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RESUMO

A ovalbumina € a proteina majoritaria da clara do ovo, sendo amplamente utilizada na
alimentacdo, principalmente na suplementagéo nutricional e na composigdo de diferentes
alimentos. As tetraciclinas constituem uma classe de antibidticos de amplo espectro empregada
em veterinéria na criagdo de animais e producdo de aves. No entanto, o seu uso abundante e
indiscriminado pode resultar na presenca de residuos deste medicamento em alimentos como o
ovo, causando efeitos tdxicos, além da possibilidade de reacdes alérgicas. Este trabalho teve
como objetivo estudar a interacdo da ovalbumina (comercial e in natura) com os antibioticos
tetraciclina, oxitetraciclina e clorotetraciclina empregando fluorescéncia molecular, absorgéo
molecular e eletroforese. A partir dos dados obtidos por fluorescéncia foram calculadas as
constantes de Stern—\olmer, ligacdo, o nimero de sitios de ligacdo (n) entre as trés tetraciclinas
(TC, OTC e CTC) e a ovalbumina, e por fim os parametros termodinamicos (AG, AHe AS) em
diferentes condicdes de pH. Os valores de Ky para a TC variaram de 2,11 (+ 0,21) a 25,8 (+
0,30) x10* L mol?, para a OTC variaram de 3,96 (+ 0,07) a 58,4 (+ 0,50) x10* L mol™* e por
fim para a CTC variaram de 2,45 (+ 0,13) a 32,4 (+ 0,40) x10* L mol* a depender do valor do
pH do meio. O nimero de sitios de ligacdo em todas as condic¢des foi préximo a unidade. O
mecanismo de interacdo foi estudado e os dados experimentais demonstraram que 0 processo
de interacdo entre a ovalbumina e as diferentes tetraciclinas ocorreu atraves de quenching
estatico com formacdo de complexos nao-fluorescentes. Os dados termodinamicos calculados
indicaram que as interagdes ocorrem espontaneamente (AG < 0), e as forcas de ligagdo
predominantes sao ligacdes de hidrogénio, forcas de Van der Waals e interacdes eletrostaticas,
a depender do valor de pH do meio. A partir dos estudos por fluorescéncia sincronizada foi
possivel observar que houve deslocamentos para os residuos de tirosina apenas em pH 7,4
independente da tetraciclina e da origem da ovalbumina. Para os residuos de triptofano foram
observados deslocamentos em todos os valores de pH independente do ligante e da origem da
ovalbumina. Através dos estudos por fluorescéncia 3D observou-se que houve reducdo na
intensidade de fluorescéncia dos picos 2 e 3 para as proteinas comercial e in natura
independente da tetraciclina adicionada. A partir dos estudos por FRET foi possivel calcular as
distancias intermoleculares entre a ovalbumina e as trés tetraciclinas estudadas em diferentes
condig@es de pH, que variaram de 2,95 a 3,52 nm. Com os estudos de competi¢do observou-se
gue houve competicdo pelo sitio de ligacdo da ovalbumina apenas para o ion Mg(ll) paraa TC.
Para a OTC, houve competicdo pelo sitio de ligacdo da proteina entre todos os ions avaliados.
Por fim, para CTC, a adi¢do dos ions Ca(ll), Mg(ll) e Cu(ll) provocou competicdo entre estes
ions e a CTC pela proteina. Através dos estudos por UV-Vis verificou-se que houve a formacéo
de complexos entre a ovalbumina e as diferentes tetraciclinas avaliadas neste trabalho,
independente do pH do meio. A partir dos estudos por eletroforese foi observado um
deslocamento na banda protéica para a proteina nativa (indicando aumento da mobilidade
eletroforética) em funcdo da presenca dos ligantes. A partir dos estudos por ressonancia
magnética nuclear de hidrogénio (RMN !H) observou-se que houve deslocamento e
alargamento dos sinais para todos os hidrogénios da molécula de tetraciclina, e os tempos de
relaxacdo (T1) para os atomos de hidrogénio da tetraciclina reduziram na presenca da
ovalbumina. Por fim, com base nos resultados obtidos empregando diferentes técnicas
espectroscopicas e eletroforese foi possivel avaliar a interagdes de trés tetraciclinas em
diferentes condicdes de pH.

Palavras-chave: interacdo. ovalbumina. tetraciclinas.  fluorescéncia  molecular.
espectrofotometria. UV-Vis. eletroforese. RMN H.



ABSTRACT

The albumin is the major protein from egg white, being widely used in the food, mainly in
nutritional supplementation and in different food composition. Tetracyclines are a class of
antibiotics broad spectrum employed in animal husbandry and poultry production. However,
its abundant use and indiscriminate may result in the presence of residues this medicine in foods
like egg causing toxic effects, in addition the possibility of allergic reactions. The aim of this
work was evaluation interaction between ovalbumin (commercial and in natura) with
tetracycline, oxitetracycline and chlortetracycline employing molecular fluorescence,
molecular absorption and electrophoresis. Through the results obtained by fluorescence were
calculated Stern-Volmer’s constant, biding, binding sites number between the three
tetracyclines and ovalbumin, finally, the thermodynamic parameters (AG, AH and AS) under
different conditions of pH. Ky values for TC variety from 2.11 (+ 0.21) to 25.8 (+ 0.30) x10* L
mol™ for OTC variety from 3.96 (+ 0.07) to 58.4 (+ 0.50) x10* L mol™. And finally, the values
for CTC variety from 2.45 (+ 0.13) to 32.4 ( 0.40) x10* L mol™. Depending on the pH of the
resource. The number of the binding sites in all conditions was close to unity. The interaction
mechanism was studied and the experimental results showed that interaction process between
ovalbumin and differents tetracyclines occurred by static quenching with non-fluorescent
complexes formation. The thermodynamics parameters calculated indicated that interactions
occur spontaneously (AG < 0), and bonding forces predominant are hydrogen bonds, Van der
Waals force and electrostatic interactions, depending on the pH of the resource. From the
studies by synchronous fluorescence was observed shift to the tyrosine residues only pH 7.4
independent of tetracycline and ovalbumin source. For tryptophan residues were observed shift
in all values of pH independent of ligand and source of ovalbumin. Through the studies by 3D
fluorescence was observed decreased the fluorescence intensity of peaks 2 e 3 for commercial
and egg white proteins independent of tetracycline added. From studies by FRET was possible
to calculate the intermolecular distances between ovalbumin and three tetracycline studied
under different conditions of pH, variety from 2.95 to 3.52 nm. With competition studies was
observed there was competition for ovalbumin binding site only by ion Mg (Il) and TC. For
OTC, there was competition for the binding site of the protein among all ions evaluated. Finally,
for CTC, the addition of ions Ca (11), Mg (11) e Cu (1I) caused competition between these ions
and CTC by protein. Through UV-Vis studies, there was the formation of complexes between
ovalbumin and distintic tetracyclines evaluated in this work, independent of pH and source.
From electrophoresis studies was observed shift of the protein band for the native protein
(indicating increase electrophoretic mobility) due to the presence of the ligands. The nuclear
magnetic resonance of hydrogen (*H NMR) studies indicated that signals of all hydrogens
tetracycline molecule had shift and enlargement and the relaxation time (T1) decreasing in the
presence of the ovalbumin.

Keywords: interaction. ovalbumin. tetracycline. molecular fluorescence. UV-Visible.
spectrophotometry. electrophoresis. *H NMR.
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1 INTRODUCAO

1.1 Quimica supramolecular

O conceito de quimica supramolecular foi proposto pela primeira vez em 1978, pelo
quimico francés Jean-Marie Lehn como a “quimica além da molécula” (LEHN, 1996). Neste
contexto, a quimica molecular é baseada na formac&o de ligacbes covalentes, enquanto que a
quimica supramolecular esta relacionada as associacfes moleculares organizadas através de
ligacBGes ndo covalentes, tais como ligacGes de hidrogénio, interacGes eletrostaticas, forcas de
Van der Waals, interacdes hidrofdbicas, entre outras (HALL, 2004). Interacdes estas que sao a
base dos processos biolégicos entre substratos e enzimas, DNA e farmacos, reconhecimento

celular e inducdo de sinais através de neurotransmissores.

1.2 Quimica supramolecular quanto a interacdo proteina-ligante

As proteinas desempenham um conjunto diversificado de atividades no meio intra e
extra celular e grande parte dessas func6es sdo baseadas na capacidade de desempenharem uma
atividade comum: ligago (interagdo) quimical. As proteinas podem se ligar umas as outras, a
diferentes macromoléculas, a moléculas pequenas (ligantes) e a ions, definindo desta forma,
suas funcdes no organismo (LODISH, et al., 2005).

O estudo das interacGes proteina-ligante, incluindo ions, substratos, cofatores e outras
proteinas é a base central para o entendimento de muitos processos biolégicos como catalise
enzimatica, sinalizacdo receptor-molécula pequena e transporte seletivo (HELD, et al., 2011,
ALLISON, et al., 2014). A regido de uma proteina que interage com o ligante é denominada
sitio de ligacdo do ligante, o qual consiste em uma cavidade na superficie da proteina, formada
pelo arranjo especifico de aminoacidos que ficam proximos do ligante (SALENTIN, et al.,
2014; ALBERTS, et al., 2010).

Em geral, quando uma proteina se liga de forma reversivel a um determinado ligante
este sistema pode ser representado pela equacdo de equilibrio genérica: P + L = PL, onde (P)
representa a proteina, (L) o ligante e (PL) o complexo proteina-ligante. A Figura 1 representa a
formagdo do complexo proteina-ligante através de ligacdo reversivel (COX; DOUDNA;
O’'DONNELL, 2012).

1O sentido do uso da palavra ligag&o no &mbito supramolecular sera sempre relacionado a interag&o entre proteinas e ligantes,
ou outras macromoléculas.
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Figura 1. Exemplo de ligag&o reversivel proteina-ligante

Nao ligada

Fonte: COX; DOUDNA; O"'DONNELL, 2012.

A habilidade de uma proteina em se ligar seletivamente e com alta afinidade a um
ligante depende da formacéo de um conjunto de ligacdes fracas ndo-covalentes como ligagdes
de hidrogénio, interacdes eletrostaticas, interacdes de Van der Waals, além de interacdes
hidrofdbicas.

