas para 20 mL e transferidas
para 200 mL de meio &gar Muller Hinton previamente esterilizado e ainda liquefeito
(AMH = 38 g L™ 4gua destilada, marca: HIMEDIA), rendendo a concentracdo de
2,77x10" células mL™, e este foi vertido em placas de Petri (= 9 ou 18 cm de diametro,
=~ 4-5 mm de espessura de meio).

Sobre a superficie do meio AMH inoculado, entdo, depositou-se um disco de
papel de filtro contendo o padrédo ofloxacino (5 pg), e, em posi¢cdes equidistantes a este
e uns dos outros e das bordas, novos discos de papel de filtro preparativo, esterilizados.
Aliquotas dos diluentes (DMSO e tampdo Tris-HCI), da OVA, e dos antibidticos
individuais e/ou ligados a OVA foram, entdo, coletadas com pipeta esterilizada e
depositadas sobre 0s mesmos.

Em um teste preliminar, em duplicata (n = 2), nas placas menores (para E. coli,
B. megaterium e P. aeruginosa) foram adicionados sete discos — um para o padréo
ofloxacino e os demais para 0 DMSO puro, o tampé&o e as quatro sulfonamidas; ou oito
discos - um para o padrdo de ofloxacino e os demais para 0 DMSO puro, o0 tampao, a
OVA, as quatro sulfonamidas além dos quatro sistemas OV A-sulfonamidas. Ja para C.
glutamicum e K. oxytoca inoculadas nas placas maiores, foram distribuidos 12 discos
referentes ao padrdo ofloxacino, DMSO puro, tampdo, OVA, as diferentes sulfonamidas
e os diferentes sistemas de interagdo OVA-sulfonamidas. Apos a deposigdo de 40 pL
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das solucdes sobre os discos de papel de filtro (contendo 100 pg de S1, S2, S4 e 50 pg
para 0s respectivos sistemas relativos ao processo de interacdo OVA-S1, OVA-S2 e
OVA-S4, enquanto que se utilizou 50 pg para S3 e 25 pg do sistema OVA-S3), as
placas foram incubadas por 24 h ao abrigo da luz, a 30 + 1°C (estufa), e posteriormente
os halos de inibicdo foram mensurados com o auxilio de um paquimetro, e suas médias
com os respectivos desvios padrdo foram determinadas.

A partir dos resultados obtidos no ensaio preliminar, os demais testes foram
utilizados para estabelecer a concentragdo inibitoria minima (MIC) para as bactérias
avaliadas, sendo os sistemas preparados com placas menores contendo apenas seis
discos, isto é, além dos controles, uma Unica sulfonamida e respectiva interacdo com

OVA por réplica de concentracdo. Todos os ensaios foram efetuados em duplicata.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1. Parametros de ligagéo e termodinamicos

A espectroscopia por fluorescéncia molecular é uma técnica universal
imensamente utilizada em estudos de interacdo proteina-ligante por ser relativamente
simples e possuir uma aplicacdo generalizada. Além disso, é uma técnica altamente
sensivel e, dessa forma, facilita a avaliagdo de sistemas com baixas concentracdes
(WILLIAMS & DAVITER, 2013). Para avaliar o processo de interacdo entre a OVA e
as diferentes sulfonamidas (S1, S2, S3 e S4), realizou-se uma titulacdo
espectrofluorimétrica onde foi monitorada a fluorescéncia intrinseca da ovalbumina,
proveniente dos nove residuos de tirosina e trés residuos de triptofano (SGARBIERI,
1996). Para tal, a intensidade de fluorescéncia da OVA livre (2 uM) foi supervisionada
em 336 nm apds excitacdo em 280 nm, na auséncia e presenca de diferentes
concentragfes das sulfonamidas (0 - 200 uM). Como pode ser visto na Figura 8a a
medida que a concentracdo do sulfatiazol (S1) aumentou, ocorreu 0 processo de
quenching de fluorescéncia, ou seja, a supressdo do sinal de fluorescéncia induzido pela
interacdo da proteina com o quencher (ligante), e dessa forma, pode-se inferir que a
OVA interage com S1 formando um complexo supramolecular ndo fluorescente, OVA-
S1, corroborando com os resultados obtidos por NI e colaboradores (2010). Resultados
similares foram obtidos para S2, S3 e S4 (APENDICE ).

Uma vez que foi verificado que a interacdo macromolécula-ligante ocorre, fez-se
um estudo em diferentes temperaturas (23, 30 e 37 °C) para obter os parametros de
interacdo (ligacdo e termodindmicos) associados a este processo. Os dados do
guenching de fluorescéncia sdo analisados pela equacao de Stern-Volmer:

%: 1+Kg [Q] Equacéo (1)

Onde Fqe F sdo as intensidades de fluorescéncia na auséncia e na presenca do quencher,
respectivamente, K, € a constante de Stern-Volmer e [Q] € a concentracdo do quencher
(sulfonamidas) (HE et al., 2013). A Equacao 1 foi aplicada para determinar Ksy por
regressdo linear a partir do grafico de Fo/F vs [Q] (Figura 8b). Os dados obtidos nas trés
temperaturas avaliadas sdo apresentados na Tabela 2.

Por meio da variacdo dos valores de Ksy em funcdo da temperatura é possivel
inferir sobre o mecanismo de quenching preferencial que esta envolvido no processo de
interacdo das diferentes sulfonamidas com a OVA. Segundo Mei e colaboradores
(2008), o processo de quenching pode ocorrer por dois mecanismos diferentes,
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guenching estéatico ou dindmico que podem ser diferenciados pela dependéncia com a
temperatura. Temperaturas mais elevadas resultam em uma difusdo mais réapida das
moléculas e, consequentemente, maiores quantidades de colisbes que sdo caracteristicas
para 0 quenching dindmico, resultando no aumento do Ksy. Por sua vez, o quenching
estatico é caracterizado pela formacdo de um complexo ndo fluorescente no estado
fundamental e, neste caso, em temperaturas mais elevadas o complexo macromolécula-
ligante é desestabilizado (LU et al., 2009). De acordo com a Tabela 2, os valores de Ksy
diminuiram com o aumento da temperatura, dessa forma, o mecanismo de interacdo
entre a OVA e as sulfonamidas avaliadas ocorre preferencialmente por quenching

estatico.

Figura 8- a) Perfil espectral da titulacdo espectrofluorimétrica da OVA (2 uM) com
sulfatiazol (S1), b) Linearizacdo da equacdo de Stern-Volmer (gréafico interno — expansao
da faixa de concentracdo com tendéncia linear em destaque com o retangulo), ¢)
Linearizacdo para calculo da constante de ligacao (K,) e nimero de sitios de ligagdo (n).
Condicdes: tampao Tris-HCI 50 mM e NaCl 100 mM a pH 7,4 e 30°C.
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Fonte: elaborado pela autora, 2017.

Além da constante de Stern-Volmer (Ky,) também foi possivel determinar outros
dois parametros de ligacdo associados a interacdo proteina-ligante. Para tanto, a

seguinte equacdao foi utilizada:

F-F
Iog( OF j= K, +nlog[Q] Equagéo (2)

onde K é a constante de ligacdo relacionada com a forca de interagdo entre a OVA e 0s
ligantes, e n € 0 nimero de sitios de ligacdo do complexo formado (MATHAVAN et al.,
2015). A Equacéo 2 foi aplicada para determinar Ky e n por regresséo linear a partir do
grafico log((Fo - F)/F) vs log[Q] (Figura 8c). Os dados obtidos nas trés temperaturas
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avaliadas estdo apresentados na Tabela 2. A partir dos valores de Ky, observa-se que a
magnitude da interagdo seguiu a seguinte ordem: S1 > S2 > S4 > S3. Verificou-se,
portanto, que a sulfatiazol (S1) € a sulfonamida que interagiu de forma mais efetiva com
a OVA, enguanto que a sulfadimetoxina (S3) foi a que apresentou menor interacdo com
esta proteina. Provavelmente o grau de afinidade das sulfonamidas com a OVA esta
relacionado com o radical —R (Figura 1), uma vez que radicais menos volumosos (como
0 tiazol em S1) possibilitam uma maior interacdo, enquanto que radicais mais
volumosos devem dificultar a formacdo do complexo supramolecular, resultando desta
forma em um menor valor para Ky, como € o caso de S3.

Além disso, pdde-se observar que os valores de K, obtidos a 30°C variaram de
3,98 a 27,7x10° L mol™ para a interacdo das diferentes sulfonamidas avaliadas com a
OVA. Tais valores foram maiores quando comparados com outros estudos de interacédo
de sulfonamidas com diferentes proteinas (Tabela 3), indicando que estes ligantes
possuem maior afinidade pela OVA quando comparado com HSA e BSA, por exemplo.
Adicionalmente, sdo apresentados na Tabela 4 os valores das constantes de ligacdo
referentes a interacdo da OVA com outros ligantes e observa-se que a proteina possuli
uma maior afinidade pelas sulfonamidas nas condigdes avaliadas.

Os valores obtidos para n sdo proximos a uma unidade inferindo que a
estequiometria do complexo entre proteina e sulfonamidas €é 1:1, indicando

provavelmente apenas um sitio preferencial de ligacdo da OVA com os ligantes.
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Tabela 2- Parametros de ligagdo e termodinamicos para a interacéo entre OVA e sulfonamidas em diferentes temperaturas. Condic¢des: OVA (2 M),

sulfonamidas (0 - 200 uM), tampao Tris-HCI 50 mM e NaCl 100 mM a pH 7,4.

Parametros de ligacao

Parametros termodinamicos

Ligante T (°C) Ksv Kp AH AS AG
(10*L mol™) ' (10°L mol™) ' n (kimolY)  (@mol'K?Y  (kImol?)
23 419+0,03 09871 306%233 09935 142 36,78
s1 30 408+0,03 09808 27,7+271 09784 143 -14,36 +75,76 -37,31
37 3,75+0,02 09958 235+200 09905 1,38 -37,84
23 1,31+£004 09972 595+178 09912 1,37 -32,92
s2 30 124+004 09970 517+190 09936 1,32 -48,30 53,66 -32,54
37 1,19+001 09773 373+149 09870 1,27 -32,17
23 1,06 £007 09891 435+166 09803 1,37 32,41
s3 30 0994005 09902 398+1,99 09928 1,36 -69,70 -125,99 -31,53
37 0,86+0,07 09809 120024 09937 1722 -30,64
23 1,93+0,08 09773 460+158 09697 1,32 -32,09
sS4 30 167008 09870 414+129 09876 1,31 111,57 +69,34 -32,58
37 147+001 09955 372+18 09908 1,25 -33,06

Fonte: elaborado pela autora, 2017.



Tabela 3- Comparacdo de valores de Ky de diferentes proteinas e sulfonamidas com o trabalho proposto.

39

Tamp&o pH  Proteina  Cp (uM) T(°C) Ligante Ky, (x10°Lmol™)  Referéncia
Fosfato (1 mM) 7,4 BSA 2 31 Sulfametazina 3,24 Bani-Yaseen et al., 2011.
Tris-HCI 5 mM com NaCl 50 mM 7,4 HSA 1 26 Sulfassalazina 2,31 Tabassun et al., 2012.
Fosfato™ 7,4 HSA 3,8 30 Sulfametazina 0,15 Chen et al., 2012.
Fosfato” 7.4 HSA 15 30 Sulfadiazina 0,02 Ali et al., 2014.
Tris-HCI 50 mM com NaCl 100 mM 7,4 HSA 3 30 Sulfametoxazol 0,03 Wang et al., 2014.
Tris-HCI (0,02 mM) 7.4 BSA 20 27 gg:;gm'eignx'gjol 8:88 Rajendiran et al, 2015.
Sulfatiazol 27,7
Tris-HCI 50 MM com NaCl 100mM 7.4 OVA 2 39  Sulfaguinoxalina 517 Este Trabalho
Sulfadimetoxina 3,98
Sulfametazina 4,14

Fonte: elaborado pela autora, 2017.

Nota: Cp = concentracdo da proteina / “Valor de concentracéo nao informado.

Tabela 4- Comparacéo de valores de K, de diferentes ligantes com a ovalbumina com o trabalho proposto.