As ligacGes de hidrogénio sdo responsaveis pela manutencdo das conformacGes
bioativas das a-hélices das proteinas e das bases purinas-pirimidinas dos acidos nucléicos. Essas
interacdes sdo formadas entre atomos eletronegativos, como oxigénio, nitrogénio, fltor, e 0
atomo de hidrogénio de ligacdes O-H e N-H, principalmente. A energia envolvida neste
processo varia de 0,24 a 2,4 kcal/mol. As interacGes eletrostaticas resultam da interacdo entre
dipolos e/ou ions de cargas opostas, e sua magnitude depende diretamente da constante
dielétrica do meio e da distancia entre as cargas. A gua apresenta constante dielétrica (¢) igual
a 80, devido ao seu momento de dipolo permanente, isto pode resultar na diminuicéo das forcas
de atracdo e repulsdo entre dois grupos carregados solvatados. A energia envolvida nessa
interacdo varia de 1,0 a 7,0 kcal/mol. As interacdes do tipo Van der Waals ocorrem com a
aproximacdo de moléculas apolares que apresentam dipolos induzidos, em funcdo da
polarizagdo transiente de ligagdes carbono-hidrogénio ou carbono-carbono. Em geral, essas
interacdes sdo individualmente fracas, e sua energia varia de 0,5 a 1,0 kcal/mol. As interagdes
hidrofobicas sdo individualmente fracas com energia da ordem de 1,0 kcal/mol e ocorrem em
funcdo da interacdo entre cadeias ou subunidades apolares. Normalmente, as cadeias ou
subunidades hidrofobicas, presentes tanto no sitio receptor como no ligante, se encontram
organizadamente solvatadas por camadas de moléculas de &gua. Como comparativo, as ligaces

covalentes simples envolvem a formagdo de uma ligacdo sigma entre dois atomos que
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contribuem cada qual com um elétron, estas ligacdes apresentam elevada energia que varia de
77 a 88 kcal/mol (BARREIRO; FRAGA, 2015). Assim, para que haja uma interacdo efetiva
entre o ligante e a proteina é necessario que ocorra a formacdo de muitas ligacdes fracas
simultaneamente entre o ligante e a proteina, de acordo com o esquema da Figura 2 (ALBERTS,
etal., 2010).

Figura 2. Conjunto de ligacBGes ndo covalentes seletivas para o sistema proteina-ligante.

Ligaghes ndo-covalentes

Sitio de
ligagdo

Proteina

Fonte: ALBERTS, et al., 2010

A interacdo proteina-ligante podera em alguns casos alterar a conformacédo da proteina
de uma forma que sua estrutura e funcéo sera diferente daquela no estado de livre, através de
mudangas conformacionais induzidas pela ligagdo proteina-ligante (HU; LI, 2014).

O estudo da interacdo entre proteinas e ligantes in vitro através de técnicas instrumentais
¢ importante para o entendimento das alteracdes estruturais, funcionais e termodindmicas da
interacdo proteina-ligante, visto que a identificacdo das interacBes proteina-ligante in vivo
necessita da validacdo de estudos in vitro, uma vez que existe maior possibilidade da geracéo
de resultados falso positivo em estudos in vivo (PIHLER, 2005). A partir de estudos in vitro por
técnicas instrumentais podem ser obtidas informacfes acerca das mudancas que ocorrem na
estrutura da proteina ao interagir com um ligante, as forcas que atuam na interacao proteina-
ligante, mudangas no microambiente dos residuos dos aminoacidos que interagem com 0
ligante, entre outras informacgdes (HU; LI, 2014). Desta forma, neste trabalho empregou-se

algumas técnicas para o estudo e avaliagdo da interacdo proteina-ligante in vitro.

1.3 Técnicas empregadas para o estudo da interacd@o proteina-ligante in vitro
Para o estudo da interacdo entre proteina-ligante in vitro diversas estratégias

empregando técnicas instrumentais ou ndo, podem ser utilizadas, tais como: equilibrio de
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dialise, fluorescéncia molecular, UV-visivel, infravermelho com transformada de Fourier (FT-
IR), eletroforese (em gel de poliacrilamida e capilar), espectrometria de massas, dicroismo
circular (CD), ressonancia magnética nuclear (RMN), ressonancia de plasma de superficie,
cromatografia de afinidade, modelagem molecular, entre outras (DONG; MA; LIU, 2013).
Neste estudo, foram utilizadas as técnicas espectroscopicas de absor¢ao no UV-Visivel,
fluorescéncia molecular, ressonancia magnética nuclear de hidrogénio (RMN H) e eletroforese
em gel de poliacrilamida (native-PAGE e SDS-PAGE) para avaliacdo da interacdo entre a
proteina ovalbumina e trés tetraciclinas, nomeadamente tetraciclina (TC), oxitetraciclina (OTC)
e clorotetraciclina (CTC). Esta avaliagdo possibilitou o calculo dos valores das constantes de
interacdo, numero de sitios de ligacdo, dados termodindmicos, além de outros parametros
associados a estas técnicas. Desta forma, algumas técnicas empregadas nos estudos de interacdo
macromolécula-ligante foram descritas abaixo, considerando o0s principais aspectos das

informacdes que podem ser obtidas quanto a interagdo entre proteina e ligante in vitro.

1.3.1 Espectroscopia de absorcdo no UV-visivel

A espectroscopia de absorcdo no UV-Visivel € uma técnica que pode ser utilizada para
avaliar as alteragBes estruturais da proteina, além de analisar a formacao do complexo proteina-
ligante (RANJBAR, et al., 2013).

Este estudo pode ser realizado através do monitoramento das alteracBes das
propriedades de absorcdo da proteina livre e ligada, em que se observa um aumento na
intensidade da banda de absorcdo quando a proteina livre é associada a um ligante, o que indica
a formacéo de um complexo proteina-ligante (YU, et al., 2014).

Através desta técnica pode-se monitorar o ligante ou a proteina, contudo, prefere-se a
avaliacdo da proteina, uma vez que, as mudangas na estrutura da proteina podem ser
monitoradas atraves de alteracGes espectrais. Para ilustrar, as proteinas geralmente apresentam
duas bandas de absor¢do uma em ~220 nm que corresponde as caracteristicas da estrutura o.-
hélice, e outra banda de absorcdo em 280 nm que corresponde aos residuos dos aminoacidos
triptofano e tirosina (ZHANG, G., etal., 2012; YUE, et al., 2008).

Diversas alteragdes nos espectros de absor¢cdo UV-Vis das proteinas podem ser
observadas como deslocamento ou aumento da banda de absor¢do. Quando hd um aumento na
intensidade da absorvancia, ao adicionar concentrac@es crescentes do ligante & proteina, € um
indicativo de que houve a formacdo de um complexo proteina-ligante (XING, et al., 2013).
Uma vez que, o ligante dificulta a rotacdo ao redor das ligacGes peptidicas e altera a estrutura
da proteina (KHAN, et al., 2012; CHI, et al., 2010). O deslocamento da banda de absor¢éo traz
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informagdes acerca da polaridade do microambiente dos residuos dos aminoacidos triptofano e
tirosina. Um deslocamento para maiores comprimentos de onda indica 0 microambiente tornou-
se mais polar (HOUSAINDOKHT, et al., 2012).

1.3.2 Espectroscopia de fluorescéncia molecular

A espectroscopia de fluorescéncia molecular é uma técnica amplamente utilizada no
estudo das interacfes entre moléculas pequenas como medicamentos, inibidores, espécies
toxicas, corantes, pesticidas entre outros, e macromoléculas como proteinas e DNA, uma vez
ser relativamente simples, de facil operacéo e sensivel (MADRAKIAN, et al., 2014).

Para que se possa monitorar o processo de interacdo, o sinal (intensidade) da
fluorescéncia deve ser alterado (aumentar ou diminui) considerando a presenca e auséncia do
ligante no meio proteico. Assim, nos estudos de fluorescéncia molecular para avaliar interagéo
proteina-ligante podem-se empregar algumas estratégias, sendo: i) usar o sinal da fluorescéncia
intrinseca da proteina; ii) utilizar o sinal da fluorescéncia do ligante (quando este for passivel
de fluorescer) e iii) empregar uma sonda que interaja com a proteina e emita em um
comprimento de onda diferente da proteina e do ligante isolados (equilibrio de competicéo),
neste caso, quando proteina e ligante emitirem na mesma faixa espectral. Quando possivel, a
melhor estratégia € monitorar o sinal direto da proteina, pois permite avaliar possiveis alteracdes
na macromolécula em funcéo da presenga do ligante.

Para as proteinas as medidas da intensidade do sinal de fluorescéncia podem fornecer
informacBes sobre a interacdo com moléculas pequenas, como: 0 mecanismo de ligacdo se
ocorre por quenching (dindmico, estatico ou ambos), nimero de sitios de ligacdo
(estequiometria), constantes de ligacdo (Kp), pard@metros termodindmicos (AH, AS e AG), tipo
de forcas intermoleculares envolvidas no processo de interacdo proteina-ligante, distancias
intermoleculares, entre outras parametros (KANDAGAL, et al., 2006).

Neste estudo, utilizou-se as seguintes estratégias empregando a espectrofluorimetria:
medidas de fluorescéncia no estado estacionario, estudo do mecanismo de quenching,
fluorescéncia tridimensional (fluorescéncia 3D), fluorescéncia sincronizada (synchronous
fluorescence) e transferéncia de energia ressonante (FRET, Fluorescence Resonance Energy

Transfer), para avaliacdo da interacdo da ovalbumina com as diferentes tetraciclinas.

1.3.2.1 Quenching de fluorescéncia
Quenching é a reducdo da intensidade de fluorescéncia de um fluoréforo devido a uma

variedade de processos moleculares tais como: rearranjos moleculares, transferéncia de energia,
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formacédo de complexo no estado fundamental e extin¢do por colisional. A molécula ou espécie
que entra em contato com o fluoréforo no estado excitado e o desativa inibindo sua
fluorescéncia, é denominada quencher (WANG, et al., 2015).

Em geral, a fluorescéncia intrinseca da proteina é relacionada aos residuos dos
amino&cidos aromaticos: triptofano, tirosina e fenilalanina, que séo fluorescentes e atuam como
fluoréforos. A fluorescéncia intrinseca de muitas proteinas é associada, principalmente, ao
residuo de triptofano. Isto se da em funcdo da fenilalanina apresentar baixo rendimento
quantico, e a fluorescéncia da tirosina ser parcialmente desativada quando estd ionizada e
proxima de um grupo amino, carboxilico ou residuo de triptofano (ZHANG, et al., 2008).

Através dos estudos de quenching de fluorescéncia pode-se inferir sobre 0 mecanismo
de interacdo que ocorre entre o fluoréforo (no caso das proteinas, os residuos dos aminoacidos
triptofano, tirosina e fenilalanina) e o quencher (ligante). Os diferentes mecanismos
relacionados ao processo de quenching séo geralmente classificados como quenching dindmico
(colisional) ou estatico. Mas em alguns casos pode ocorrer os dois mecanismos de forma
simultanea. O quenching dindmico ocorre quando o fluor6foro no estado-excitado (F°) €
desativado ao entrar em contato com outra molécula (Q). O contato entre ambos € momentéaneo,
ocorrendo apenas durante a existéncia do estado excitado (tempo da ordem de ns). O quenching
estatico refere-se a formacdo de um complexo ndo-fluorescente (F—Q). Este mecanismo ocorre
no estado fundamental e ndo depende de processos de difusdo ou colisbes moleculares
(MOLINA-BOLIVAR, et al, 2014). Esses sistemas de desativacdo do fluoréforo podem ser
representados esquematicamente como uma transferéncia de energia a partir de uma espécie
excitada (F") e uma espécie quencher (Q). As Figuras 3 e 4 representam 0s esquemas das duas
possiveis formas de desativacdo do fluordforo (F) no estado fundamental e excitado pela
presenca de uma espécie quencher.