Tampao pH Cp (uM) T (°C) Ligante Ky (x10°Lmol™)  Referéncia

Tris-HCI 100 mM com NaCl 100 mM 7.4 10 27 Quercetina 3,33 Lu et al., 2009.
Diprofilina 0,17

Tris 100 mM com NaCl 80 mM 7.4 30 24 Cafeina 0,11 Wang et al., 2013.
Teofilina 0,04

Fosfato” 75 - N Polifenéis do cha verde 0,08 Shen et al., 2014.

Tris-HCI 20 mM 7,0 22 60 Acrilamida 3,37 Stanciuc et al., 2016.

Tris-HCI 50 mM e NaCl 100 mM 7.4 2 30 Tetraciclina 0,27 Dantas et al., 2017.
Sulfatiazol 27,7

Tris-HCI 50 mM e NaCl 100 mM 7.4 2 30  Sulfaquinoxaling ord7 Este Trabalho
Sulfadimetoxina 3,98
Sulfametazina 4,14

Fonte: elaborado pela autora, 2017

Nota: Cp = concentracdo da proteina / “Valores de concentragdo e temperatura ndo informados.
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Com os valores de Kj obtidos nas diferentes temperaturas foi possivel calcular
0s parametros termodindmicos e, dessa forma, estabelecer as principais forgas
envolvidas na interacdo entre a OVA e os ligantes, além de verificar se o processo de
interacdo possui ou ndo tendéncia a espontaneidade. Por meio da Equagdo de Van’t
Hoff (Equacdo 3) foi possivel determinar os valores relativos a variacdo de entalpia
(AH) e entropia (AS):

AH| 1 | AS
InK, = F[?}-? Equacéo (3)

onde R é a constante universal dos gases (8,314 J mol™ K™) e T é a temperatura em
Kelvin (K) (KOLY et al., 2015). A Equagao 3 foi aplicada para determinar AH e AS por
regressédo linear do grafico InKy vs 1/T (Figura 9). Os valores de AG foram calculados
através da seguinte equacéo:
AG = AH - TAS Equacéo (4)

Os dados obtidos para os parametros termodindmicos estdo apresentados na
Tabela 2. Os valores negativos de AG indicam que o processo de intera¢do é espontaneo
(CHAVES et al., 2015). Segundo Hu e colaboradores (2006), as forcas envolvidas na
interacdo de biomoléculas com drogas podem ser interacdes eletrostaticas, ligacdes de
hidrogénio, forcas de Van der Waals e interacbes hidrofobicas. As interacoes
eletrostaticas sao responsaveis por estabilizar os complexos formados entre S1 e S4 com
a OVA, uma vez que AH < 0 e AS > 0, enquanto que para a interagdo de S2 e S3 com
esta proteina as forcas que atuam preferencialmente sdo Van der Waals e ligacGes de
hidrogénio, pois AH <0 e AS <0 (MALTAS, 2014).

Anteriormente foi visto que a magnitude de interagdo seguiu a seguinte ordem:
S1 > S2 > S4 > S3. A natureza das forcas de atracdo contribui para os valores de
Kprelativo a interacdo entre a OVA e sulfonamidas, uma vez que as interacfes
eletrostaticas por serem forcas mais fortes podem resultar em uma maior afinidade entre
a proteina e o ligante e, consequentemente, S1 é a sulfonamida com maior constante.
Enquanto que forcas de Van der Waals e ligacGes de hidrogénio sdo mais fracas em
relacdo as eletrostaticas resultando em uma menor afinidade entre S3 e a OVA.
Contudo, sabe-se que a formacdo do complexo supramolecular é resultado de um
somatario das forgas atrativas e isso pode ocasionar valores de constantes menores ou
maiores do que o previsto, como é o0 caso de S2 e S4, onde S2 possui constante
relativamente maior que S4, mesmo a ultima possuindo interacGes eletrostaticas como

preferenciais. Por fim, deve-se levar em consideragéo também possiveis diferengas nos
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sitios de interacdo preferenciais de cada ligante em relacdo a proteina. Logo, a previsdo
da afinidade entre sulfonamidas e OVA ndo constitui um processo simples, devido ao
namero de fatores que podem afetar/modular o processo de interacéo.

Figura 9- Grafico de Van’t Hoff para calcular os paridmetros termodinimicos. Condicdes:
tampao Tris-HCI 50 mM e NaCl 100 mM a pH 7,4.
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Fonte: elaborado pela autora, 2017.

As principais forcas relacionadas as interacdes entre sulfonamidas e a OVA
podem ser explicadas com base na distribuicdo de espécies em funcéo do pH, visto que
as moléculas avaliadas sdo derivados de acidos fracos. O perfil do grafico de
distribuicdo de espécies (Figura 10a) utiliza os valores das constantes de dissociacédo
(pKy) de cada uma das sulfonamidas avaliadas (HOFF, 2008).

Estas, por sua vez, apresentam dois valores de constantes, assim podem ser
encontradas em solucdo em trés formas distintas: H,SF™ (carga positiva, pH < pKay),
HSF (carga neutra, pKa < pH < pKy2) e SF (carga negativa, pH > pKj,) (Figura 10b).
Considerando que as cargas da proteina também serdo alteradas devido ao pH do meio,
a natureza da interacdo preferencial pode ser distinta entre os ligantes a depender do
comportamento acido-base do mesmo.

Como S1 (pKa; = 2,06 e pKa,=7,07) e S4 (pKa; = 2,46 e pKa, = 7,45) possuem
pKa, préximo a 7,4 (pH do sistema), estas encontram-se aproximadamente 50% na sua
forma neutra e 50% na sua forma anionica possibilitando que as interacdes eletrostaticas

ocorram. Além disso, S1 e S4 sdo as sulfonamidas com radicais menos volumosos que
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acabam por facilitar o processo de interacdo através da carga negativa do nitrogénio
pertencente a amida sulfénica. Porém, S2 (pKa; = 2,62 e pKa, = 6,01) e S3 (pKa; = 3,40
e pKa; = 5,76) possuem pKa, inferior a 7,4 e, dessa forma, encontram-se
preferencialmente na forma aniénica. Contudo, pH = 7,4 a OVA possui carga global
negativa (pl= 4,5), assim, pode existir uma repulsdo entre os residuos de aminoacidos
negativos presentes na OVA (acido glutdmico e aspartico) e as sulfonamidas,
favorecendo a interacdo por meio das forcas de Van der Waals e ligagdes de hidrogénio.
Estas devem ocorrer principalmente entre a proteina e 0s grupos aromaticos de S2 e S3
ou por meio dos oxigénios presentes no grupo sulfoxido destas moléculas (NISBET et
al., 1981; ABEYRATHNE et al., 2014).

Foi visto anteriormente que existem poucos trabalhos de interagdo na literatura
envolvendo o sistema proteina-sulfonamidas (Tabela 3). Dentre estes apenas dois
estudos possuem como ligante uma das sulfonamidas utilizadas neste trabalho
(sulfametazina). De acordo com Bani-Yassen (2011) a sulfametazina interage com a
BSA através de ligagBes de hidrogénio e forca de Van der Waals. Contudo, Chen e
colaboradores (2012) constataram que a interacdo HSA-sulfametazina ocorre por meio
de interacOes eletrostaticas e ligacdes de hidrogénio. No presente estudo verificou-se
que a OVA e a sulfametazina interagem preferencialmente por interacfes eletrostaticas.
Tais diferencas podem estar associadas ao fato de que os trabalhos utilizam proteinas
diferentes e, consequentemente, o sitio de ligacdo onde ocorre a formacdo do complexo
supramolecular pode variar e, dessa forma, a mudanca nos residuos de aminoacidos na
regido de interacdo pode favorecer ou desfavorecer que determinadas interacfes

ocorram.



Figura 10- a) Gréficos de distribuicdo de espécies das sulfonamidas em funcéo do pH, b) Equilibrio de dissociacdo das sulfonamidas (SF).
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5.2.  Estudos por espectroscopia de absor¢cdo molecular no UV-vis

A espectroscopia por absorcdo molecular no UV-vis € uma técnica util para
investigar interacbes macromolécula-ligante e inferir sobre o real mecanismo de
quenching que esta envolvido no processo de interacdo (HE et al., 2016).

Os espectros de absor¢cdo molecular da OVA, da sulfatiazol (S1) e do complexo
entre OVA e S1 (OVA-S1) foram obtidos e sdo mostrados na Figura 1la. Pode-se
observar que a OVA tem uma banda com pico de absorcdo méaximo em 280 nm,
caracteristico dos residuos de aminoacidos aromaticos (fenilalanina, tirosina e
triptofano) presentes na proteina apresentando transi¢des eletronicas n-m. O espectro de
absorcdo do complexo formado entre a OVA e a sulfatiazol apresentou deslocamento
para o0 azul em relagdo a OVA livre, o que indica que a interacdo provoca mudangas
conformacionais na cadeia polipeptidica da macromolécula (GUAN et al., 2014). Além
disso, o espectro de absorcdo resultante da subtracdo do espectro do complexo
supramolecular e da OVA livre ((OVA-S1)c — OVA) nédo é sobreponivel ao espectro da
S1 livre, confirmando que ocorre o processo de interacdo (SAEIDIFAR et al., 2015).

Adicionalmente, de acordo com Tian e colaboradores (2010) quando o
mecanismo de interacdo macromolécula-ligante ocorre por quenching dinamico, o
espectro de absorcdo por UV-vis da OVA néo é alterado na presenca das sulfonamidas,
uma vez que este é causado em grande parte por colisdes entre o fluoréforo no estado
excitado (presente na proteina) e o ligante. Entretanto, quando a interacdo entre a
proteina e o ligante ocorre preferencialmente por quenching estatico, alteracBes na
estrutura da OVA na presenca das sulfonamidas ocorrem, pois, mudancas associadas a
formagdo dos complexos supramoleculares no estado fundamental sdo observadas no
espectro de absorcdo por UV-vis (Tabela 5). Estes dados confirmam os resultados
obtidos por fluorescéncia molecular. Resultados similares foram obtidos para S2, S3 e
S4 e sdo mostrados na Figura 11b, 11c e 11d, respectivamente. As varia¢fes nos valores
de absorvancias sdo apresentadas na Tabela 5. Os resultados obtidos no presente estudo
(OVA-sulfonamidas) estdo de acordo com o trabalho desenvolvido por Dantas e
colaboradores (2017) (OVA-tetraciclinas).
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Tabela 5- Valores de absorvancia para as sulfonamidas avaliadas, OVA e complexos
OVA-sulfonamidas. Condi¢fes: OVA (3 uM), sulfonamidas (6 uM), tampéao Tris-HCI 50
mM e NaCl 100 mM a pH 7,4 e 30°C.

Comparacéo

ngante 7\ma’x (nm) Aligante AOVA Acomposto + onal Acomplexo Ad
280 (P) 0,1212 0,0944 0,2156 0,2029 -0,0127
S1 257 (L) 0,1352 0,0627 0,1979 0,1831 -0,0148
278 (PL) 0,1227 0,0943 0,2170 0,2048 -0,0122
280 (P) 0,1058 0,0944 0,2002 0,1221 -0,0781
S2 252 (L) 0,2523 0,0552 0,3075 0,2701 -0,0374
253 (PL) 0,2517 0,0598 0,3115 0,2705 -0,0410
280 (P) 0,0821 0,0944 0,1765 0,1714 - 0,0051
S3 268 (L) 0,1501 0,0825 0,2326 0,2260 - 0,0066
269 (PL) 0,1496 0,0844 0,2340 0,2275 - 0,0065
280 (P) 0,0757 0,0944 0,1701 0,1629 -0,0072
S4 261 (L) 0,1299 0,0699 0,1998 0,1907 -0,0091
264 (PL) 0,1259 0,0752 0,2011 0,1924 - 0,0087

Nota: P = proteina / L= ligante / PL = complexo proteina-ligante / “AA= Acomplexo — (Aligante T Aova).

Fonte: elaborado pela autora, 2017.
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Figura 11- Espectros de absor¢do por UV-vis para os sistemas contendo a) Sulfatiazol (S1),
b) Sulfaquinoxalina (S2), ¢) Sulfadimetoxina (S3) e d) Sulfametazina (S4). Condic0es:
OVA (3 uM), sulfonamidas (6 uM), tampao Tris-HCI 50 mM e NaCl 100 mM a pH 7,4 e
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5.3. Avaliacdo de mudancas conformacionais na ovalbumina

5.3.1. Fluorescéncia tridimensional (3D)

Para avaliar possiveis alteracfes conformacionais na estrutura secundaria de
proteinas e no microambiente de seus fluoréforos (triptofano e tirosina) na presenca de
ligantes foi realizado um estudo utilizando a fluorescéncia tridimensional (3D), a qual
vem sendo utilizada nos ultimos anos para esta finalidade (SAEIDIFAR et al., 2015).
Assim, através desta técnica, informagdes abrangentes acerca da fluorescéncia da OVA
na auséncia e na presenca das diferentes sulfonamidas foram obtidas. Os espectros de
fluorescéncia 3D obtidos para a OVA na auséncia e presenca de S1 sdo mostrados na
Figura 12. Os espectros referentes a8 OVA na auséncia e presenca de S2, S3 e S4 estdo
apresentados no APENDICE II. Os principais parametros associados aos espectros 3D
obtidos quanto a posic¢do e intensidade dos picos de maxima emissdo de fluorescéncia e
efeito Stokes foram sumarizados na Tabela 6. Os espectros de emissdo de fluorescéncia
3D possuem trés picos principais caracteristicos: (1) relacionado ao espalhamento
Rayleigh do solvente sempre que dex = Aem; (2) relacionado a fluorescéncia intrinseca
dos residuos de aminoécidos de triptofano e tirosina contidos na OVA e (3) relativo a
fluorescéncia da cadeia polipeptidica da proteina, proveniente das transi¢des n—n das
carbonilas amidicas (NHC=0) presentes nos residuos de aminoacidos (ZHANG et al.,
2008).

Ao comparar os graficos da OVA livre (Figura 12a) e OVA-S1 (Figura 12b) é
possivel observar que na presenca da sulfonamida had uma diminuic¢do na fluorescéncia
referente ao pico 2 de 52% e ao pico 3 de 59% ap06s adicdo de S1 indicando, portanto,
que a estrutura secundaria da proteina é alterada na presenca do ligante e,
consequentemente, os efeitos alérgicos da OVA presente em ovos provenientes de
frangos tratados com sulfonamidas pode ser potencializado (LU et al., 2009). Mudancas
espectrais similares podem ser observadas nos espectros 3D obtidos para a OVA na
presenca de S2, S3 e S4. Para S2, os picos 2 e 3 foram reduzidos em 42 e 69%,
respectivamente. Para S3 observou reducdo de 35 e 64%, enquanto que para S4, 45 e
71% de reducdo para 0s picos 2 e 3 respectivamente.

Estes resultados estdo de acordo com os trabalhos desenvolvidos por Wang e
colaboradores (2013) e Wang e colaboradores (2014) em que foi avaliada por
fluorescéncia 3D a interagdo da OVA com a cafeina e a interagdo da HSA com

sulfametoxazol, respectivamente. Em ambos os trabalhos, a presenca do ligante resultou
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na reducdo da intensidade de fluorescéncia dos picos 2 (fluoréforo) e 3 (cadeia
polipeptidica da OVA). Alem disso, os dados de fluorescéncia 3D corroboram com o0s

resultados obtidos anteriormente, uma vez que a ordem de redugcdo do pico 2 é

semelhante a ordem de magnitude de interacéo citada.

Figura 12- Espectros de fluorescéncia tridimensional (3D) para a) OVA, b) OVA + S1.
Condicdes: OVA (2 uM), S1 (40 uM), tampéo Tris-HCI 50 mM e NaCl 100 mM apH 7,4 e

30°C.
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Fonte: elaborado pela autora, 2017.

Tabela 6- Parédmetros associados ao espectro de fluorescéncia tridimensional para a
interacdo entre OVA e as sulfonamidas avaliadas. Condi¢fes: OVA (2 uM), S1 (40 uM),

tampao Tris-HCI 50 mM e NaCl 100 mM a pH 7,4 e 30°C.

- Intensidade
. . . Posicdo  Deslocamento A
Sistema  Pico Descrigéo (c/ hn)  Stokes AL (nm) de fluorescéncia
exz em (% de reducao)
1 Espalhamento Rayleigh Aex = Aem 0 -
OVA 2 TrpeTir 285/335 50 575 (100%)
3 Cadeia polipeptidica 238/335 97 360 (100%)
1 Espalhamento Rayleigh Aex = Aem 0 -
OVA-S1 2 Trpe Tir 285 /332 47 277 (52%)
3 Cadeia polipeptidica 23817340 102 148 (59%)
1 Espalhamento Rayleigh Aex = Aem 0 -
OVA-S2 2 Trpe Tir 285/332 47 336 (42%)
3 Cadeia polipeptidica 23817335 97 111 (69%)
1 Espalhamento Rayleigh Aex = Aem 0 -
OVA-S3 2 TrpeTir 285/ 337 52 372 (35%)
3 Cadeia polipeptidica 238/ 337 99 131 (64%)
1 Espalhamento Rayleigh Aex = Aem 0 -
OVA-54 2 TrpeTir 285 /335 50 345 (45%)
3 Cadeia polipeptidica 2387336 98 103 (71%)

Fonte: elaborado pela autora, 2017.
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5.3.2. Fluorescéncia Sincronizada

Para monitorar separadamente os residuos de triptofano (Trp) e tirosina (Tir)
presentes na OVA, e verificar se ocorrem alteracbes no microambiente destes
aminoacidos na presenca de diferentes concentracbes das sulfonamidas, foram
realizados estudos com base na técnica de fluorescéncia sincronizada. Para tal, se
manteve constante um determinado intervalo de comprimento de onda entre 0s
monocromadores de excitacdo e emissdao (AL). Desta maneira, AA foi estabelecido em
15 e 60 nm, que sdo variacOes caracteristicas para avaliar os residuos de tirosina e
triptofano, respectivamente (Figura 13a) (WANG et al., 2013).

Os espectros referentes a titulacdo da OVA pela sulfonamida S1 obtidos quando
AL = 15 e 60 nm, estdo apresentados na Figura 13b e 13c, respectivamente. Ao
aumentar a concentracdo de S1 houve reducdo na intensidade de fluorescéncia para 0s
residuos de Tir e Trp, além disso, se observou deslocamentos para o vermelho de 21 (AL
=15 nm) e 9 nm (AA = 60 nm) relativo ao comprimento de onda maximo de emissdo
(Tabela 7). Adicionalmente, pode-se inferir que o microambiente destes residuos de
aminoéacidos foi alterado com aumento da polaridade devido a uma maior exposicao a
agua, resultante da mudanca conformacional da OVA na presenca do ligante (HAN et
al., 2016). Resultados similares foram obtidos para a interacdo da OVA com as outras
sulfonamidas e sdo sumarizados no APENDICE III.

A partir dos valores de Ksy calculados (Tabela 7) é observado que os residuos de
triptofano influenciam mais no processo de interacdo quando comparados com 0s
residuos de tirosina, uma vez que para todas as sulfonamidas avaliadas, o valor de Ksy é
maior para o triptofano, indicando que estes residuos (Trp160, Trp194 e Trp275) devem
estar mais préximos ao sitio de ligacdo do complexo entre a proteina e as sulfonamidas
(LI et al., 2016; STEIN et al., 1991). Adicionalmente, a magnitude dos valores de Ksy
para cada um dos sistemas OVA-Sulfonamidas estdo de acordo com os dados de Kb

citados anteriomente.
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Figura 13- a) Espectro de emissdo sincronizado para os residuos de tirosina (AL = 15 nm) e
triptofano (AL = 60 nm) da OVA livre. Titulacdo empregando fluorescéncia sincronizada
para o residuo de b) tirosina e o residuo de c) triptofano com adicdo de S1. Condicdes:
OVA (2 uM), S1 (0 - 200 pM), tampaéo Tris-HCI 50 mM e NaCl 100 mM a pH 7,4 e 30°C.
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Tabela 7- Valores de Ksy relativos a titulagdo por fluorescéncia sincronizada entre OVA e
as sulfonamidas avaliadas. Condi¢des: OVA (2 uM), S1 (0 - 200 uM), tampéo Tris-HCI 50
mM e NaCl 100 mM a pH 7,4 e 30°C.

Sulfonamidas AMA (nm)  Variagdo de maxima no Aem (NM) Ksv (10* L mol™)
s1 15 +21 3,52+0,10
60 +9 3,72+0,21
$2 15 +9 2,24 +0,10
60 +9 3,10 £ 0,24
3 15 +11 1,55+ 0,06
60 +14 1,59 £ 0,07
s4 15 +8 1,78 £ 0,07
60 +10 1,80 £ 0,01

Fonte: elaborado pela autora, 2017.

Trabalhos similares de interacdo desenvolvidos por Lu e colaboradores (2009)
(OVA-quercetina) e Ali e colaboradores (2014) (HSA-sulfadiazina) mostram que por
fluorescéncia sincronizada foi possivel investigar mudancas conformacionais na
proteina. Os resultados obtidos no presente estudo (OVA-sulfonamidas) estdo de acordo
com ambos os trabalhos citados anteriormente, pois ao aplicar um AA = 15 ¢ 60 nm
houve um deslocamento para o vermelho do comprimento de onda maximo, indicando

gue o microambiente dos fluoréforos tornou-se mais polar.

5.4.  Ensaio de transferéncia de energia por ressonancia de fluorescéncia (FRET)
O ensaio empregando FRET é utilizado para medir a distancia entre o doador

(fluoréforos da OVA) e o receptor (ligantes) envolvidos no processo de interacdo
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(NAIK et al., 2010). A eficiéncia do processo de FRET depende principalmente dos
seguintes fatores (HONGWEY et al., 2005): (i) sobreposicdo entre o espectro de
emissdo de fluorescéncia da OVA (doador) e o espectro de absorcdo das sulfonamidas
(receptor) (Figura 14); (ii) orientacdo relativa dos dipolos do doador e receptor; (iii)
distancia (ro) entre a OVA e a molécula receptora de energia (1-10 nm).

De acordo com a teoria de transferéncia de energia de Foster, o valor da energia
transferida (E) envolvida no processo de interacdo da OVA com uma determinada
sulfonamida € calculada a partir da Equacdo 5 (RANJBAR et al., 2013):

6
E:l'iz GRO 6
F R+l

0

Equacéo (5)

onde F e F sdo as intensidades de fluorescéncia da OVA na presenca e na auséncia das
sulfonamidas, respectivamente, e Ry, é a distancia critica quando a eficiéncia de
transferéncia de energia equivale a 50%, sendo calculada a partir da seguinte equagéo
(RANJBAR et al., 2013):

RS=8.8x10"K*N“dJ Equacéo (6)

Sendo K2 o fator de orientagdo espacial que descreve a geometria dos dipolos do doador
e aceptor de energia (K2 = 2/3 para alinhamento aleatorio), N é o indice de refracdo do
meio (N = 1,36), @ ¢é o rendimento quantico da OVA livre (® = 0,118) e J é a integral
de sobreposicdo do espectro de emissdo de fluorescéncia da OVA e espectro de
absorcéo dos ligantes dado por (HONGWEY et al., 2005; LU et al., 2009; SARKAR et
al., 2013):

j: FOOe(OL A

[ Fovdy

Equacéo (7)

Em que F(L) ¢ a intensidade de fluorescéncia normalizada da OVA enquanto g(A) € o
coeficiente de absor¢ao molar das sulfonamidas no comprimento de onda A. Através das
equac0es (5-7) foi possivel obter os parametros do estudo de FRET (J, Ro, E € ro) que
estdo apresentados na Tabela 8.

Pdde-se observar que a distancia critica de Foster (Ro) e a distancia entre 0s

residuos de triptofano da OVA e as sulfonamidas (ro) estdo entre 1 e 2 nm, indicando
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que a transferéncia de energia entre a OVA e as sulfonamidas, acontece com alta
probabilidade, pois tais valores estdo entre 1-10 nm (HONGWEY, 2005). Além disso,

também foi observado que para todos os sistemas de interacao avaliados a transferéncia

de energia, E, foi inferior a 50% e, portanto, Rg < ro, concordando com os resultados

obtidos (SARKAR, 2013).