A partir dos esquemas apresentados nas Figuras 3a e 3b observa-se que o fluor6foro
na auséncia do quencher absorve luz, passa para o estado excitado e emite radiacéo
(fluorescéncia). Quando o fluoroforo no estado excitado entra em contato com o quencher e
ocorre uma colisdo entre ambos, isto resulta na desativacao radioativa do fluordforo. Apos esta
colisdo, a transferéncia de energia ocorre do fluoréforo no estado excitado para o quencher.

Como resultado, o fluoroforo ndo emite fluorescéncia e ocorre uma diminuigéo no sinal.



17

Figura 3. Esquemas representando o processo de quenching dindmico ou colisional. a) Niveis de

energia (diagrama de Jablonski) para o processo de quenching dindmico. b) Representacdo genérica
de um sistema na auséncia (1) e presenca de um quencher Q (2).

a) b)
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Fonte: adaptado de VALEUR, 2001.

Figura 4. Esquemas representando o processo de quenching estatico. a) Niveis de energia (diagrama

de Jablonski) para o processo de quenching estatico. b) Representacdo genérica de um sistema na
presenca de um quencher Q.
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Fonte: adaptado de VALEUR, 2001.

No esquema da Figura 4a verifica-se que o fluoroforo no estado excitado entra em
contato com o quencher, e ha a formagao de um complexo nao fluorescente (F-Q), que resulta

na desativacdo radioativa do fluoréforo e liberagdo de calor. Como resultado global, ha uma
diminuicdo no sinal de fluorescéncia.

Para 0 mecanismo de quenching dindmico a reducédo da intensidade de fluorescéncia é
descrita pela equacdo de Stern-Volmer, indicada a seguir:

%’ =1+K,7,[Q] ou 5; =1+ K, [Q] Equacéo (1)
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em que, Fo e F s@o as intensidades de fluorescéncia na auséncia e na presenca do ligante,
respectivamente; Kq é a constante de velocidade de quenching bimolecular difusional (2,0x
10% L mol? s, 10 € o tempo de vida médio (10®s), [Q] € a concentragdo do ligante que atua
como quencher e Ksv € a constante de quenching dindmico. A equagédo de Stern-Volmer indica
a sensibilidade do fluordforo frente a sua interagdo com o ligante. Esta equagdo é baseada no
mecanismo de quenching, onde o sinal analitico da fluorescéncia diminui na presenca de um
supressor (LAKOWICZ, 2006).

Para 0 mecanismo de quenching estatico matematicamente chega-se a uma equacéo
igual a de Stern-Volmer. Contudo, quando o estudo é realizado com proteinas e os residuos de
triptofano podem apresentar diferenca de acessibilidade pelo ligante (em funcdo da
conformacdo da macromolécula) e considerando-se a formacdo de um complexo
supramolecular, a reducdo da intensidade de fluorescéncia pode ser melhor descrita pela
equacéo de Stern-Volmer modificada, indicada a seguir:

K _ 1 N 1
F-F fK[Ql f

Equacéo (2)

em que, Fo e F s@o as intensidades de fluorescéncia na auséncia e na presenca do ligante,
respectivamente; [Q] é a concentracdo do ligante que atua como quencher, f é a fracdo do
fluoréforo que esta acessivel ao quencher e K é a constante de quenching estatico (CARUSO,
etal., 2012).

Para avaliagdo do mecanismo de quenching que esta ocorrendo o experimento deve
realizado em diferentes temperaturas, e a seguir, calcula-se os valores da constante (Ksv ou K).
Quando o valor da constante aumenta em funcdo da elevacdo da temperatura é indicativo de
guenching dindmico, uma vez que temperaturas mais elevadas levam a um maior coeficiente
de difuséo, e por consequéncia um maior numero de choques entre o fluoréforo (proteina) e o
quencher (ligante). Quando os valores da constante diminuem com o aumento da temperatura
é indicativo de quenching estatico, visto que temperaturas elevadas afetam a estabilidade do

complexo fluoréforo-quencher, ou seja proteina-ligante (ZHANG, et al., 2009).

1.3.2.2 Constantes de ligacao (Kb)

A partir da variagdo do sinal de fluorescéncia na presenga do ligante é possivel calcular
o valor da constante de ligacdo (K») e determinar a estequiometria do complexo
macromolecular formado entre proteina e ligante (n). Para tanto, existem algumas equacdes que

relacionam a variacdo da intensidade da fluorescéncia da proteina ou complexo com 0 aumento
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da concentracdo do ligante. A Tabela 1 apresenta uma compilagdo das principais equacoes

disponiveis na literatura com as respectivas caracteristicas.

Tabela 1. Principais equagdes para calcular a constante de ligacao (Kbv)

Descrigdo matematica Caracteristicas Equagao
F -P i. Usada na forma logaritmica;
-F)_ ii. Emprega a concentracéo total do
log=———~ =logK +nlog[Q] Pres : 3)

ligante quando deveria usar a
concentracdo na forma livre.

i. Usada na forma logaritmica;

ii. Emprega a concentracdo total do

F-F 1 i i
log 0 ~nlog Kb+nlog ligante e da proteina. 4
[0]- F,—F.[P]
I:o
1 1 1 i. Usada na forma linear, 5)
=—t—- ii. Emprega a concentracdo livre do
I:o -F I:o Kb I:o [Q] ligante.
1 [Q] i. Usada na forma linear; (6)
F_F = E_F —n[P] ii. Emprega a concentragéo total da
[1_ 0 Jk OF proteina e do ligante.
Fo 0

Fonte: PADAYACHEE; WHITELEY, 2011; LI, et al.,2013; WANG, et al., 2013; ZHOU;LIANG;WANG, 2008.

Nas equagcdes listadas da Tabela 1, Ky € a constante de ligacdo, n o nimero de sitios
de ligacéo, Fo e F séo as intensidades de fluorescéncia na auséncia e na presenca do ligante,
respectivamente, [Q] é a concentracdo do ligante (quencher) e [P] é a concentracdo da proteina.
Estas equacdes apresentam algumas vantagens e desvantagens que devem ser levadas em
consideracdo na sua escolha para calcular a constante de ligacdo nos estudos de interacao
proteina-ligante.

As equacdes 3 apresentam a vantagem de informar o nimero de sitios de ligagdo e
como desvantagens a utilizacdo da funcdo logaritmica e da concentracéo total do ligante (e ndo
livre). A equacdo 4, de forma similar a 3, tem como vantagem o emprego da concentracdo da
proteina. A equacdo 5 apresenta as vantagens de utilizar a funcdo linear e empregar a
concentracdo livre do ligante, e a desvantagem de ndo informar o nimero de sitios de ligagéo.
E por fim, a equacdo 6 apresenta como vantagens a néo utilizacdo da fungdo logaritmica e
informar a propor¢do do numero de sitios de ligagdo, sua desvantagem € ndo levar em

consideracdo a concentracdo da proteina e do ligante.
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1.3.2.3 Fluorescéncia tridimensional (fluorescéncia 3D)

A fluorescéncia tridimensional € um método analitico que fornece informacdes acerca
das mudancas na estrutura secundaria da proteina e do microambiente do residuo do aminoacido
triptofano na presenca do ligante (SHARMA; ANANDAKUMAR; ILANCHELIAN, 2014).

Este estudo pode ser realizado através do monitoramento das alteragbes nas
intensidades dos picos de fluorescéncia da proteina livre e ligada, onde observa-se uma variagdo
da intensidade do pico de fluorescéncia quando a proteina livre esta associada a um ligante, o
que indica que houve mudancga no microambiente da proteina ao interagir com o ligante (GUO,
etal., 2014).

Através deste método pode-se observar dois picos, um em 280 nm que corresponde as
caracteristicas espectrais dos residuos dos aminoacidos triptofano e tirosina, e 0 segundo pico
em ~220 nm que corresponde ao esqueleto do polipeptideo da estrutura secundaria da proteina
(ZHANG,Y ., et al., 2008). Quando ocorrer reducdo da fluorescéncia de ambos o0s picos, apds a
adicdo do ligante, é um indicativo de que ocorreu interagdo entre a proteina e o ligante, e que a
estrutura da proteina foi alterada tornando-se menos enovelada com a exposicdo de alguns

residuos de aminodcidos hidrofobicos (XU, et al., 2012).

1.3.2.4 Fluorescéncia sincronizada (synchronous fluorescence)

A fluorescéncia convencional envolve a obtencdo de um espectro de emissdo pela
varredura em uma determinada faixa de comprimentos de onda (Aem) quando uma amostra é
irradiada em um comprimento de onda de excitacdo (lexc) fixo. A fluorescéncia sincronizada
ocorre quando o0s Aexc € Aem SA0 Variados simultaneamente mantendo-se constante a velocidade
de varredura para os dois monocromadores em um intervalo de comprimento de onda (AXL)
constante entre Aexc € Aem (SOTOMAYOR, et al., 2008).

A fluorescéncia sincronizada € um método analitico que indica mudancas no
microambiente da regido dos fluoroforos (triptofano e tirosina), essas mudangas estdo
relacionadas com a polaridade do microambiente onde esta localizado o fluoréforo na proteina.
Quando a diferenca entre o comprimento de onda de excitagdo e emissao (AL = hem - Aex) € igual
a 60 nm, monitora-se o microambiente dos residuos de triptofano, enquanto que para AL = 15
nm, se avalia 0 microambiente dos residuos de tirosina (KABOUDIN, et al., 2013).

Este estudo pode ser realizado através do monitoramento do deslocamento das bandas
do espectro de fluorescéncia da proteina livre e ligada. Quando ha um deslocamento para
maiores comprimentos de onda indica que o microambiente da regido do fluoroforo (ou seja,

dos residuos de aminoacido tirosina ou triptofano) tornou-se mais polar ao interagir com o
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ligante. Quando ha um deslocamento para menores comprimentos de onda indica que o
microambiente da regido do fluordforo tornou-se mais apolar ao interagir com o ligante (SUN,
et al., 2012). Desta forma, por este estudo, é possivel inferir se ocorreu alteragdes na estrutura
original da proteina ap6s a interacdo com o ligante, usando os residuos de aminoacidos

aromaticos tirosina e triptofano como fluoréforos.

1.3.2.5 Transferéncia de energia por ressonancia de fluorescéncia (FRET)

O processo de FRET é um fendmeno fisico que ocorre com a transferéncia de energia
de um doador (fluoréforo) no estado excitado a um receptor (ligante), podendo o ligante apds
absorver energia emiti-la (fluorescéncia) em maiores comprimentos de onda ou atuar como
quencher (Figura 5a). De acordo com a teoria de Forster acerca da transferéncia de energia néo-
radiativa (FRET), este processo entre o doador e receptor depende dos seguintes fatores: (i)
orientagéo relativa dos dipolos dos doadores e receptores, (ii) do grau de sobreposi¢do do
espectro de fluorescéncia do dador com o espectro de absor¢do do receptor, e (iii) da distancia
entre o doador e o receptor (ro). A distancia entre o doador e o0 receptor deve ser menor que 8-
10 nm para que ocorra transferéncia de energia diferente de zero. Através deste método pode-
se avaliar a interagdo proteina—ligante e calcular a distancia entre o ligante e o(s) residuo(s) de
triptofano da proteina (NAVEENRAJ, et al., 2013; NASERI, et al., 2015).