Por fim, os valores de rp obtidos para os sistemas de interacdo avaliados neste

estudo sdo proximos aos resultados obtidos em trabalhos desenvolvidos por outros

autores (Tabela 9).

Figura 14- Sobreposicao espectral da emissdo de fluorescéncia da OVA com o espectro de
absorcdo de a) S1, b) S2, ¢) S3 e d) S4. CondicBes: OVA (2 uM), sufonamidas (10 uM),
tampéo Tris-HCI 50 mM e NaCl 100 mM a pH 7,4 e 30°C.
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Tabela 8- Pardmetros de FRET da interacdo entre as sulfonamidas e a OVA.

Sulfonamidas (10 cm"’JL mol) Ro (nm) E (%) ro (Nm)
S1 2,60 1,32 29,7 1,52
S2 13,6 1,74 33,5 1,95
S3 1,78 1,24 25,8 1,48
S4 3,78 1,40 27,4 1,65

Fonte: elaborado pela autora, 2017.
Tabela 9- Comparacdo de valores de r, obtidos em outros estudos com o trabalho
proposto. Condic¢Bes: OVA (2 uM), sulfonamidas (10 pM), tampédo Tris-HCI 50 mM e
NaCl 100 mM a pH 7,4 e 30°C.

Proteina Ligante ro (hm) Referéncia
BSA Sulfametazina 2,73 Bani-Yaseen, 2011.
HSA Sulfametazina 3,07 Chen et al., 2012.
Diprofilina 2,23

OVA Cafeina 2,25 Wang et al., 2013.
Teofilina 2,20

OVA Tetraciclina 3,11 Dantas et al., 2017.
Sulfatiazol 1,52
Sulfaguinoxalina 1,95

OVA Sulfagimetoxina 1,48 Este trabalho
Sulfametazina 1,65

Fonte: elaborado pela autora, 2017.

5.5. Estudo de competicdo: interacdo com a sonda ANS (acido 8-anilino-1-
naftaleno-sulfonato) e com ions metalicos
55.1. ANS

A sonda organica ANS (Figura 15a) é bastante utilizada na analise de proteinas,
pois apesar de possuir baixa fluorescéncia intrinseca em meio aquoso, a intensidade de
emissdo de fluorescéncia aumenta quando o ANS se liga em regifes hidrofébicas destas
macromoléculas (Figura 15b) (SCHONBRUNN et al., 2000). Desse modo, o ANS foi
utilizado como uma espécie competidora no processo de interagdo entre a OVA e as
sulfonamidas, com o objetivo de avaliar se o sitio preferencial de ligagdo ocorre em
regides hidrofobicas da OVA. Para isso, avaliou-se o efeito da adicdo de diferentes
concentragOes das sulfonamidas no sistema OVA-ANS, uma vez que se 0 sitio de
ligagdo das sulfonamidas na proteina for proximo ou similar ao do ANS, ocorrerd uma
competicdo e, dessa maneira, os ligantes podem afetar a intensidade de fluorescéncia do
sistema OVA-ANS (ANDREWS et al., 2012).
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A partir da Figura 15c pode-se avaliar a influéncia da adicdo das diferentes
concentragdes das sulfonamidas ao sistema OVA-ANS. Ao se adicionar as
sulfonamidas, a emissdo de fluorescéncia diminui, entretanto a reducdo é mais efetiva
com a adicdo da sulfaquinoxalina (S2), em comparagdo aos outros compostos avaliados.
De acordo com Guan e colaboradores (2014) isto indica que o processo de interacdo
OVA-S2 ocorre preferencialmente em regiGes hidrofobicas, pois esta sulfonamida
possivelmente desloca o ANS da regido de ligacdo ou ainda inibe a transferéncia de
energia dos fluoréforos da OVA para os ligantes (sulfonamidas). Adicionalmente, isto
também pode ser explicado por meio dos valores do coeficiente de parti¢do (logP), que
é uma medida quantitativa da lipofilicidade de compostos organicos (MEYLAN, 1994).
Para S1, S2, S3 e S4 os valores de logP foram obtidos através do programa
Molinspiration Cheminformatics sendo iguais a 0,83, 1,70, 0,75 e 0,84 respectivamente.
Assim, sabendo que quanto maior o valor de logP mais hidrofébico é o composto,
verifica-se que S2 € a sulfonamida que possui uma estrutura molecular mais hidrofébica
em relacdo as outras, possibilitando, portanto, uma maior interacdo em regibes
hidrofobicas da OVA e, consequentemente, o deslocamento do ANS dessas regides de
ligacdo. Desta forma, é pertinente inferir que as outras sulfonamidas avaliadas
interagem preferencialmente em sitios mais hidrofilicos, diferindo da S2.

Figura 15- a) Estrutura quimica do ANS, b) Intensidade de fluorescéncia do ANS na
auséncia e na presenca da OVA, c¢) Intensidade de fluorescéncia do sistema ANS-OVA na
presenca de diferentes concentracfes das sulfonamidas avaliadas. Condicdes: OVA (2
UM), ANS (4 uM) sulfonamidas (0 - 200 uM), tampéo Tris-HCI 50 mM e NaCl 100 mM a
pH 7,4 e 30°C.
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5.5.2. Competigdo com ions metalicos

O ovo é um alimento de alto valor nutricional, pois em sua composi¢do ha varios
nutrientes importantes para a saude humana, entre eles proteinas, vitaminas e sais
minerais (AGUIAR et al., 2009). Contudo, segundo Saldanha e colaboradores (2009),
no Brasil ja existe a pratica de adicionar niveis excessivos de sais minerais, como calcio
(Ca), zinco (Zn), cobre (Cu) e ferro (Fe), na dieta de aves, para prevenir deficiéncias
que podem ser causadas por possiveis interacGes entre estes minerais e outros
componentes, que os tornam indisponiveis.

Sabendo disso, este estudo foi realizado para avaliar a influéncia de ions
metélicos que podem estar presentes no ovo (Ca(ll), Mg(ll), Cu(ll), Zn(1l) e Fe(lll))
sobre o processo de interacdo das diferentes sulfonamidas com a OVA apH 7,4 e 30 °C.
Para tal, a razdo entre as constantes de ligacdo na presenca do ion competidor (Ky’) € na
auséncia (Kp) foi considerada como pardmetro de comparagdo (Figura 10). Quando
Kp’/Kp < 1 pode-se inferir que a presencga do ion desfavorece a formacgdo do complexo
entre a OVA e a sulfonamida, entretanto quando Ky’/K;, > 1, indica que o processo de
interacdo entre a macromolécula e o ligante é favorecido.

Na Figura 16 € mostrado que a presenca de Ca(ll), Mg(ll) e Fe(lll) favoreceram
0 processo de interacdo entre a OVA com S1 e S2, isto possivelmente pode estar
associado a mudanca conformacional da proteina induzida pela ligacdo destes ions a
grupos presentes na sua cadeia polipeptidica, como por exemplo fosfatos e sulfetos,
favorecendo a formagdo do complexo (YANG et al., 2015). Porém, Cu(ll) e Zn(Il)
desfavoreceu a formacdo destes complexos para todas as sulfonamidas avaliadas,
provavelmente devido a formacdo de complexos metélicos entre as sulfonamidas e estes
cations (ROCHA et al., 2011). Adicionalmente, para S3 e S4 a presenca de todos os
ions desfavoreceu a interacdo com a proteina.

Portanto, quando a constante de ligacdo dos sistemas de interacdo aumenta na
presenca dos ions metalicos avaliados, pode-se inferir que a adi¢do destes possa alterar a
estrutura da OVA tornando mais favoravel a interacdo da proteina com os ligantes.
Contudo, quando a adicdo de ions resulta na diminui¢do da constante de ligacdo indica
que houve competicdo entre o ion e o ligante pelo mesmo sitio de ligacdo da
macromolécula ou que o ion interage com o ligante tornando a interagdo OVA-ligante

menos favoravel.
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Figura 16- Efeito da presenca de ions metalicos no processo de interacdo entre a OVA e as
sulfonamidas. Condic¢Bes: Proteina e competidores (2 uM), sulfonamidas (0 - 200 pM),
tampao Tris-HCI 50 mM e NaCl 100 mM a pH 7,4 e 30°C.
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Fonte: Elaborado pela autora, 2017.

5.6. Estudo de interacdo das sulfonamidas com a proteina comercial e in natura

Este estudo foi realizado para avaliar a interacdo das sulfonamidas com a
proteina in natura e comparar com a interagdo destes ligantes com a ovalbumina
comercial. A concentracdo das solugdes de OVA preparada a partir da proteina comercial e
in natura foi determinada pela razdo do sinal de absorvancia a 280 nm e coeficiente de
extingdo molar de 30957 M™ cm™ (BHATTACHARYA & MUKHOPADHYAY, 2012).
Assim, empregando titulacdo espectrofluorimétrica foi possivel obter as constantes de
ligacdo (Kp) para os diferentes sistemas.

Para todas as sulfonamidas os valores de K, foram maiores para 0s processos de
interacdo com a OVA in natura (clara do ovo) (Figura 17). Possivelmente isto ocorre
porque a clara do ovo é uma matriz mais complexa, possuindo diversos componentes,
como outras macromoléculas (proteinas, lipidios e carboidratos), que podem favorecer a
interacdo. Além disso, foi observado que a ordem de afinidade de interacdo das
sulfonamidas foi a mesma (S1 > S2 > S4 > S3) para ambos 0s sistemas.

Portanto, verificou-se que as sulfonamidas interagem com a ovalbumina,

independente da forma como esta se encontra no sistema, comercial (pura) ou in natura
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(clara do ovo). Uma vez que ocorre a interagdo, leva a mudangas conformacionais na
cadeia polipeptidica da OVA o que pode potencializar a ocorréncia de possiveis reagdes
alérgicas para os consumidores deste alimento.

Figura 17- Comparacdo das constantes de ligacdo (K,) do processo de interacdo das

sulfonamidas com a OVA comercial e in natura. Condigdes: OVA comercial e in natura (2
puM), sulfonamidas (0-200 uM), tampé&o Tris-HCI 50 mM e NaCl 100 mM a pH 7,4 e 30°C.
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Fonte: Elaborado pela autora, 2017.

5.7.  Ressonancia magnética nuclear de hidrogénio (RMN *H)

Por fluorescéncia molecular e UV-vis foi possivel avaliar a interagdo da OVA
com as diferentes sulfonamidas monitorando as mudancas que ocorrem na cadeia
polipeptidica da proteina na presenca do ligante. Porém, para monitorar possiveis
mudancas nos ligantes (sulfonamidas) decorrentes da formacdo do complexo
supramolecular com a macromolécula utilizou-se a espectroscopia de RMN *H que é
uma técnica bastante util para estudos de interagdo proteina-ligante, pois permite
mapear o0 epitopo (superficie de contato) de interacdo entre o ligante e a macromolécula
(FIGUEIREDO & MARSAIOLLI, 2007).

Desta maneira, realizou-se o monitoramento do deslocamento quimico (8) dos
sinais de hidrogénio dos ligantes por RMN *H através do perfil espectral. Inicialmente,

foram obtidos os espectros de RMN *H da sulfaquinoxalina (S2) na auséncia e presenca
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da OVA em trés concentragdes diferentes (Figura 18). Esta sulfonamida foi escolhida
para os estudos iniciais devido a sua solubilidade em agua (7,5 mg L™) ser inferior & de
S1 (373 mg L), S3 (343 mg L™) e S4 (1500 mg L) (JUNIOR, 2015), pois uma vez
verificado que ndo ocorre problemas de precipitacdo nos sistemas OVA-S2 com
diferentes concentracdes da proteina, ndo haveria problemas com os sistemas formados

pela OVA e as outras sulfonamidas.

Figura 18- Expansdo do espectro de RMN 'H (400 MHz) da sulfaquinoxalina (S2) na
auséncia e na presenca de diferentes concentracbes da ovalbumina (OVA). Condicdes:
S2:0OVA (1:25, 1:50 e 1:100), S2 (1 mM) em 10% (v/v) de DMSO-ds em tampé&o fosfato 10
mM com D,O apH 7,4.
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A atribuicdo dos sinais aos respectivos hidrogénios presentes em S2 estad de
acordo com Turkzan e Medwick (1972) e os deslocamentos quimicos do ligante na
auséncia e na presenca das diferentes concentracdes da OVA sdo apresentados na
Tabela 10. A partir dos valores de variacdo de deslocamento quimico (Ad) calculados
pdde-se observar que os hidrogénios que estdo provavelmente envolvidos na interagcdo
OVA-S2 sdo os aromaticos (2, 6, 3, 5, 7, 9 e 12) indicando que possivelmente a parte
aromatica e central de S2 interage com os residuos de aminoacidos da cadeia
polipeptidica da proteina. Estes resultados corroboram com o tipo de forgas
preferenciais envolvidas neste processo de interacdo para S2, sdo elas: forca de Van der
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Waals e ligacdo de hidrogénio, uma vez que ligacbes de hidrogénio ocorrem
possivelmente com o grupo sulfoxido (SO;) e -NH, e as forcas de Van der Waals com
0S grupos aromaticos da molécula.

Além disso, também foi observado que na presenca da OVA, ocorreu reducdo
dos sinais relativos aos hidrogénios monitorados, indicando que a interagdo proteina-
ligante ocorre. Isto acontece devido a reducdo do tempo de relaxacdo (T1) do ligante na
presenca da macromolécula, pois moléculas de alto peso molecular, como as proteinas,
possuem rapida velocidade de relaxacédo e, dessa forma, as sulfonamidas ao interagir
com a OVA adquire suas propriedades e, consequentemente, tem sua velocidade de
relaxagdo reduzida, resultando nas mudangas espectrais (BOJKO, 2009).

Tabela 10- Deslocamento quimico (8) do RMN "H (400 MHz) de S2 na auséncia e presenca
de diferentes concentragdes de OVA em tampéo fosfato 10 mM em D,O a pH 7,4.

o/ ppm

. . a b S2-OVA .

Hidrogénio S2 S2 1100 150 105 A
2,6 7,80 7,813 7,812 7,812 7,811 + 0,002
3,5 6,65 6,817 6,816 6,816 6,815 + 0,002
7 8,65 8,251 8,248 8,248 8,247 + 0,004
9,12 7,670 7,667 7,667 7,666 + 0,004
10 74-8,1 7,836 7,837 7,837 7,837 - 0,001
11 7,492 7,493 7,493 7,492 0,000

Fonte: elaborado pela autora, 2017.

Nota: %5 para S2 em DMSO-ds por Turkzan e Medwick (1972) / °8 para S2 neste trabalho / A8 foi
calculado baseado na diferenga entre 6(S2) e 6(S2:OVA = 1:25).

Similarmente obteve-se 0s espectros do sulfatiazol (S1), sulfadimetoxina (S3) e
sulfametazina (S4) na auséncia e na presenca da OVA (1:25). A atribuigdo dos sinais
aos respectivos hidrogénios presentes em S1, S3 e S4 estd de acordo com Bellu et al.
(2003), Hong e Jo (2008), Huynh et al. (2006), respectivamente. Os espectros de RMN
'H e os dados dos deslocamentos quimicos dos ligantes na auséncia e na presenca da
OVA séo apresentados nos APENDICES IV, V e VI.

Os valores de Ad referentes a sulfadimetoxina (S3) na auséncia e na presenga da
macromolécula (1:25) indicam que os hidrogénios 2, 6, 3 e 5 (aromaticos) fazem parte
do epitopo da ligagdo OVA-S3 e, como explicado anteriormente para S2, isto
possivelmente ocorre devido as forgas preferenciais serem Van der Waals e ligagdes de

hidrogénio. Ja para S1 e S4, pbde-se observar que os hidrogénios monitorados
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provavelmente ndo estdo envolvidos no processo de interacdo OVA-S1 e OVA-S4.
Estes resultados corroboram com o tipo de forca preferencial envolvida nestes processos
que sdo as interacOes eletrostaticas, pois esta interacdo deve ocorrer possivelmente no

nitrogénio presente na amida sulfonica.

5.8.  Atividade bioldgica — Potencial antimicrobiano

Para avaliar se a interacdo entre a OVA e as sulfonamidas S1, S2, S3 e S4,
interferia ou ndo na acgao biolodgica destes antibidticos sobre diferentes bactérias in vitro,
realizou-se uma série de antibiogramas, com diferentes concentracdes dos compostos
avaliados na presenca e auséncia da ovalbumina, estabelecendo-se os valores para a
MIC. Os valores dos halos de inibicdo obtidos no ensaio preliminar, testando-se a
dosagem de 100 e 50 pg das sulfonamidas e suas associa¢fes, sdo apresentados na
Tabela 11.

De acordo com os parametros estabelecidos pelo Instituto de PadrGes Clinicos e
Laboratoriais (CLSI, 2007), para que um microrganismo seja sensivel a classe das
sulfonamidas, os valores do halo de inibi¢do devem ser > 17 mm. No entanto, observou-
se no ensaio preliminar que, nas concentragdes das sulfonamidas testadas, apenas E. coli
(bacilos Gram negativos) e B. megaterium (bacilos Gram positivos) foram sensiveis
(Figuras 19 e 20). As outras bactérias avaliadas mostraram-se resistentes a tais
antibidticos (halos de inibi¢do < 12 mm) e aos sistemas contendo antibidtico ¢ OVA.
Portanto, os testes relativos para estabelecer os valores de MIC foram efetuados apenas
contra E.coli e B. megaterium.

Para determinar os valores de MIC as dosagens testadas variaram de 0,125 a 50
Mg (S1, S2 e S4) e de 0,05 a 25 g (S3). Os resultados obtidos para a sulfatiazol (S1)
sdo mostrados na Tabela 12, observando-se que, a medida que as dosagens diminuiram,
halos de inibicdo menores foram obtidos. De modo geral, verifica-se que os halos de
inibicdo referentes a atividade antimicrobiana da sulfonamida livre sdo inferiores
quando comparados aos halos obtidos para os sistemas sulfonamidas-OVA (com apenas
50% da concentracdo). Contudo, apesar deste perfil os valores de MIC na auséncia e
presenca da OVA ndo variaram independente da bactéria avaliada. Assim, a MIC
encontrada para S1 foi igual a 2,5 pg para E. coli e 25 pg para B. megaterium, pois em
concentragdes inferiores 0s halos sdo < 17 mm. Resultados similares foram obtidos para

as demais sulfonamidas e sdo mostrados no APENDICE VII. Para S2, S3 e S4 obteve-
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se MIC igual a 1,0; 2,5 e 25 ug para E. coli, respectivamente. Enquanto que para B.
megaterium obteve-se MIC igual a 25 pg para todas as sulfonamidas testadas.
As Figuras 21 e 22 ilustram os halos de inibicdo referentes a diferentes dosagens

de Sulfatiazol contra E. coli e B. megaterium, respectivamente.
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Tabela 11- Média dos diametros dos halos de inibicdo (em mm) do crescimento das bactérias submetidas aos controles e as sulfonamidas e suas
interacdes com OVA. Ofloxacino - OFX (5 pg); DMSO - dimetilsulféxido; tamp&o - Tris-HCI (50 mM com NaCl 100 mM a pH 7,4); OVA em tampao
(100 pug); S1, S2, S4 (100 ug); S3 (50 pg); interacbes OVA- S1, OVA-S2, OVA-S4 (50 pg) e OVA-S3 (25 pg).

Cepas bacterianas OFX DMSO Tampéo OVA S1 S1+OVA S2 S2+OVA S3 S3+OVA S4 S4+0OVA
E. coli” 33,0x00 60%21 0,0£0,0 - 40,0£0,0 - 320+14 - 30,0+0,0 - 30,0+0,0 -
E. coli™ 340+14 500, 0,0£0,0 0,0+0,0 - 39,014 - 40,0 £0,0 - 33,0+4,2 - 34,0+35
B. megaterium” 33,0£00 9,00, 0,0+0,0 - 20,0+0,0 - 18,0+ 0,0 - 18,0+ 0,0 - 18,0+0,0 -
B. megaterium”” 330+0,0 120+0,0 10000 120%0,0 - 22,0+0,0 - 21,0+0,0 - 21,0+0,0 - 20,0+0,0
P. aeruginosa” 320+00 12,0+00 00z%0,0 - 12,0+ 0,0 - 3,0+£0,0 - 0,0+£0,0 - 0,0+0,0 -
P. aeruginosa”™ 320+14 110+21 50%0,0 6,0£0,0 - 12,0+£0,0 - 12,0+0,0 - 0,0+0,0 - 3,0£0,0

C. glutamicum™" 330+11 100+0,0 10,0%0,0 10,0+0,0 100+0,0 10,0+0,0 10,0+0,0 100+0,0 100+0,7 140%+14 12000 12,0+0,0

K. oxytoca™" 410+14 100+00 10,0+0,0 10,0+0,0 10,0+£0,0 10,0+0,0 10,0 £0,0 100+0,0 10,0+0,0 100%0,0 10,0£0,0 10,0+0,0

Fonte: elaborado pela autora, 2017.
Notas: “Placas com o padréo, diluentes e sulfonamidas,
“Placas com o padrao, diluentes, OVA e sistemas OVA-sulfonamidas.
““Placas com o padrao, diluentes, OVA, sulfonamidas e sistemas OVA-sulfonamidas.
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Figura 19- Aspecto de antibiograma contra Escherichia coli. a) Ofloxacino 5 pg (disco 1),
DMSO (disco 2, 40 pL), sulfonamidas 1-4 (discos 3-6, 40 pL= 100 ou 50 ug), tampéo (disco
7,40 pL); b) Ofloxacino 5 pg (disco 1), DMSO (disco 2, 40 pL), interagéo das sulfonamidas
1-4 com OVA (discos 3-6, 40 pL.=50 ou 25 ug), tampéo (disco 7, 40 pL), e OVA (disco 8, 40
puL= 100 Q).

a) b)

Fonte: elaborado pela autora, 2017.

Figura 20- Aspecto de antibiograma contra Bacillus megaterium. a) Ofloxacino 5 ug (disco
1), DMSO (disco 2, 40 pL), sulfonamidas 1-4 (discos 3-6, 40 uL = 100 ou 50 pg), tampéo
(disco 7, 40 pL); b) Ofloxacino 5 pg (disco 1), DMSO (disco 2, 40 pL), interacdo das
sulfonamidas 1-4 com OVA (discos 3-6, 40 pL= 50 ou 25ug), tampdéo (disco 7, 40 L), e
OVA (disco 8, 40 pL = 100 ug).

a) b)

Fonte: elaborado pela autora, 2017.
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Tabela 12- Média dos diametros dos halos de inibicdo (em mm) do crescimento de E. coli e
B. megaterium submetidas aos controles e a sulfatiazol (S1) e suas interacGes com OVA.
Ofloxacino - OFX (5 ug); DMSO; tampéo (50 mM com NaCl 100 mM a pH 7,4); OVA em

tampd@o (100 ug); sulfatiazol (S1) - 0,125-50 pg e interagdes OVA-S1.