A distancia (r) entre o doador e o receptor pode ser calculada através da equacéo:

Equacao (7)

em que, Fo e F sdo a intensidade de fluorescéncia do doador na auséncia e na presenca do
ligante, respectivamente; E é a fracdo de energia transferidas do doador para o receptor, ro € a
distancia entre o ligante e o doador, e Ro é a distancia critica de Forster, quando 50% (0,5) da
energia de emissdo do doador é transferida para o receptor (Figura 5b). A equacdo da distancia
critica (Ro) pode ser descrita como:

_ 8,8x10%°k*®J

RS N

Equacéo (8)

em que, k? é o fator que descreve a orientacdo dos dipolos de transicdo do doador e do receptor,
N é o indice de refracdo médio do meio no comprimento de onda onde a sobreposi¢do dos
espectros é significativa, @ € o rendimento quantico da fluorescéncia do doador, e se sobrepdem
integrante, J, é a area de sobreposicdo do espectro de emissao de fluorescéncia normalizado do
doador e em relagdo ao espectro de absorcdo do receptor (Figura 5c¢). A area de sobreposicao
(J) pode ser calculada pela equacéo:
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_ D F(WeA AL

D FM)AL
Nesta equacdo, F()) é a fluorescéncia do doador, e €(A) é o coeficiente de absor¢do molar do
receptor, o qual pode ser obtido através da lei de Beer (MEHRANFAR, et al., 2013).

Equacéo (9)

Figura 5. a) Representagdo genérica de um sistema com transferéncia de energia com e sem
(re)emissao de luz; b) Gréfico da relacdo entre a transferéncia de energia (E) e a distancia entre doador
(verde) e receptor (vermelho) com destaque para Ro (E = 50% ou 0,5) e ¢) Sobreposicao espectral (area
hachurada - J) do espectro de emissdo do doador em relacéo ao espectro de absor¢ado do receptor.
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Fonte: adaptado de JAMESON, 2014.
1.3.2.6 Estudos de competicéo

Os ions metalicos desempenham papel importante em muitos processos bioldgicos,
como nutrientes, no transporte de oxigénio, como cofatores enzimaticos e participando de
outras funcdes nos sistemas biolégicos (ROY, et al., 2013). A presenca de ions metalicos pode
afetar a interacdo entre o ligante e a proteina. O parametro utilizado para avaliar se a interacdo
entre o ligante e a proteina foi afetada na presenca de ions metalicos € a constante de ligacédo

Kb, uma vez que este parametro pode sofrer alteracdes (XIAO, et al., 2007). Este estudo é
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realizado por fluorescéncia molecular, onde avalia-se a constante de ligacdo (Kp) entre a

proteina e o ligante na auséncia e na presenca do ion metalico.

1.3.3 Ressonancia magnetica nuclear (RMN)

A ressonancia magnética nuclear (RMN) € uma técnica espectroscopica que permite a
determinacdo das propriedades estruturais e dindmicas de macromoléculas bioldgicas como
proteinas, DNA e RNA, lipidios, entre outras. Além do mapeamento da interacdo dessas
macromoléculas com ions metalicos, medicamentos, complexos, e outras moléculas pequenas
(DE RICCO, et al., 2014).

Diversos parametros fisicos da RMN podem ser utilizados para determinar a interacao
entre o ligante e a proteina tais como: as alteracfes do deslocamento quimico (3), as diferencas
dos tempos de relaxacéo (T1), as variagdes das constantes de difuséo (D), as mudancas do efeito
Overhauser nuclear (NOE), e a diferenca de transferéncia de saturacdo (STD), entre outras
(MEYER; PETERS, 2003).

1.3.3.1 Deslocamento quimico ()

O deslocamento quimico (8) ¢ um parametro fisico da RMN empregado para avaliagao
das alteracdes estruturais ocorridas na proteina quando um ligante é adicionado ou para
monitorar as varia¢fes dos sinais do ligante na presenca da proteina. Através deste parametro
pode-se determinar a localizacéo do sitio de ligacdo, a afinidade do ligante e a possivel estrutura
do complexo proteina-ligante. Este estudo pode ser efetuado através da medida dos
deslocamentos quimicos em cada ponto de uma titulacdo, e da medida da variacdo da posi¢éo
dos picos. O deslocamento quimico é expresso em ppm e corresponde a medida da diferenca
entre a frequéncia de ressonancia entre a amostra (v) e um padrio interno (v°).

Para estudos de interagdo empregando RMN de *H o padréo interno mais utilizado em
meio aquoso € o 4cido trimetilsilil propanoico (TPS, (CH3)3Si(CD).CO2Na). Este composto é
inerte, ndo volatil e possui uma constante de blindagem muito elevada (ROUESSAC;
ROUESSAC, 2007).

1.3.3.2 Tempos de relaxacdo longitudinal (T1)

O processo de relaxagdo longitudinal T1 é conduzido através de um campo magnético
flutuante, associado ao movimento molecular. A relaxacdo longitudinal ou relaxacéo spin rede,
corresponde a troca de energia entre 0s spins excitados e a vizinhanca (rede), e restabelece o

equilibrio térmico dos spins, correspondendo assim a um processo entalpico. A medida de T
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do ligante na presenca e auséncia da macromolécula consiste no método denominado de
inversdo-recuperacao (IR). O valor de T1 é entdo calculado a partir da intensidade do sinal de
RMN em func¢éo do tempo pela aplicacdo de um pulso de radio frequéncia (rf) de 180° (na qual
0 sentido da magnetizacdo Mo € invertido), seguido de um tempo e de um pulso de 90°, antes
da aquisicdo do sinal de RMN (VENANCIO, et al., 2005).

1.3.4 Eletroforese em gel

A eletroforese € uma técnica que permite a anélise do perfil de migracéo de moléculas
carregadas num campo elétrico. Através desta técnica é possivel analisar e purificar diferentes
tipos de biomoléculas, especialmente as proteinas. Nesta técnica, uma matriz de gel
polimerizado (poliacrilamida para proteinas e agarose para DNA), pode ser utilizado como o
meio suporte. A migracdo das moléculas pode ser influenciada através dos seguintes
parametros: aplicacdo de campo eléctrico, matriz do gel, tamanho, carga e forma quimica das
moléculas a serem separadas. Para o estudo da interacdo entre proteinas e ligantes dentre os
métodos de eletroforese em gel de poliacrilamida empregados estdo a eletroforese em gel de
poliacrilamida nativa (native-PAGE) e a eletroforese em gel de poliacrilamida com dodecil
sulfato de sédio (SDS-PAGE) (ROY; KUMAR; GURUSUBRAMANIAN, 2012).

Tanto a native-PAGE como a SDS-PAGE sdo empregados para o estudo das mudancas
na carga molecular da proteina na auséncia e apds a com a adicdo de agentes desnaturantes,
respectivamente, ou seja, na auséncia e na presenca do ligante. Na native-PAGE, as proteinas
presentes na amostra sdo separadas de acordo com sua carga liquida nativa e seu peso
molecular. A SDS-PAGE ocorre na presenca do detergente aniénico dodecil sulfato de sddio
(SDS) que forma interacdes hidrofébicas com as proteinas, adiciona carga negativa e atua como
agente desnaturante, onde desfaz parcialmente a estrutura tridimensional da mesma. Além
disto, a adigao de agentes redutores como ditiotreitol ou f-mercaptoetanol reduzem as ligacoes
dissulfeto, e desenovelam as estruturas terciarias e eventuais estruturas quaternarias antes da
separagdo eletroforética (MORAES, et al., 2013).

Quando ha um aumento ou uma diminui¢do na mobilidade eletroforética da proteina
na presenca do ligante em comparacdo com a proteina livre (controle), € um indicativo de que

houve interacdo entre a proteina e o ligante (TRNKOVA, et al., 2011).

1.3.5 Dicroismo circular (CD)
O dicroismo circular (CD) é uma técnica empregada para monitorar alteragdes na

estrutura secundaria da proteina, apo6s sua interagdo com o ligante. As proteinas apresentam
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duas bandas negativas na regido do ultravioleta (UV) em 208 e 222 nm, que sdo caracteristicas
da estrutura a-hélice das proteinas. O conteudo de a-hélice da proteina na auséncia e na
presenca do ligante pode ser calculado a partir da elipicidade molar do residuo (MRE)

representada na (equacéo 10), pode ser expressa em deg cm? d mol™?, utilizando a equacéo 11:

0 grau.cm? )
Owre =19 ' Equaco (10
MRE 10 {dmol.residuo} quagdo (10)
CD(mdeg) cm? )
MRE=————* =grau.
C,nix10 g dmol™ Equagdo (11)

em que, Cp € a concentracdo molar da proteina, n € o numero de residuos de aminoacidos na
proteina, | € o comprimento do caminho da célula (DORRAIJI; AZAR; RASOULIFARD, 2014;
SHI, et al., 2014). Com o emprego de programas computacionais a partir do conjunto de
experimentos da proteina na presenca de concentracdes variadas do ligante e na auséncia do
mesmo € possivel inferir sobre o percentual de contribuicdo de outras estruturas (¢, S e random

coil) que compde a proteina e as respectivas alteracdes (TIAN, et al., 2015; TAI, et al., 2014).

1.4 Ovalbumina: caracteristicas gerais

A ovalbumina (OVAL) € classificada como uma fosfoglicoproteina por possuir
carboidrato e grupos fosfato ligados a sua cadeia polipeptidica. Pode ser encontrada sob trés
formas: A1, A> e As, a qual apresenta a distribuicdo percentual média de 85:12:3,
respectivamente. A diferenca entre essas formas esta no teor de fésforo das suas moléculas. A
ovalbumina A; tem dois grupos fosfato por molécula, e estdo localizados nos residuos Ser® e
Ser®, A, possui um grupo fosfato e localiza-se no residuo Ser®, e Az ndo possui grupo fosfato.
Esta proteina possui massa molar de 45 KDa, 386 residuos de aminoécidos sendo 50%
hidrofébicos, possui 6 residuos de cisteina, 1 ponte dissulfeto localizada entre os residuos Cys’*
e Cys'?! e 4 grupos sulfidrilas livres (SGARBIERI, 1996; HUNTINGTON; STEIN, 2001). A
ovalbumina possui trés residuos de triptofano, os residuos Trp® e Trp?” estéo localizados em
regido de a-hélice e o residuo Trp!® que esta localizado proximo ao terminal carboxilico (C-
terminal) (KAMILYA; PAL; TALAPATRA, 2007). A estrutura tridimensional da ovalbumina

esta representada na Figura 6.
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Figura 6. Estrutura cristalina da ovalbumina gerada empregando o programa Pymol (Delano Scientific
LLC, CA) a partir do Protein Data Bank (PDB: 10VA) evidenciando os residuos de triptofano (Trp'®,

Trp'* e Trp?™). a) Vista lateral, b) Vista do topo e c) Na presenca das moléculas de agua.
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Fonte: Protein Data Bank (PDB) em http://www.rcsb.org/pdb/explore/explore.do

Dentre os aminoéacidos que compdem a ovalbumina, a quantidade de residuos, o
percentual de contribuicdo de cada residuo, bem como suas cargas em condi¢des de pH do meio
fisiolégico (pH = 7,4) estdo apresentados na Tabela 2.

Em condi¢es do meio fisioldgico (7,4) os aminodcidos arginina, histidina e lisina
apresentam carga positiva (+), enquanto que, acido aspartico e acido glutamico, carga negativa
(-), e os demais aminoacidos ndo apresentam carga em relacdo ao grupo R, ndo envolvido na
ligacdo peptidica. Triptofano, tirosina e fenilalanina sdo os aminodcidos responsaveis pela
fluorescéncia intrinseca da ovalbumina.


http://www.rcsb.org/pdb/explore/explore.do

27

Tabela 2. Relagéo dos aminoacidos que compdem a ovalbumina.

% Fungdo do grupo pKado Carga grupo R

MIITEEEIES REEIEes (m/m) R grupo R (pH fisioldgico)
Alanina 34 8,81 - - 0
Arginina 19 4,92 Guanidina 12,4 +
Acido aspartico 31 8,03  Acido carboxilico 3,9 -
Cisteina 6 1,55 Tiol 8,4 0
Acido glutamico 50 12,95  Acido carboxilico 4,1 -
Glicina 18 4,66 - - 0
Histidina 8 2,07 Imidazol 6,0 +
Isoleucina 24 6,22 - - 0
Leucina 32 8,29 - - 0
Lisina 20 5,18 Amino 10,5 +
Metionina 15 3,89 - - 0
Fenilalanina 20 5,18 - - 0
Prolina 16 4,15 - - 0
Serina 36 9,33 - - 0
Treonina 15 3,89 - - 0
Triptofano 3 0,78 - - 0
Tirosina 9 2,33 Fenol 10,5 0
Valina 30 17,77 - - 0
N-terminal Acetilglicina - - 0
C-terminal Prolina 0,26 - - 0

Fonte: adaptado de SGARBIERI, 1996.

1.4.1 Ovalbumina: alimento

A ovalbumina constitui a proteina majoritaria da clara do ovo, representando 54% (m/m)
do conteudo proteico total, estando presente outras proteinas como a ovotransferrina, a
ovomuca@ide, lisozima, entre outras. As quantidades relativas e algumas propriedades fisicas e
quimicas das principais proteinas da clara do ovo estdo apresentadas na Tabela 3.

O ovo de galinha € um dos alimentos mais consumidos no mundo devido ao seu baixo
custo, alto valor nutricional oferecendo aos seus consumidores um balanco quase completo de
nutrientes essenciais com proteinas de alto valor biolégico (apresentam os aminoacidos
essenciais em proporcdes adequadas as necessidades do ser humano), vitaminas, minerais e
acidos graxos, além da sua facilidade de acesso e ampla distribuicdo em todas as faixas da
sociedade. Possui uma importante relevancia industrial devido as diversas propriedades
funcionais, neste caso a ovalbumina tem capacidade de: gelificacdo, formacdo de espuma,
emulsificacdo, modificacdo da textura, entre outras. Estas propriedades sao Uteis na preparagdo
de alimentos como: pées, bolos, biscoitos, macarrdo, maioneses, molhos para saladas, entre
outros (ROJAS, et al., 2006; JIMENEZ-SAIZ, 2012).
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Tabela 3. Caracteristicas das principais proteinas da clara do ovo.

% (m/m)  Massa molecular

Proteina (clara) (kDa) pl Atividade bioldgica
Ovalbumina 54 45 4,6  Antibacteriana
Ovotransferrina 12 71,7 6,0 Transportadora de Fe(lll)
Ovomucoide 11 28 4,1 Inibidor de tripsina
Ovomucina 3,5 220 4,7  Antimicrobiana
Lisozima 34 14,3 10,7 Antibacteriana
Ovoinibidor 15 47 5,0 Inibidor de tripsina e quimotripsina
Ovoglicoproteina 1,0 50 48 -
Ovoflavoproteina 0,8 32 4,0 Forma complexos com a riboflavina
Ovomacroglobulina 0,5 760 45 Inibidor de serina
Avidina 0,5 68,3 10  Forma complexos com a biotina

Fonte: adaptado de PHILIPPI, 2008; SGARBIERI, 1996.

O Brasil constitui o sétimo maior produtor mundial de ovos de galinha com cerca de 41
bilhdes de unidades, atras da China (483)?, Estados Unidos (92), México (48) e Japdo (42),
conforme dados da organizacdo de alimentos e agricultura dos Estados Unidos (FAO).

Em funcéo de sua distribuicdo natural no ambiente e ampla presenca nos alimentos as
pessoas (consumidores) podem absorver diferentes espécies (organicas ou inorganicas) de
forma indireta em funcédo da interacdo destas com a ovalbumina. A grande distribuicdo desta
proteina evidencia a importancia de estudos de interacdo de espécies variadas com a

ovalbumina.

1.5 Tetraciclinas

As tetraciclinas (TCs) constituem um grupo de antibidticos de actinomicetos (grupo
de bactérias importantes na degradacdo da matéria organica) com amplo espectro de acédo,
abrangendo desde bactérias gram-negativas e gram-positivas, rickettsia, alguns virus e certas
amebas intestinais. Pertencem a este grupo: tetraciclina (TC), oxitetraciclina (OTC),
clorotetraciclina (CTC), demeclociclina (DMC), doxociclina (DC), metaciclina (MTC) e
minociclina (MINO). Sdo empregadas tanto na medicina humana quanto na medicina
veterinaria. Na medicina humana é aplicada para o tratamento de doencas como: brucelose,
colera e infeccdes causadas por Chlamydia, Mycoplasma, Yersinia e rickettsia (ROBBERS;
SPEEDIE; TYLER, 1997).

Na medicina veterinaria sdo empregadas na criacdo de animais produtores de
alimentos como gado e aves, incluindo galinhas, para a prevencdo e tratamento de doengas
como infeccOes bacterianas, e também para promover o crescimento destes animais, devido ao

seu amplo espectro de acdo contra bactérias (gram-positivas e negativas) e seu baixo custo.

2 NUimeros entre parénteses estdo relacionados a producéo em bilhdes de unidades de ovos por ano.
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Dentre as tetraciclinas mais utilizados para a criacdo de animais destinados & alimentagédo
humana estdo a TC, OTC, CTC e DC (NEBOT, et al., 2014).

O uso abundante e indiscriminado das tetraciclinas em animais produtores de
alimentos pode resultar na presenca dos seus residuos em alimentos como: leite, ovos e carne.
A exposicdo humana a esses residuos presentes nos alimentos pode causar efeitos adversos,
desde reacgdes alérgicas em individuos hipersensiveis e cancer. Além disso, a exposicao aos
residuos de TCs pode provocar o desenvolvimento de microrganismos resistentes, que pode
dificultar a acdo terapéutica destes medicamentos naquelas pessoas que consumiram alimentos
de animais tratados com estes medicamentos (SHALABY, et al., 2011).

No Brasil ndo h&a uma regulamentacdo que estabeleca o limite méximo de residuos
(LMR) para medicamentos veterinarios em alimentos, sendo adotado os limites recomendados
pelo Mercosul, Codex Alimentarius, Unido Europeia e Estados Unidos. Os dois programas
nacionais que monitoram a presenca de residuos de medicamentos veterinarios em produtos de
origem animal sdo o Plano Nacional de Controle de Residuos e Contaminantes (PNCRC),
coordenado pelo Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA) na qual sdo
analisados carne, leite, ovos, mel e pescado. E o Programa de Andlise de Residuos de
Medicamentos Veterinarios em Alimentos (PAMVet), da Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria (ANVISA), na qual sdo analisados leite UHT, leite em p6 e leite pasteurizado (SILVA,
SOUZA,; CALDAS, 2014).

O LMR para a presenca de residuos de TCs em ovos estabelecido pela Comissédo do
Codex Alimentarius é de 0,4 pg mL™? (ou pg g*) de acordo com o Joint FAO / WHO Expert
Committee on Food Additives em 2013. O valor fixado pela Unido Europeia é de 0,2 pug mL™?
(ou pg g1 de acordo com a Commission Regulation (EU) n® 37/2010. Para este estudo foram
selecionadas como moléculas modelos avaliar a interacdo com a ovalbumina a tetraciclina (TC),
oxitetraciclina (OTC) e clorotetraciclina (CTC), uma vez que sdo as TCs mais utilizadas na
criacdo de aves (BOGIALLLI, et al., 2006). As estruturas quimicas das TCs selecionadas estao
apresentadas na Figura 7.

Diversos estudos tém sido desenvolvidos e reportados na literatura para a
determinacdo de residuos tetraciclinas em diversos alimentos derivados da galinha como ovos,
carne, figado, entre outros. Liu e colaboradores (2013) determinaram residuos de
clorotetraciclina e minociclina em ovos de galinha, peixe e camarao utilizando cromatografia
liquida de alta eficiéncia (HPLC). Os valores encontrados para os residuos de clorotetraciclina
e minociclina em ovos foi 0,05 a 0,22 pg g, respectivamente. Nao foi detectado residuos de

tetraciclinas nas amostras de camardo e de peixe. O valor de CTC estava acima do limite
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maximo de residuo estabelecido pela unido europeia (0,2 pg g1,). Alfredsson e colaboradores
(2005) analisaram residuos de tetraciclina, oxitetraciclina e clorotetraciclina em ovos utilizando
cromatografia liquida acoplada a massas (LC-MS/MS). Realizaram ensaios de recuperagédo
utilizando 0,2 pg g™t para cada tetraciclina e obtiveram recuperacio maxima de 71,4% para a
tetraciclina, 67,5% para a oxitetraciclina e 60,4% para a clorotetraciclina. Miranda e
colaboradores (2009) realizaram a determinacéo de residuos de tetraciclina e oxitetraciclina em
carne de galinha de granja utilizando a técnica de eletroforese capilar. Para a TC os residuos
variaram de 0,20 a 2,56 ug g%, e para os residuos de OTC os valores variaram de 0,08 a 2,05
ug g, na qual estavam acima do limite maximo de residuo estabelecido pela unido europeia
(0,1 pg g™).

As tetraciclinas apresentam diferentes fungfes quimicas em sua estrutura, e a depender
do pH do meio estas podem esta na forma protonada ou desprotonada. Logo, a carga global da
molécula sera diferente em funcéo do pH e desta forma, a interagdo com macromoléculas como

proteinas pode apresentar diferencas em funcdo da concentracdo hidrogenidnica do meio.

Figura 7. Estrutura quimica das tetraciclinas (totalmente associadas) avaliadas neste estudo.

Composto R: R>
Tetraciclina (TC) H H
Oxitetraciclina (OTC) OH H
Clorotetraciclina (CTC) H Cl

Fonte: RIVERA-UTRILLA, 2013.