Diametro do halo de inibi¢do (mm)

Cepas
Doiﬁgg’”s OFX DMSO  Tampdo OVA s1 S1+OVA
50 370:07 0000 0000 20£00 50007 48021
25 300+42 00£00 00£00 20£00 390£28  470£21
E. coli 2,5 290+00 00£00 00£00 00£00 220£00 170£21
ATCC 1,0 290+00 00+00 00£00 00+00 140£00 9,007
25922 05 270+00 00+00 00+00 00£00 100+00 5000
0,25 230+21 30£00 20£00 20£00 20£00 2,0£0,0
0,125 240+35 00+00 00+00 00+00  00£00 0,0£0,0
50 330+28 50+00 30£00 5007 210+28 20035
25 320+00 00£00 00£00 40+14 210£07 20007
Bacillus 2,5 210£07 50+21 20£00 40£00 120£07  11,0£07
Megate- 1,0 21028 00+00 00+00 00£00 100+07  70+14
rium 05 180+00 00+00 00+00 00+00 7007 0,0£0,0
0,25 250+14 00£00 00£00 00£00  20£00 0,0£0,0
0,125 270+07 00+00 00£00 00£00  00£00 0,0£0,0

Fonte: elaborado pela autora, 2017.
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Figura 21- Aspecto de antibiograma contra Escherichia coli. Ofloxacina 5 pg (disco 1), DMSO (disco 2), tampéo (disco 3), OVA (disco 4), OVA-S1
(disco 5), S1 (disco 6), com dosagem de S1 iguais a: a) 50 pg; b) 25 ug; c) 2,5 ug; d) 1,0 pg; e) 0,5 ug; f) 0,25 pg e g) 0,125 pg. A numeragao dos discos

de todas as placas segue o0 padrio do item “a”.
a) b) c) d)

Fonte: elaborado pela autora, 2017.
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Figura 22- Aspecto de antibiograma contra Bacillus megaterium. Ofloxacino 5 pg (disco 1), DMSO (disco 2), tampéao (disco 3), OVA (disco 4), OVA-
S1 1 (disco 5), S1 (disco 6), com dosagem de S1 iguais a: a) 50 pg; b) 25 pg; c) 2,5 ug; d) 1,0 pg; e) 0,5 pg; ) 0,25 pg e g) 0,125 pg. A numeragio dos

discos de todas as placas segue o padrao do item “a”.

a) b) c) d)

Fonte: elaborado pela autora, 2017.
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6. CONCLUSAO

Neste trabalho, o processo de interacdo entre OVA e quatro sulfonamidas foi
investigado por fluorescéncia molecular, UV-vis e RMN 'H. Os resultados
experimentais indicaram que a formacdo dos complexos supramoleculares, proteina-
ligante, ocorreu preferencialmente por mecanismo de quenching estatico com formacao
dos complexos no estado fundamental. De acordo com as constantes de ligacdo (Kp)
calculadas, a magnitude de interacdo segue a seguinte ordem: S1 > S2 > S4 < S3. Além
disso, foi visto que ha uma maior afinidade entre as sulfonamidas e a ovalbumina in
natura (clara do ovo) quando comparada com a proteina comercial. A partir dos dados
termodinamicos, verificou-se que as interacBes ocorrem espontaneamente e que as
forcas predominantes na estabilizacdo dos complexos sdo ligacbes de hidrogénio e
forcas de VVan der Waals para S2 e S3, e interacdes eletrostéticas para S1 e S4.

Possiveis modificacdes na cadeia polipeptidica da OVA foram verificadas por
fluorescéncia sincronizada e 3D. Por meio de FRET foi possivel calcular as distancias
intermoleculares entre as sulfonamidas e a OVA que variaram de 1,48 a 1,95 nm. O
estudo de competicio com a sonda ANS mostrou que apenas a S2 interage
preferencialmente em sitios hidrofobicos da proteina. Ca(ll), Mg(ll) e Fe(lll) favorecem
0 processo de interacdo da OVA com S1 e S2, enquanto Zn(l1) e Cu(ll) provavelmente
formam complexos com todas as sulfonamidas desfavorecendo a interacdo destes
ligantes com a macromolécula.

Por meio dos estudos de variagdo de deslocamento quimico (8) por RMN *H
foi possivel verificar que houve variacdo nos sinais dos hidrogénios aromaticos
presentes em S2 e S3 quando estes ligantes interagiram com a ovalbumina. Contudo,
para S1 e S4, ndo foi observado mudancas nos espectros de RMN *H destas
sulfonamidas na auséncia e presenca da proteina.

Por fim, por meio dos estudos bioldgicos constatou-se que as sulfonamidas séo
sensiveis a E. Coli e B. megaterium. E, além disso, que os valores de MIC destes
antibioticos na auséncia e presenca da proteina foram similares.

Portanto, por meio dos estudos realizados, verificou-se que ocorre interacdo
entre as diferentes sulfonamidas e a OVA resultando em mudangas conformacionais da
macromolécula bem como no microambiente dos fluor6foros presentes na mesma. Tais
alteracdes podem vir a potencializar a alergenicidade natural desta macromolécula o que

pode compor um risco na seguranca alimentar dos seres humanos.



68

7. REFERENCIAS

VARSHEY, D.B. et al. Supramolecular interactions. In: STEED, W. & GALE, P.A.
(Ed). Supramolecular Chemistry: From Molecules to Nanomaterials. 1 ed. Hoboken:
Wiley, 2012.

LEHN, J.M. Quimica supramolecular conceitos e perspectivas. Lisboa: Press,1996.

WILLIAMS, M.A.; DAVITER, T. Protein-ligands interactions — Methods and
applications. 2 ed. London: Humana Press, 2013.

HU, X.; LI, H. Force spectroscopy studies on protein—ligand interactions: a single
protein mechanics perspective. FEBS letters, Holanda, v. 588, p. 3613-3620, Out.,
2014,

CHENG, Z.; LIU, R.; JIANG, X. Spectroscopic studies on the interaction between
tetrandrine and two serum albumins by chemometrics methods. Spectrochimica Acta
Part A: Molecular and Biomolecular Spectroscopy, China, v. 115, p. 92-105, Jun.,
2013.

DU, X. et al. Insights into Protein-Ligand Interactions: Mechanisms, Models, and
Methods. International Journal of Molecular Sciences, China, v. 17, n. 144, p. 1-34,
Jan., 2016.

NIENHAUS, K. & NIENHAUS, G.U. Probing Heme Protein—Ligand Interactions by
UV/Visible Absorption Spectroscopy. In: NINHEAUS, G.U. (Ed). Protein—Ligand
Interactions: Methods and Applications, v. 305, Totowa: Humana press, 2005.

XING, A. et al. In vitro study on the interaction of methoxyflurane with human serum
albumin: phenotypic characterization. Journal of fluorine chemistry, Holanda, v. 153,
p. 107-113, Maio, 2013.

HEGYI, G. et al. Introducdo a Bioquimica Pratica. Budapeste: EOtvos Lorand
University, 2013.

MOCZ, G.; ROSS, J.A. Fluorescence Techniques in Analysis of Protein-Ligand
Interactions. In: WILLIAMS, M.A. & DAVITER, T. (Ed). Protein-ligands interactions
— Methods and applications. 2 ed. London: Humana Press, 2013.

LAKOWICZ, J.R. Principles of Fluorescence Spectroscopy. 3 ed. Baltimore, Maryland:
Springer , 2006.

MATVEEVA, E.G. et al. Tryptophan Fluorescence Quenching by Enzyme Inhibitors As
a Tool for Enzyme Active Site Structure Investigation: Epoxide Hydrolase. Current
Pharmaceutical Biotechnology, USA ,v. 10, n. 6, p. 589-599, Set., 2009.

ANAND, U. et al. Exploring the Mechanism of Fluorescence Quenching in Proteins
Induced by Tetracycline. The Journal of Physical Chemistry B, India, v. 115, p.
63126320, Abr., 2011.



69

WEERT, M.V. Fluorescence Quenching to Study Protein-ligand Binding: Common
Errors. Journal of fluorescence, Dinamarca, v. 20, p. 625-629, Dez., 2009.

KATRAHALLI, U.; KALANUR, S.S.; SEETHARAMAPPA, J. Interaction of
Bioactive Coomassie Brilliant Blue G with Protein: Insights from Spectroscopic
Methods. Scientia pharmaceutica, India, v. 78, p. 869-880, Ago., 2010.

MOREIRA, M.B. Investigacdo da supresséo de fluorescéncia de soro albumina bovina e
humana por complexo de ruténio. Quimica nova, Brasil, v. 38, n. 2, p. 227-232, Dec.,
2015.

DANTAS, M.D.A. et al. Interactions of tetracyclines with ovalbumin, the main allergen
protein from egg white: Spectroscopic and electrophoretic studies. International
Journal of Biological Macromolecules, Brasil, v. 102, p. 505-514, Abr., 2017.

SHEKHTMAN, A.; BURZ, D.S. Protein NMR Techniques. 3 ed. Nova York: Humana
press, 2012.

CALA, O.; GUILLIERE, F.; KRIMM, I. NMR-based analysis of protein-ligand
interactions. Analytical and Bioanalytical Chemistry, Franca, v. 406, n. 4, p. 943-956,
Mar., 2013.

ALLEONI, A.C.C. Albumen protein and functional properties of gelation and foaming.
Sci. Agric., Brasil, v. 63, n. 3, p. 291-298, Maio, 2006.

BHATTACHARYA, M.; MUKHOPADHYAY, S. Structural angi dynamical insights
into the molten-globule form of ovalbumin, J. Phys. Chem. B, India, v. 116, p. 520-
531, Nov., 2012.

HU, Y. etal. Synergistic effects of small amounts of konjac glucomannan on functional
properties of egg white protein. Food Hydrocolloids, China, v. 52, p. 213-220, Jul.,
2016.

DANTAS, M.D.A. Avaliacdo da interacdo das proteinas do ovo (ovalbumina e outras)
com os antibidticos tetraciclina, oxitetraciclina e clorotetraciclina empregando técnicas
espectroscopicas e eletroforese. 2015. Dissertacdo (Mestrado em Quimica e
Biotecnologia) — Curso de Po6s-graduacdo em Quimica e Biotecnologia, Universidade
Federal de Alagoas, Maceio.

MINE, Y. Egg proteins and peptides in human health-chemistry, bioactivity and
production. Current Pharmaceutical Design, Canada, v. 13, p. 875-884, 2007.

CAUBET, Jean-Christoph; WANG, J. Current understanding of egg allergy. Pediatr.
Clin. North Am., USA, v. 58, n. 2, p. 427-443, Abr. 1, 2011.

ULMER, J.B.; VALLEY, U.; RAPPUOLLI, R. Vaccine manufacturing: challenges and
solutions, Nature Biotechnology, USA, v. 24, n. 11, Nov., 2006.

CHUNG, E.H. Clinical and experimental vaccine research. Clin Exp Vaccine Res,
Coréia do Sul, v. 3, p. 50-57, Out., 2014.


http://www.springer.com/chemistry/analytical+chemistry/journal/216

70

STEIN, R.E. et al. Crystal structure of uncleaved ovalbumin at 1.95 A resolution. J.
Mol. Biol., Reino Unido, v. 221, p. 941-959, Out., 1991.

VERHOECKX, K.C.M. et al. Food processing and allergenicity, Food and Chemical
Toxicology, Paises Baixos, v. 80, p. 223-240, Marco, 2015.

MINE, Y.; RUPA, P. Fine mapping and structural analysis of immunodominant IgE
allergenic epitopes in chicken egg ovalbumin. Protein Engineering, Canad4, v. 16, n.
10, p. 747-752, Ago., 2003.

WANG, J.; SAMPSON, H.A. Food allergy: recent advances in pathophysiology and
treatment. Allergy Asthma Immunol Res, USA, v. 1, n. 1, p. 19-29, Out., 2009.

Allergy. Disponivel em: <http://asthmaallergyclinic.in/allergy/>. Acesso em: 11 de
Maio de 2017.

KAMILYA, T. PAL, P.; TALAPATRA, G.B. Interaction of ovalbumin with
phospholipids langmuir-blodgett film, J. Phys. Chem. B, India, v.111, p. 1199-1205,
Dez., 2007.

LU, Y. et al. Interaction of quercetin with ovalbumin: Spectroscopic and molecular
modeling studies, Journal of Luminescence, China, v. 129, p. 1048-1054, Abr., 2009.

WANG, Rui-Quiang et al. Comparative study of the interactions between ovalbumin
and three alkaloids by spectrofluorimetry, Mol Biol Rep, China, v. 40, p. 3409-3418,
Dez., 2013.

SHEN, F. et al. Interactions between tea polyphenol and two kinds of typical egg white
proteins—ovalbumin and lysozyme: Effect on the gastrointestinal digestion of both
proteins in vitro, Food Research International, China, v. 59 p. 100-107, Jan., 2014.

OGNJENOVIC, J., et al. Interactions of epigallo-catechin 3-gallate and ovalbumin, the
major allergen of egg white, Food Chemistry, Sérvia, v. 164, p. 36-43, Maio, 2014.

HOFF, R.; KIST, T.B.L. Analysis of sulfonamides by capillary electrophoresis, J. Sep.
Sci., Brasil, v. 32, p. 854-866, Dez., 2009.