A Tabela 4 apresenta os valores de pKa relativos aos trés primeiros prétons para as
moléculas avaliadas baseado em alguns trabalhos da literatura. Em alguns trabalhos séo
indicados os valores de pKas em relagdo ao grupo fendlico (~ 12), contudo nas condigdes do
estudo ou fisioldgicas este grupo sempre estara associado, desta forma, ndo foi considerado na
Tabela 4. De acordo com estes dados abaixo percebe-se uma pequena variagéo entre os valores,
indicando concordancia quanto ao valor do pKa para as trés primeiras ionizac6es independente

da molécula avaliada.
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pKn

Composto = = = Técnica Meio Referéncia
n=1 n=2 n=3
TC 3,30 7,68 9,69
oTC 3,27 7,32 9,11  Potenciometria Aquoso  Leeson; Krueger; Nash (1963)
CTC 3,30 7,44 9,27
TC 3,42 7,50 9,18
oTC 3,26 7,35 8,89  Uv-Vis Aquoso  Martin, (1979)
CTC 3,26 7,35 8,77
TC 3,32 7,78 9,58
OTC 3,22 7,46 8,94  Potenciometria Aquoso  Qiang; Adams (2004)
CTC 3,33 7,55 9,33
TC 3,30 7,60 9,30
OoTC 3,30 7,30 9,10 - - Zhou e colaboradores (2014)
CTC 3,30 7,80 9,60

Fonte: elaborado pela autora, 2015.

Com base nos trés diferentes valores de pKa associados a molécula de TC (como

modelo) € possivel que em solugdo existam até quatro espécies diferentes em fungdo do pH do

meio, com distintos graus de protonagdo, sendo: HsT*, HoT, HT e T?. A distribuicio destas

espécies em funcdo do pH esta representada na Figura 8.

Tabela 5. Associagdo dos valores de pKa, da tetraciclina (TC, como modelo) em fungéo dos seus grupos.

Grupo A

A B C Referéncia
pKaz pKa pKas Sithole e Guy (1987)
pKa: pKa pKas Couto, Montenegro e Reis (1999)
pKa: pKa pKas Sanli, Sanli e Alsancak, (2009)
pKaz pKa; pKas Parolo e col. (2013)
pKa: pKa pKas Li e col. (2010)
pKa: pKa pKas Wang e col. (2015)
pKaz pKas pKa; Bhatt e Jee (1985)
pKay pKas pKaz Leeson, Krueger e Nash (1963)
pKa: pKas pKa Jin e col. (2007)
pKa: pKas pKa Stephens e col. (1956)
pKa2 PKa1 PKas Havainas e Sandow (2006)

Fonte: elaborado pela autora, 2015.
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Cada uma destas espécies tem um comportamento e uma carga diferente em solugéo.
Desta forma, € importante em estudos de interacdo entre macromolécula e ligante saber qual o
comportamento acido-base da molécula derivado de um &cido e sua respectiva carga em um
determinado valor de pH. Assim, a forma totalmente associada da TC (HsT*) sera predominante
em valores de pH < 3, com carga positiva e atuando como &cido de Bronsted-Lowry. A forma
neutra (H2T) serd predominante entre o pH 3,5 e 6,5; enquanto a forma aniénica (HT") sera
predominante na faixa de pH 8-9, sendo ambas, H>T e HT", espécies anfiproticas, comportando-

se como acido ou bases em solucéo.

Figura 8. Distribuicao das espécies de tetraciclina (TC) em funcao do pH.
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Fonte: elaborado pela autora, 2015.

Por fim, a espécie dianiénica (T%) sera predominante acima de pH 10 e atuard como
base de Bronsted-Lowry no meio. Esta mesma ldgica pode ser estendida paraa OTC e CTC em
funcdo do pH do meio, com pequenas variagfes em funcéo das diferencas de pKa. Logo, a
interacdo das tetraciclinas com diversas (macro) moléculas depende do seu estado de
protonacdo (KULSHRESTHA; GIESE; AGA, 2004).
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1.6 Justificativa do estudo proposto

As tetraciclinas constituem uma classe de antibiotiocos amplamente utilizadas como
medicamento veterinario para animais produtores de alimentos, como galinhas de granja,
devido a seu amplo espectro de acéo e seu baixo custo. Desta forma, seu uso indiscriminado
pode resultar na presenca de residuos deste medicamento nos alimentos derivados da galinha
COmMOo 0VOs e carne, e ser potencialmente tdxico para o ser humano, e em funcdo da ampla
distribuicdo e utilizacdo da ovalbumina na preparacdo de alimentos, torna-se necessario o
estudo da interacdo entre a ovalbumina e as tetraciclinas, visto que na literatura h& uma escassez
de estudos de interagdo com proteinas alimentares e medicamentos de uso veterinario, como as

tetraciclinas.
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2 OBJETIVOS

2.1 Geral

Avaliacdo da interacdo entre ovalbumina com medicamentos de uso veterinario e
humano da classe das tetraciclinas (tetraciclina, oxitetraciclina e clorotetraciclina), visando
investigar os principais aspectos que regem este processo de interagdo intermolecular in vitro

em diferentes condicdes.
2.2 Especificos

a) Avaliar e otimizar as condi¢des experimentais para estudo por espectrofluorimetria e

espectrometria no UV-Vis

b) Avaliacdo da interacdo das tetraciclinas com a ovalbumina simulando as condic¢Ges do
estdmago (pH = 1,5), do ponto isoeletrénico da proteina (pH = 4,6) e do alimento (ovo) in

natura (pH = 7,4) em diferentes temperaturas;

c) Empregar técnicas de fluorescéncia molecular para avaliar alteracfes estruturais da proteina
e obter parametros como: mecanismo de quenching, constantes de ligacdo, estequiometria

proteina-ligante, dados termodinamicos e distancias intermoleculares;

d) Explorar a técnica UV-Vis visando avaliar o processo de interagdo intermolecular (proteina-

ligante);

e) Aplicar técnicas de RMN de *H para avaliar o deslocamento quimico e T1 para a molécula

de tetraciclina frente a ovalbumina;

f) Avaliar o efeito da interacdo entre proteina-ligante através do perfil de migracédo
eletroforética (native-PAGE e SDS-PAGE).
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3 EXPERIMENTAL

3.1 Reagentes e preparo das solucdes

Os reagentes utilizados nos ensaios foram de grau analitico de pureza. As solucGes
foram preparadas com &gua ultrapura com resistividade especifica de 18,2 MQ cm, a partir de
um sistema de purificacdo Milli-Q° (Millipore, Bedford, MA, USA).

Tetraciclina (TC, Sigma), oxitetraciclina (OTC, Sigma) e clorotetraciclina (CTC,
Sigma) foram empregadas para os estudos de interagdo com a ovalbumina. Para o preparo da
solucdo estogue pesou-se 10 mg de cada tetraciclina, e solubilizou-se em 20 mL de agua
ultrapura. A concentracdo final destas solugées foi 1,13 mM para TC, 1,09 mM para OTC e
1,04 mM para CTC. Em seguida, as solucdes estoque resultantes foram armazenadas em frascos
ambar e armazenadas sob refrigeragdo a 4°C.

A proteina ovalbumina (albumin from chicken egg white, Sigma) foi empregada para
o0s estudos de interacdo com as tetraciclinas. Para o preparo da solu¢édo estoque da ovalbumina
pesou-se 20 mg da proteina e solubilizou-se em 10 mL de solugdo de HCI 0,1 mol L (pH
ajustado para 1,50), seguido da adicdo de solucdo de NaCl 0,1 mol L para ajuste da forca
ibnica. De forma, semelhante foram preparadas solucGes estoque em solucdo tampéo acido
acetico/acetato 50 mM (pH = 4,60) e solucdo tampao Tris 50 mM (pH = 7,40). Ambas contendo
NaCl 0,1 mol L para ajuste da forca idnica. Estas solugdes foram empregadas para garantir a
condicgéo de pH dos diferentes meios avaliados.

A solucéo de NaCl 1,0 mol L™ empregada para ajuste da forga idnica foi preparada a
partir da dissolucdo de 2,9223 g de cloreto de sddio (Vetec) em &gua ultrapura. Em seguida, a
solucdo foi transferida para um baldo volumétrico de 50 mL completando-se o volume com
agua ultrapura.

Para o preparo da solucéo de HCI 0,1 mol L (pH = 1,50) adicionou-se uma aliquota
de 2,08 mL de HCI 12,40 mol L (Merck), e solubilizou-se em &gua ultrapura. Em seguida,
retirou-se uma aliquota de 25 mL da solugdo de NaCl (1,0 mol LY), e adicionou-se a solugdo
de HCI. O ajuste do pH para 1,50 foi realizado com solugio de NaOH 1,0 mol L. Por fim,
transferiu-se a mistura para um baldo volumétrico de 250 mL, completando-se o volume com
agua ultrapura.

Para o preparo da solucéo tampé&o &cido acético/acetato (50 mM, pH = 4,60) adicionou-
se uma aliquota de acido acético 17,40 mol L (Vetec) e solubilizou-se em &gua ultrapura. Em
seguida, adicionou-se uma aliquota de 25 mL da solucdo de NaCl (1,0 mol L™?) & solucéo

tampao. O ajuste do pH para 4,60 foi realizado com a solugio de NaOH 1,0 mol L. Finalmente,
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transferiu-se a mistura para um baldo volumétrico de 250 mL, completando-se o volume com
agua ultrapura.

Para o preparo da solucdo tampéo Tris (50 mM, pH = 7,40) pesou-se 1,5120 g de
Tris.HCI (Vetec) e solubilizou-se em &gua ultrapura. Em seguida, retirou-se uma aliquota de
5,0 mL da solugéo de NaCl (1,0 mol L) e adicionou-se a solugdo tamp&o. O ajuste do pH para
7,40 foi realizado com a solugéo de HCI 1,0 mol L. Em seguida, transferiu-se a mistura para
um baldo volumeétrico de 250 mL, completando-se o volume com agua ultrapura.

Os reagentes cloreto de calcio (CaClz, Merck), acetato de magnésio (CH3COO)2
Mg.4H>0, Merck), acetato de zinco (CHsCOO). Zn.H.O, Merck), acetato de cobre
(CH3COO0).Cu.H20, Vetec) e cloreto de ferro(lll) (FeCls, Vetec) foram empregados para 0s
estudos de competicdo. Para o preparo das solucGes, as respectivas massas dos sais, a saber:
0,0225 g de CaCl»; 0,0432 g de (CH3CO0),Mg.4H20; 0,0441 g de (CH3COO), Zn.H-0; 0,0407
g de (CH3COO).Cu.H20, foram solubilizadas em 20 mL de agua ultrapura. Para o preparo da
solucdo estoque do ion Fe(l11) pesou-se 0,0328 g de FeCls e solubilizou-se em 20 mL de solugéo
de HCI 0,1 mol L. A concentracio final destas solucdes foi de 10 mM para todos os fons
metalicos.

Para o preparo da solucdo de ovalbumina in natura empregou-se ovo branco, tipo
grande, comercial (Carnaiba). A solucdo estoque da proteina in natura foi preparada da
seguinte maneira: separou-se a clara da gema do ovo, reservou-se a clara em um béquer de
vidro, e com o auxilio de um bastdo de vidro homogenizou-se a clara, em seguida, pesou-se
0,7292 g e solubilizou-se em 10 mL da solu¢do tampéo Tris 50 mM, (pH 7,40) com NaCl 0,1
mol L para ajuste da forca ionica.

Para os ensaios de RMN 'H empregou-se tamp&o fosfato 10 mM (pH=7,4). Para o
preparo desta solucdo pesou-se 2,67 mg de fosfato de sdédio monobasico monohidratado
(NaH2PO4.H20, Vetec); 4,30 mg de fosfato de sddio dibasico (NaHPO4, Dindmica); 1,0 mg de
cloreto de sddio (NaCl, Vetec) para ajuste da forca idnica e 2,2 mg de trimetilsililpropionato de
sodio (TMSP, Sigma) utilizado como referéncia interna, e solubilizou-se em 5,0 mL de agua
deuterada 99,9% (D20, Sigma). Para o preparo da solugdo estoque das tetraciclinas pesou-se
1,0 mg de cada tetraciclina e solubilizou-se em 1,0 mL de tampéo fosfato 10 mM (pH=7,4)
preparado em 99,9% de D,O. Para o preparo da solugdo da ovalbumina pesou-se 1,4 mg da
proteina e solubilizou-se em 700 L da solugéo de tetraciclina preparada em tampéo fosfato 10
mM (pH =7,4).

Para os ensaios de eletroforese empregou-se solugdes da ovalbumina comercial e in

natura. Para o preparo da solugéo estoque da ovalbumina comercial pesou-se 20 mg da proteina
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e 183 mg da clara do ovo in natura solubilizando-se em 5,0 mL de soluc¢éo tamp&o Tris 50 mM
(pH 7,4) com NaCl 0,1 mol L para ajuste da forga idnica, em ambos 0s casos. Para o preparo
da solucdo estoque das tetraciclinas utilizadas neste ensaio pesou-se 10 mg de cada tetraciclina,
e solubilizou-se em 1,0 mL de agua ultra pura. A concentracao final destas solucdes foi 22,5
mM (TC), 20,9 mM (OTC) e 21,7 mM (CTC).

3.2 Equipamentos utilizados

As medidas espectrofluorimétricas foram realizadas em um espectrofluorimetro
Shimadzu RF (modelo 5301PC, Japdo) com cubetas de quartzo de 10 mm de caminho éptico
ou espectrofluorimetro leitor de microplacas (EnSpire®, Perkin Elmer, Alemanha) equipado
com lampada de xenénio, empregando microplacas de 96 pocgos. Os ensaios de competicdo
foram realizados em um leitor de microplacas (Flexstation® 3, Molecular Devices, Estado
Unidos) equipado com lampada de xendnio, empregando microplaca de 96 pogos. As medidas
espectrofotométricas foram realizadas em um espectrofotémetro de varredura com feixe duplo
Micronal (modelo AJX-6100PC, Brasil) equipado com cubetas de quartzo de 1,0 cm de
caminho optico.

Para as medidas de pH utilizou-se um eletrodo combinado de vidro associado ao
potenciébmetro Gehaka (modelo PG 1800, Brasil). As massas dos reagentes foram medidas em
balanca analitica eletrdnica Gehaka (AG 200, Brasil) com precisdo de 0,1 mg. Nos
experimentos de eletroforese as amostras foram previamente centrifugadas em centrifuga
digital Micro Spin (modelo MS-43, Taiwan) com capacidade para 18 microtubos de (1,5-2,0
ml), e rotagcdo programéavel de até 14.000 rpm. Para a corrida eletroforética utilizou-se sistema
Mini-protean® (Tetra cell, Bio Rad). O gel de poliacrilamida empregado apds revelagcdo nos
estudos de eletroforese foi escaneado utilizando a impressora multifuncional LaserJet Pro
(modelo M1132, HP). Para os estudos por ressonancia magnética nuclear de hidrogénio
empregou-se o espectrdometro de RMN Bruker 400 (Bo=9,4 T), operando a 400,35 MHz para
'H e equipado com sondas de 5,0 mm para deteccdo indireta, instalado no Laboratorio de
pesquisa em Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear (1QB).

3.3 Procedimentos

3.3.1 Determinacgéo da concentragdo da ovalbumina

A concentracdo da solugdo estoque de ovalbumina preparada a partir da proteina

comercial ou in natura foi determinada pela razdo do sinal de absorvancia a 280 nm e
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coeficiente de extingdo molar de 30957 M* cm? (BHATTACHARYA; MUKHOPADHYAY,
2012), apos diluicdo da solugdo na proporgdo de 1:5.

3.3.2 Estudo da abertura das fendas (slit) de excitacao e emissédo

Neste estudo avaliou-se a influéncia das larguras das fendas de excitacdo e emisséo
sobre a emissé@o de fluorescéncia da ovalbumina para obtencdo dos espectros. Visto que, as
larguras das fendas de excitacdo e emissdo sdo variaveis que interferem diretamente na
intensidade do sinal do fluor6foro. O sinal de fluorescéncia é proporcional ao quadrado das
larguras das fendas de excitacdo e de emissao, e 0 uso de fendas estreitas resultam uma maior
resolucéo e menor ruido espectral, enquanto que o uso de fendas largas produz o efeito oposto
(LAKOWICZ, 2006).

Neste estudo foram realizadas curvas analiticas da ovalbumina empregando
fluorescéncia molecular (Aexc = 280 nm e Aem = 337 nm) e variou-se os valores da abertura das
fendas (slits) para os comprimentos de onda de excitacdo e emissdao de 1,5 a 5,0 nm. A
velocidade de varredura de todos os experimentos foi fixada em 400 nm min. Através deste
estudo a largura da fenda de excitagcdo e emissao de 3,0 e 5,0 nm foi escolhida como sendo a
melhor condigdo para os estudos posteriores.

3.3.3 Estudo cinético e efeito do pH

A avaliacdo cinética quanto ao tempo de interacdo foi investigada no intervalo de 0 a
60 min, fixando-se a concentracdo da proteina em 0,5 uM e da tetraciclina igual a 10 pM
(excesso de vinte vezes). Este estudo foi realizado nos valores de pH (1,5; 46 e 7,4), e
empregou-se a técnica de fluorescéncia molecular visando garantir sensibilidade e menor
interferéncia espectral. As medidas espectrofluorimétricas foram realizadas nas seguintes

condigdes: Aexc = 280 nm, abertura da fenda de excitagcéo de 3,0 nm e emissao de 5,0 nm.

3.3.4 Fluorescéncia 3D

Neste estudo avaliou-se o efeito da adi¢do das tetraciclinas frente a proteina do ovo
comercial e a proteina do ovo in natura. As concentracdes da proteina em ambas solucdes foram
fixadas em 0,5 uM e para as tetraciclinas em 20 uM (excesso de 40 vezes). Este estudo foi
realizado em pH 7,4. As medidas espectrofluorimétricas foram realizadas nas seguintes
condigdes: Aexc =220 a 320 nm (variando de 5 em 5 nm), Aem = 250 a 450 nm, abertura da fenda
de excitacdo de 3 nm e emissdo de 5 nm. Apoés a aquisicdo dos dados, estes foram tratados
empregando Origin 8.1 e a partir dos resultados, plotaram-se graficos em 3D.
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3.3.5 Interacéo proteina-ligante: titulagdes empregando fluorescéncia e UV-Vis

Nos estudos por fluorescéncia a concentracao da ovalbumina foi 0,5 uM, e nos estudos
por UV-Vis a concentracdo da ovalbumina utilizada foi de 0,35 uM. A titulacdo foi realizada
adicionando-se quantidades crescentes das tetraciclinas. O intervalo de concentracdo maximo
utilizado para as tetraciclinas foi de 1,25 a 80 pM (550 a 35600 ug L) para as medidas por
fluorescéncia, enquanto que se utilizou de 0,35 a 17,5 uM (150 a 7780 ug L) por UV-Vis.

3.3.6 Estudo de competicédo

A avaliacdo da competicdo pelo sitio de ligacdo da proteina foi realizada em
fluorimetro com leitor de microplaca (96 pogos) em pH 7,4, sendo o volume final de 200 L.
Os ions competidores utilizados foram: Ca(ll), Mg(ll), Zn(1l), Cu(Il) e Fe(l1l), visto que estes
ions encontram-se naturalmente presentes no ovo. A concentracdo da proteina e dos ions foi
fixada na proporcdo de 1:1, a concentracdo utilizada da proteina neste estudo foi de 2,0 uM.
Este estudo foi realizado na auséncia e na presenca de concentracdo crescentes das tetraciclinas
(5a80 u M). Ap6s a aquisicdo dos dados, estes foram tratados empregando Origin 8.1 e a partir

dos resultados, calcularam-se as constantes na auséncia e na presenca dos ions metalicos.

3.3.7 Fluorescéncia sincronizada

Neste estudo, foram realizadas medidas de fluorescéncia molecular, na presenca e na
auséncia das tetraciclinas, mantendo-se constante a concentra¢do da ovalbumina (0,25 puM) e
variando a concentracdo das tetraciclinas (0,625 a 80 uM). As condi¢es utilizadas nas medidas
espectrofluorimétricas para monitorar os residuos de tirosina foram: Aexc= 265 nm ¢ Aem = 280
a 450 nm (estabelecendo um AA = 15 nm), abertura da fenda de excitagdo e emisséo igual a 5
nm. As condic¢des utilizadas nas medidas espectrofluorimétricas para monitorar os residuos de
triptofano foram: dexc= 220 nm ¢ Xem = 280 a 450 nm (estabelecendo um AA = 60 nm), abertura

da fenda de excitacdo de 5 nm e emissdo em 3 nm.

3.3.8 Transferéncia de energia por ressonancia de fluorescéncia (FRET)

Neste estudo, foram realizadas medidas de fluorescéncia molecular e de absorcéo
molecular, mantendo-se a proporcao da concentracdo da ovalbumina e das tetraciclinas em 1:1.
A concentracédo utilizada para ambos foi de 1,0 uM nos valores de pH (1,5; 4,6 €7,4). Para as
tetraciclinas realizaram-se medidas de absor¢cdo molecular no UV-Vis e para a proteina

realizou-se medidas de fluorescéncia molecular (na presenca e auséncia das tetraciclinas).



40

3.3.9 Eletroforese em gel de poliacrilamida

Empregou-se a técnica de eletroforese para avaliar o efeito da migracéo eletroforética
da proteina do ovo comercial e in natura na auséncia e na presenca das tetraciclinas. O gel de
empilhamento e de separacao foi preparado com acrilamida a 6 e 10% (m/m), respectivamente.