PACHECO-SILVA, E.; SOUZA, J.R.; CALDAS, E.D.; Residuos de medicamentos
veterinarios em leite e ovos, Quim. Nova, Brasil, v. 37, n. 1, p. 111-122, Jul., 2014.

HOFF, R. Analise de residuos de sulfonamidas em alimentos por eletroforese capilar e
espectrometria de massas. 2008. Dissertacdo (Mestrado em Biologia) - Curso de Pos-
graduacdo em biologia celular e molecular, Universidade Federal do Rio Grande do
Sul, Porto Alegre.

MEHTABUDDIN, A.A. et al. Sulfonamide residues determination in commercial
poultry meat and eggs, The Journal of Animal & Plant Sciences, Paquistdo, v. 22, n.
2, p. 473-478, 2012.


http://asthmaallergyclinic.in/allergy/

71

XU, Y. et al. Fast determination of sulfonamides from egg samples using magnetic
multiwalled carbon nanotubes as adsorbents followed by liquid chromatography—
tandem mass spectrometry, Food Chemistry, China, v. 140, p. 83-90, Fev., 2013.

BANI-YANSEEN, A.D. Spectrofluorimetric study on the interaction between
antimicrobial drug sulfamethazine and bovine serum albumin, Journal of
Luminescence, Aradbia Saudita, v. 131, p. 1042-1047, Jan., 2011.

CHEN, J.; ZHOU, X.; ZHANG, Y.; GAO, H. Potential toxicity of sulfanilamide
antibiotic: Binding of sulfamethazine to human serum albumin, Science of the Total
Environment, China, v. 432, p. 269-274, Jun., 2012.

ALI, M.S.; AL-LOHEDAN, H.A. Interaction of human serum albumin with
sulfadiazine, Journal of Molecular Liquids, Arabia Saudita, v. 197, p. 124-130, Abr.,
2014.

WANG, Q.; ZHANG, Sheng-Rui; JI, X. Investigation of interaction of antibacterial
drug sulfamethoxazole with human serum albumin by molecular modeling and multi-
spectroscopic method, Spectrochimica Acta Part A: Molecular and Biomolecular
Spectroscopy, China, v. 124, p. 84-90, Dez., 2014.

HE, W. et al. Investigation of the interaction between five alkaloids and human
hemoglobin by fluorescence spectroscopy and molecular modeling, Spectrochimica
Acta Part A: Molecular and Biomolecular Spectroscopy, China, v. 123, p. 176-186,
Dez., 2014.

VARLAN, A.; HILLEBRAND, M. Bovine and Human Serum Albumin Interactions
with 3-Carboxyphenoxathiin Studied by Fluorescence and Circular Dichroism
Spectroscopy, Molecules, Roménia, v. 15, p. 3905-3919, Maio, 2010.

WANG, R. et al. Comparative study of the binding of pepsin to four alkaloids by
spectrofluorimetry, China, Spectrochimica Acta Part A: Molecular and
Biomolecular Spectroscopy, v. 108, p. 62—74, Jan., 2013.

CHATTERJEE, T. et al. Interaction of Virstatin with Human Serum Albumin:
Spectroscopic Analysis and Molecular Modeling, Plos One, India, v. 7, n. 5, Maio,
2012.

WANG, N. et al. Spectroscopic studies on the interaction of efonidipine with bovine
serum albumin, Braz J Med Biol Res, China, v. 41, n. 7, p. 589-595, Jun., 2008.

CLSI (Clinical and Laboratory Standards Institute). Performance standards for
antimicrobial disk susceptibility testing. Approved standard MZ100-S17, Wayne,
Pennsylvania-USA, 17th ed. 2007.

BAUER, A.W. et al. Teste de susceptibilidade a antibiéticos por um método de disco
unico padronizado, Am J Clin Pathol, v. 45, n. 4, p. 493-496, Abr., 1966.

SGARBIERI, V.C. Proteinas em alimentos protéicos. Sdo Paulo: Livraria Varela,
1996.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Bauer%20AW%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=5325707

72

NI, Y.; WANG, S.; KOKOT, S. Spectrometric study of the interaction between
Alpinetin  and bovine serum albumin using chemometrics approaches, Analytica
Chimica Acta, China, v. 663, p. 139-146, Jan., 2010.

HE, X., SONG, Z. Study on the proteins-luminol biding by use of luminal as a
fluorescence probe, Spectrochimica Acta Part A: Molecular and Biomolecular
Spectroscopy, China, v. 114, p. 231-235, Maio, 2013.

MEI, P., et al. Fluorescence Quenching Study on the Interaction of Some Schiff Base
Complexes with Bovine Serum Albumin, Chinese Journal of Chemistry, China, v. 26,
p. 85-91, Set., 2008.

LU, Xi-Liang, et al. Characterization of the interaction between cationic Erbium (l111)-
porphyrin complex with bovine serum albumin, Journal of Molecular Structure,
China, v. 934, p. 1-8, Maio, 2009.

MATHAVAN, A.; RAMDASS, A.; RAJAGOPAL, S. A Spectroscopy Approach for
the Study of the Interaction of Oxovanadium(lV)-Salen Complexes with Proteins, J.
Fluoresc., USA, v. 25, p. 1141-1149, Jun., 2015.

TABASSUM, S. et al. Synthesis, characterization and interaction studies of copper
based drug with Human Serum Albumin (HSA): Spectroscopic and molecular docking
investigations, Journal of Photochemistry and Photobiology B: Biology, india, v.
114, p. 132-139, Jun., 2012.

RAJENDIRAN, N.; THULASIDHASAN, J. Interaction of sulfanilamide and
sulfamethoxazole with bovine serum albumin and adenine: Spectroscopic and molecular
docking investigations, Spectrochimica Acta Part A: Molecular and Biomolecular
Spectroscopy, india, v. 144, p. 183-191, Jan., 2015.

STANCIUC, N. et al. pH and heat induced structural changes of chicken ovalbumin
inrelation  with antigenic properties, International Journal of Biological
Macromolecules, Roménia, v. 93, p. 572-581, Set., 2016.

KOLY, F. et al. Analysis of aceclofenac and bovine serum albumin interaction using
fluorescence quenching method for predictive, preventive, and personalized medicine,
EPMA Journal, Bangladesh, v. 6, n. 24, 2015.

CHAVES, O.A. et al. Fluorescence and Docking Studies of the Interaction between
Human Serum Albumin and Pheophytin, Molecules, Brasil, v. 20, p. 19526-19539,
Out., 2015.

HU, Yan-Jun et al. Spectroscopic studies on the interaction between methylene blue and
bovine serum albumin, Journal of Photochemistry and Photobiology A: Chemistry,
China v, 179, p. 324-329, Ago., 2006.

MALTAS, E. Binding interactions of niclosamide with serum proteins, Journal of
Food and Drug Analysis, Tarquia, v. 22, p. 549-555, Mar., 2014.



73

NISBET, A.D. et al. The complete amino-acid sequence of hen ovalbumin, Eur J
Biochem, Escdcia, v. 115, p. 335-345, Nov., 1981.

ABEYRATHNE, E.D.N.S.; LEE, H.Y.; AHN, D.U. Sequential separation of lysozyme,
ovomucin, ovotransferrin, and ovalbumin from egg white, Poultry Science, Coréia do
Sul, v. 93, p. 1001-1009, Dez., 2014.

HE, Ling-Ling et al. Studies on the interaction between promethazine and human
serumalbumin in the presence of flavonoids by spectroscopic and molecularmodeling
techniques, Colloids and Surfaces B: Biointerfaces, China, v. 145, p. 820-829, Jun.,
2016.

GUAN, Y.; ZHANG, H.; WANG, Y. New insight into the binding interaction of
hydroxylated carbon nanotubes with bovine serum albumin. Spectrochimica Acta Part
A, China, v. 124, p. 556-563, Jan., 2014.

SAEIDIFAR, M.; MANSOURI-TORSHIZI, H.; SABOURY, A.A. Biophysical study
on the interaction between two palladium (11) complexes and human serum albumin by
Multispectroscopic methods, Journal of Luminescence, Ird, v. 167, p. 391-398, Jul.,
2015.

TIAN, Fang-Fang; JIANG, Feng-Lei; HAN, Xiao-Len; XIANG, C.; GE, Yu-Shu; LI,
Jia-Han; ZHANG, Y.; LI, R.; DING, Xin-Liang; LIU, Y. Synthesis of a novel
hydrazone derivative and biophysical studies of its interactions with bovine serum
albumin by spectroscopic, electrochemical, and molecular docking methods, J. Phys.
Chem. B, China, v. 114, p. 14842-14853, Set., 2010.

ZHANG, Ye-Zhong et al. Spectroscopic studies on the interaction of lanthanum(lll) 2-
oxo-propionic acid salicyloyl hydrazone complex with bovine serum albumin,
Luminescence, China, v. 23, p. 150-156, Maio, 2008.

WANG, Rui-Quiang et al. Comparative study of the interactions between ovalbumin
and three alkaloids by spectrofluorimetry, Mol. Biol. Rep., China, v. 40, p. 3409-3418,
Dez., 2013.

HAN, R. et al. Investigation on the interaction of cefpirome sulfate with lysozyme by
fluorescence quenching spectroscopy and synchronous fluorescence spectroscopy,
Luminescence, China, v. 31, p. 580-586, Nov., 2016.

LI, G. et al. Investigation on the effect of fluorescence quenching of bovine serum
albumin by cefoxitin sodium using fluorescence spectroscopy and synchronous
fluorescence spectroscopy, Luminescence, China, v. 31, p. 1054-1062, Nov., 2016.

STEIN, P.E.; LESLIE, A.G.; FINCH, J.T.; CARRELL, R.W. Crystal structure of
uncleaved ovalbumin at 1.95 A resolution. J. Mol. Biol., Reino Unido, v. 221, n. 3, p.
941-959, Out., 1991.

NAIK, P.N.; CHIMATADAR, S.A.; NANDIBWOOR, S.T. Interaction between a
potent corticosteroid drug — Dexamethasone with bovine serum albumin and human



74

serum albumin: A fluorescence quenching and fourier transformation infrared
spectroscopy study, Journal of Photochemistry and Photobiology B: Biology, India,
v. 100, p. 147-159, Maio, 2010.

HONGWEY, Z. et al. Spectroscopic studies on the interaction between riboflavin and
albumins, Spectrochimica Acta Part A, China, v. 65, p. 811-817, Dez., 2006.

RANJBAR, S. et al. Studies of the Interaction between Isoimperatorin and Human
Serum Albumin by Multispectroscopic Method: Identification of Possible Binding Site
of the Compound Using Esterase Activity of the Protein, The Scientific World
Journal, Ird, v. 2013, p. 1-13, Set., 2013.

SARKAR, M.; PAUL, S.S.; MUKHERJEA, K.K. Interaction of bovine serum albumin
with apsychotropic drug alprazolam: Physicochemical, photophysical and molecular
docking studies, Journal ofLuminescence, India, v. 142, p. 220-230, Mar., 2013.

SCHONBRUNN, E. et al. Structural basis for the interaction of the fluorescence probe
8-anilino-1 naphthalene sulfonate (ANS) with the antibiotic target MurA, PNAS, USA,
v. 97, n. 12, p. 6345-6349, Jun. 6, 2000.

ANDREWS, W.J. et al. A calcium-dependent interaction between calmodulin and the
calponin homology domain of human IQGAP1, Mol Cell Biochem, UK, v. 371, p. 217-
223, Ago., 2012,

MEYLAN, W.M.; HOWARD, P.H. Atom/fragment contribution method for estimating
octanol-water partition coefficients, Journal of Pharmaceutical Sciences, USA, v. 84,
n. 1, 83-92, Jan., 1995.

AGUIAR, M.S.; ZAFFARI, S.; HUBSCHER, G.H. O ovo e sua contribui¢do na satde
humana, Revista Saude e Ambiente, Brasil, v. 10, n. 1, Jun., 2009.

SALDANHA, E.S.P.B. et al. Effect of organic mineral supplementation on the egg
quality of semi-heavy layers in their second cycle of lay, Brazilian Journal of Poultry
Science, Brasil, v.11, n.4, p. 215 -222, Dez., 2009.

YANG, Y.; LI, D.; XU, C. Influences of urea, pH and metal ions on the interaction
between cepharanthine and lysozyme by steady state fluorescence spectroscopy,
Journal of Molecular Structure, China, v. 1084, p. 229-235, Dez., 2015.

ROCHA, D.P. et al. Coordenacdo de metais a antibidticos como uma estratégia de
combate a resisténcia bacteriana, Quim. Nova, Brasil, v. 34, n. 1, p. 111-118, Ago.,
2011.

FIGUEIREDO, I.M.; MARSAIOLI, A.J. Mapeamento das interacGes proteina-ligante
através de técnicas de RMN de *H utilizando deteccdo do ligante, Quim. Nova, Brasil,
v. 30, n. 7, p. 1597-1605, Ago., 2007.

JUNIOR, L.A.S. Degradacdo de antibidticos de uso veterinario em reator de
carbonizagdo hidrotermal. 2015. Dissertagdo (Mestrado em Engenharia Civil e



75

Ambiental) — Curso de Pos-graduacdo em engenharia do meio ambiente, Universidade
Federal de Goiés, Goiania.

TURCZAN, J.; MEDWICK, T. Identification of sulfonamides by NMR spectroscopy,
Journal of Pharmaceutical Sciences, USA, v. 61, n. 3, p. 434-443, Mar., 1972.

BOJKO, B. et al. Investigations of acetaminophen binding to bovine serum albumin in
the presence of fatty acid: Fluorescence and *H NMR studies, Journal of Molecular
Structure, v. 924-926, p. 332-337, Dez., 2009.

BELLU, S. et al. The interaction between mercury(ll) and sulfathiazole. Quim. Nova,
Brasil, v. 26, n. 2, p. 188-192, Out., 2003.

HONG, S.W.; JO, W.H. A fluorescence resonance energy transfer probe for sensing pH
in agueous solution, Polymer, Coréia do Sul, v. 49, p. 4180-4187, Jul., 2008.

HUYNH, D.P. et al. pH/temperature sensitive poly(ethylene glycol)-based
biodegradable polyester block copolymer hydrogels, Polymer, Coréia do Sul, v. 47, p.
7918-7926, Set., 2006.



76
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Figura 23- Titulacdo espectrofluorimétrica da ovalbumina para os seguintes ligantes: a)
Sulfaquinoxalina (S2), b) Sulfadimetoxina (S3) e ¢) Sulfametazina (S4). Condicfes: OVA
(2 mM), sulfonamidas (0 - 200 uM), tampéo Tris-HCI 50 mM e NaCl 100 mM a pH 7,4 e
30°C.
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Fonte: elaborado pela autora, 2017.
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APENDICE Il
Figura 24- Espetros de fluorescéncia tridimensional para a) OVA, b) com adicéo de S2, c)

com adicdo de S3, d) com adicdo de S4. Condigcbes: OVA (2 uM), sulfonamidas (40 uM),
tampéo Tris-HCI 50 mM e NaCl 100 mM a pH 7,4 e 30°C.
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éncia / u.a,

fluoresce

Intensidade de



APENDICE Il

Figura 25- Fluorescéncia sincronizada para o residuo de tirosina (A= 15 nm) com adicdo
de incrementos de a) S2, b) S3 e ¢) S4 e para o residuo de triptofano (A= 60 nm) com
adicdo de incrementos de d) S2, e) S3 e f) S4. CondicBes: OVA (2 uM), sulfonamidas (0 -
200 uM), tampao Tris-HCI 50 mM e NaCl 100 mM a pH 7,4 e 30°C.
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Fonte: elaborado pela autora, 2017.
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APENDICE IV
Figura 26- Expanséo do espectro de RMN *H (400 MHz) da sulfatiazol (S1) na auséncia e

na presenca da ovalbumina (OVA). Condigdes: S1:0VA (1:25), S1 (1 mM) em 10% (v/v)
de DMSO-dg em tampéo fosfato 10 mM com D,O a pH 7,4.

N
S
3,5
9 7N\ 6 ,
<\/N o0 2,6

6000 J
S1
L S1+ OVA (1:25)

f T T T T T T T T 1
8,00 7,74 7,48 7,22 6,96 6,70

S/ ppm

Fonte: elaborado pela autora, 2017.

Tabela 13- Deslocamento quimico (3) do RMN 'H (400 MHz) de S1 na auséncia e presenca
da OVA em tampao fosfato 10 mM em D,0O a pH 7 4.

o/ ppm
Hidrogénio S18P S1° S1:0VA (1:25) AS°
2,6 7,45 7,685 7,685 0,000
3,5 6,58 6,836 6,836 0,000
9 7,18 7,153 7,153 0,000
8 6,74 6,759 6,760 -0,001

Fonte: elaborado pela autora, 2017.

Nota: 5 para S1 em DMSO-ds por Belld et al. (2003) / °5 para S1 neste trabalho / °A8 foi calculado
baseado na diferenga entre 5(S1) e 6(S1:0VA = 1:25).
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APENDICE V
Figura 27- Expansdo do espectro de RMN 'H (400 MHz) da sulfadimetoxina (S3) na

auséncia e na presenca da ovalbumina (OVA). Condigdes: S3:OVA (1:25), S3 (1 mM) em
10% (v/v) de DMSO-ds em tampao fosfato 10 mM com D,O a pH 7,4.
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Fonte: elaborado pela autora, 2017.

Tabela 14- Deslocamento quimico (8) do RMN 'H (400 MHz) de S3 na auséncia e presenca
da OVA em tampéo fosfato 10 mM em D,O a pH 7,4.

o/ ppm
Hidrogénio S32P S3° S3:0VA (1:25) ASC
2,6 . 7,677 7,675 +0,002
3,5 ’ 6,836 6,834 +0,002
8 6,0 5,748 5,748 0,000
11,12 338 3,776 3,776 0,000

Fonte: elaborado pela autora, 2017.

Nota: %3 para S3 em DMSO-ds; por Hong e Jo (2008) / 5 para S3 neste trabalho / “AS foi calculado
baseado na diferenga entre 5(S3) e 6(S3:0VA = 1:25).
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APENDICE VI
Figura 28- Expansdo do espectro de RMN 'H (400 MHz) da sulfametazina (S4) na

auséncia e na presenca da ovalbumina (OVA). Condigdes: S4:0VA (1:25), S4 (1 mM) em
10% (v/v) de DMSO-ds em tampao fosfato 10 mM com D,O a pH 7,4.
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Fonte: elaborado pela autora, 2017.

Tabela 15- Deslocamento quimico (3) do RMN 'H (400 MHz) de S4 na auséncia e presenca
da OVA em tampéo fosfato 10 mM em D,O a pH 7,4.

o/ ppm
Hidrogénio S42P S4° S4:0VA (1:25) AS®
2,6 e 7,761 7,761 0,000
3,5 65-78 6,828 6,828 0,000
9 ~70 6,697 6,697 0,000
11,12 ~2,0 2,322 2,323 -0,001

Fonte: elaborado pela autora, 2017.

Nota: ®5 para S3 em DMSO-dg por Huynh et al. (2006) / °5 para S3 neste trabalho / °As foi calculado
baseado na diferenga entre 5(S3) e 6(S3:0VA = 1:25).
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APENDICE VII

Tabela 16- Média dos diametros dos halos de inibicdo (em mm) do crescimento de E. coli e
B. megaterium submetidas aos controles e a sulfaquinoxalina (S2) e suas interacbes com
OVA. Ofloxacino- OFX (5 pg); DMSO- dimetilsulfoxido; tampé&o - Tris-HCI (50 mM com
NaCl 100 mM a pH 7,4); OVA- ovoalbumina em tampéo (100 pg); sulfaquinoxalina (S2) -
0,125-50 pg e interactes OVA-S2.

Didmetro do halo de inibigdo (mm)

Cepas

Dofjgfns OFX DMSO Tampéo OVA s2 S2+OVA

50 340+14  20:00 0000 30:00 390+14 3542

25 340+07  20+00 00+00 00£00 380+42 32+14

E. coli 2,5 270£00  00+00 00+00 00£00 200+00 14+07
ATCC 1,0 300407  00+00 00+00  00%00 150+00 10+49
25922 05 100+00  00+00 00+00 00+00 70+00 3000
0,25 250+00  20+00 20+00 20+00 20+00 2000

0,125 250+07 00+00 00+00 00+00 00+00 00£00

50 420+28  40+0,7  40+14  70£00 19+07  17%00

25 320+00  40+00 20£00 50£00 21+28  20%21

Bacillus 2,5 200+07  00+00  00+00 00£00 13£07  10£00
Megate- 1,0 170+28  00+00 00+00 00+00 12£07 80£00
rium 05 6,0£0,0 00£00  00+00 00£00 1000 60200
0,25 230+00  30+00 30£00 30£00 60£07 40£07

0,125 24000  00+00 00+00 00+00 20+00 0000

Fonte: elaborado pela autora, 2017.

Tabela 17- Média dos diametros dos halos de inibi¢cdo (em mm) do crescimento de E. coli e
B. megaterium submetidas aos controles e a sulfadimetoxina (S3) e suas interacGes com
OVA. Ofloxacino- OFX (5 pg); DMSO- dimetilsulféxido; tampéo - Tris-HCI (50 mM com
NaCl 100 mM a pH 7,4); OVA- ovalbumina em tampé&o (100 pg); sulfadimetoxina (S3) -
0,05-25 g e interagbes OVA — S3.

Diametro do halo de Inibi¢do (mm)

Cepas
DO(SSS)E”S OFX DMSO  Tampdo OVA s3 S3+OVA
25 310+1,4  20£00 20£00 20£00 390%21 29,0%42
12,5 360+00 20£00 00£00 20£00 350£28 37,042
E. coli 1,0 290+00  00£00 00£00 00£00 170£14 12,0200
ATCC 0,5 270+14  00£00 00£00 00£00 120£35 60%21
25022 0,25 280+0,7 00£00 00+00 0000 4000 00200
0,125 260£00 20£00 00+00 0000 2000  00%00
0,05 240£00 00£00 00+00 0000 0000 00200
25 300+42  30£00 40+14 70£28 200+0,7 19,0%0,7
12,5 350463  30£07 20£00 50+14 160£21 160207
Bacillus 1,0 220+07  00£00 00£00 00£00 120£07 9,0%07
Megate- 05 220+07  00£00 00£00 00£00 90%07  50%07
rium 025 210+07  00+00 00£00 00£00 70%07 00200
0,125 21,0£00 00£00 00+00 0000 0000  00%00
0,05 230£00 00£00 00+00 0000 0000  00%00

Fonte: elaborado pela autora, 2017.
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Tabela 18- Média dos diametros dos halos de inibi¢cdo (em mm) do crescimento de E. coli e
B. megaterium submetidas aos controles e a sulfametazina (S4) e suas interacfes com
OVA. Ofloxacino- OFX (5 ug); DMSO- dimetilsulféxido; tampéo - Tris-HCI (50 mM com
NaCl 100 mM a pH 7,4); OVA- ovoalbumina em tampé&o (100 pg); sulfametazina (S4) -
0,125-50 pg e interacfes OVA — S4.

Didmetro do halo de Inibi¢do (mm)

Cepas
Dofjg)e”s OFX DMSO  Tampio  OVA s4 S4+OVA
50 300%2,1 50:00 8007 30%00 390%14 330%00
25 33.0+0,0 00400 00+00 00+00 350+07 330+35
E. coli 25 20.0+0.0 00400 00+00 00+00 110+00 00%00
ATCC 10 200+ 1.4 00400 00+00 00+00 40+00  00+00
25922 05 20.0+0.0 00400 00+00 00+00 00+00  00+00
0,25 240400 40407 40+07 30+00 20+00  20+00
0,125 24.0+0,0 20400 2000 20+00 00+00  00%00
50 270£28 40+00 00%00 70%07 21,0£00 180%07
25 36.0+0,7 20+00 00+00 70400 180+28 130+00
Bacillus 25 20,0+0,0 50+00 50+00 3000 70+14  50%00
Megate- 10 220400 00400 00+00 00+00 50+14  20+00
rium 05 210400 00400 00+00 00+00 00+00  00+00
0,25 220400 40400 30+14 30+14 30+07  30+14
0,125 240+ 1.4 20400 00+00 00+00 00+00  00+00

Fonte: elaborado pela autora, 2017.