O gel desnaturante ou redutor (SDS-PAGE) foi preparada de acordo com o seguinte
procedimento: as amostras de proteina foram adicionadas ao agente redutor 2-mercaptoetanol
a 5,0% (v/v), seguido da adicdo de dodecil sulfato de sodio (SDS) a 2,0% (m/v), e da solucao
de azul de bromofenol a 0,001% (m/v), em seguida foram fervidas por 5 min em um béquer
com agua quente a 100 °C, centrifugadas rapidamente a 10.000 rmp utilizando centrifuga digital
Micro Spin (modelo MS-43) e aplicadas no gel. O gel sem o desnaturante (native PAGE) foi
realizado na auséncia de agentes redutores, sem aquecimento das amostras e sem adicéo de
SDS. Neste estudo o pH de 7,4 para as amostras foi fixado, assim como ovalbuminaa 18 uM e
tetraciclinas a 9,0 mM. A corrida eletroforética foi realizada sob voltagem constante de 85 V,
utilizando-se o sistema Mini-protean®. Ap6s a corrida os géis foram corados com solucéo de
azul de coomassie a 0,2% (m/v). Posteriormente os géis foram descorados com solucdo de
metanol a 50% (v/v) e acido acético a 10% (v/v), logo apos os géis foram escaneados utilizando

a impressora multifuncional LaserJet Pro (modelo M1132, HP).

3.3.10 Interag&o proteina-ligante por RMN H

Neste estudo inicialmente avaliou-se a interacdo entre as tetraciclinas e a ovalbumina
através do espectro RMN de *H observando a variacdo dos deslocamentos quimicos (8) das
tetraciclinas na auséncia e na presenca da ovalbumina. Para tanto, utilizou-se 1,4 mg da proteina
e 10 mM para as tetraciclinas em 500 pL de tampéo fosfato 10 mM (pH = 7,4) com adicdo de
trimetilsililpropionato de sédio (TMSP) a 2,5 mM (padrdo interno), em 99,9% de agua
deuterada (D20).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Otimizacéo dos parametros quimicos e instrumentais

As proteinas em geral apresentam em sua composicao residuos de aminoacidos que
possuem cadeia lateral aromatica, sendo fenilalanina, triptofano e tirosina, que apresentam
absorcdo molecular na regido de 280 nm do espectro eletromagnético. Além dos aminoacidos
citados, as proteinas apresentam outros residuos de aminoacidos, onde a depender do grupo
presente contribuem com diferentes caracteristicas, como: carga positiva ou negativa (a
depender do pH), ser apolar, ter comportamento basico ou acido, entre outras. Estes
aminoacidos na estrutura proteica sdo unidos através da ligacdo peptidica, na qual apresenta
absorcdo em ~220 nm. Desta forma, a técnica de espectroscopia de absor¢do molecular UV-
Vis pode ser empregada para a determinac&o direta da concentracdo de diversas proteinas, desde
gue as mesmas estejam puras ou que outras espécies ndo absorvam na mesma regido. A
espectrofotometria € fundamentada na lei de Lambert-Beer, que € a base matematica para as
medidas de absorcdo de radiacdo por amostras nas regides ultravioleta e visivel do espectro
eletromagnético. Para medidas de absor¢do de radiacdo em determinado comprimento de onda
(L), tem-se que: Ax = log(lo/l) = exbc, onde Ax é a absorvancia em um dado comprimento de
onda, lo € a intensidade da radiacdo monocromatica que incide na amostra e | é a intensidade
da radiacdo que emerge da amostra (SKOOG, et al., 2006). A absortividade molar (s1) é uma
grandeza caracteristica da espécie absorvente, e sua magnitude depende do comprimento de
onda da radiacéo incidente. O termo c € a concentracdo da espécie absorvente e b, é o caminho
Optico percorrido pelo feixe de radiacdo através da amostra. Através desta técnica a
concentracdo de uma determinada proteina pode ser quantificada relacionando-se a sua
absorvancia em 280 nm com seu coeficiente de absortividade molar (g) (ZAIA; ZAIA,
LICHTIG, 1998; ROCHA; TEIXEIRA, 2004).

Neste estudo, foi realizada uma curva analitica visando estabelecer a faixa linear para
a ovalbumina empregando-se a técnica de espectroscopia de absor¢do molecular (em 280 nm)
no intervalo de 0,06 a 8,24 umol L (2,7 a371 mg L), em pH 7,4; sendo as solugBes preparadas
nas condi¢Oes ja descritas. A curva analitica para relacdo o intervalo de concentragdo foi Azgo
nm = 0,297(% 0,001)CovaL — 0,001(£0,001), r = 1,000. Valores de concentracdo superiores a
8,24 umol L da proteina levaram a precipitagdo da mesma. Este estudo permitiu avaliar em
qual faixa de concentracdo existiu uma relagcdo linear entre concentracdo e sinal analitico

(absorvancia), visto que nos estudos futuros trabalhou-se dentro desta faixa de concentragao.
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Ap0s avaliacdo da faixa de concentragdo da proteina por espectrofotometria, realizou-
se procedimento similar para as medidas por fluorescéncia molecular, visando determinar a
faixa linear de concentracao. Desta forma, para iniciar os estudos por fluorescéncia molecular,
um dos primeiros parametros a serem avaliados séo as aberturas das fendas (slits) de excitacao
e de emissdo, uma vez que o sinal de fluorescéncia é proporcional ao quadrado das larguras das
fendas de excitacdo e de emissdo (LAKOWICZ, 2006), como ja mencionado anteriormente.
Neste estudo avaliou-se os slits de 1,5 a 5,0 nm e a faixa linear avaliada foi de 0,062 a 1,55

umol L (2,80 a 70 mg L1). Os resultados deste estudo estdo apresentados na Tabela 6.

Tabela 6. Estudo da abertura da fenda de emisséo e excitacdo em fungdo da faixa linear da ovalbumina.

Abertura de

Condicao fenda, nm Faixa linear, pM F=aCoa + b
Exc. Em. a b r
1 15 30 0062-16(n=8) 290 (x3) 78(x2,2)  0,9998
2 15 50 0,062-062(n=6) 1168(+18) 7,3(¢55)  0,9997
3 3,0 30 0,062-16(n=8) 498 (+9) 12,2 (¢6,7)  0,9995
4 3,0 50 0062-031(n=5) 2084 (x65) 48(x121) 09993
5 5,0 15 0062-16(=8) 319 (+6) 71(x44)  0,9999
6 5,0 30 0,062-031(n=5) 2009 (+56) 7,1(x10,5)  0,9994
7 5,0 50 0062-012(n=4) 7189 (x150) 52 (+12) 0,9998

Fonte: elaborada pela autora, 2015.

A partir da andlise dos resultados (Tabela 6), selecionou-se a condicdo 4 para 0s
estudos posteriores, visto que esta condicdo apresentou elevado coeficiente angular e
consideravel faixa linear, garantindo boa sensibilidade analitica e menor erro instrumental nos

estudos efetuados.

4.2 Avaliacéo de pH e temperatura

Apds a otimizacdo das fendas de emissdo e de excitacdo o passo seguinte foi avaliar
se a variacdo de pH e temperatura poderiam conduzir a alteragdes conformacionais na estrutura
da proteina. As proteinas sdo macromoléculas formadas por aminoacidos, e estes tém a
propriedade de atuar como moléculas (anféteras) capazes de doar ou receber prétons, podendo
atuar como acido ou base a depender do pH do meio. Em geral, alteragdes no pH podem induzir
a mudancas na estrutura das proteinas, tornando-as menos enoveladas, visto que esta alteracdo
pode modificar as cargas dos residuos laterais dos aminoacidos da proteina podendo torna-los
mais expostos ou mais protegidos. O aquecimento provoca o desdobramento parcial da

macromolécula expondo as regides hidrofébicas tornando a macromolécula menos protegida,
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quando comparada com a condigdo original (BHATTACHARYA; MUKHOPADHYAY,
2012; WEIJERS, et al., 2002; KANG, et al., 2014).

Neste sentido diferentes condicdes de pH e temperatura do meio foram avaliadas para
monitorar possiveis alteracdes na estrutura da ovalbumina. Neste estudo avaliaram-se diferentes
condigdes de pH (1,5; 4,6 e 7,4). O primeiro valor de pH a ser avaliado foi 1,5 que simula as
condicGes do estbmago, e neste valor de pH a proteina encontra-se preferencialmente com carga
positiva. Em seguida, avaliou-se o pH 4,6 que corresponde ao ponto isoeletrdnico, e neste valor
de pH ela encontra-se com carga neutra. Por fim, avaliou-se o pH 7,4 que simula as condicdes
do alimento in natura, neste pH a proteina encontra-se com carga preferencialmente negativa
(NELSON; COX, 2011). Em seguida avaliou-se o efeito da temperatura no desdobramento da
estrutura da ovalbumina nos valores de pH mencionados. As temperaturas avaliadas foram 22,

30 e 38°C. Os resultados desses estudos sdo apresentados nas Figuras 9 e 10, respectivamente.

Figura 9. Efeito do pH no espectro da ovalbumina (0,5 xM). a) Comparacéo da intensidade do sinal
de fluorescéncia e b) comparacéo do perfil espectral para fluorescéncia normalizada em funcéo do pH
a) b)
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Fonte: elaborado pela autora, 2015.

A partir dos resultados obtidos na Figura 9a observou-se que de meio basico (pH =
7,4) para meio acido (pH = 1,5) ocorreu um aumento da intensidade de fluorescéncia da
ovalbumina em solucdo. No pH 6timo a proteina tem sua identidade estrutural e funcional
preservadase, no caso da ovalbumina o pH 6timo é proximo da neutralidade (pHetimo oval. = 7,0).
Desta forma, em pH=7,4 a estrutura da ovalbumina apresenta-se intacta e, portanto, a

fluorescéncia é maxima. Com a variagdo de pHs para a faixa acida, em especial, pH=1,5
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ocorrera perda de integridade estrutural da ovalbumina que pode ser observado através da
diminuicdo da fluorescéncia. Essa Gltima anélise é corroborada por Bhattacharya e
Mukhopadhyay (2011), que apontam que em meio acido (pH ~ 2,0) a ovalbumina perde parte
de sua estrutura terciaria resultando em um desenovelamente parcial levando os residuos de
triptofano a sofrerem processo de quenching pelas moléculas de aguas, ou a depender da
concentracdo da proteina (em meio acido) ocorrer a formagao de agregados proteicos, levando
a reducdo da fluorescéncia. Quando se compara o perfil espectral para fluorescéncia
normalizada (Figura 9b), observa-se que com a reducdo do pH o espectral apresenta um
alargamento, o qual é também constitui um indicativo de que a estrutura da proteina nesta
condicdo estd menos enovelada havendo uma exposi¢do dos residuos de aminoécidos ao meio
(ALBANI, 2007). Assim, para cada valor de pH avaliado neste estudo a proteina provavelmente
estava em uma condicdo conformacional diferente.

Figura 10. Efeito da temperatura nos espectros normalizados de fluorescéncia da ovalbumina (0,5 uM)
em funcéo do pH da temperatura. a) pH = 4,6 e b) pH = 7,4. O espectro para pH =1,5 em funcdo da
temperatura ndo foi incluido em fungdo do menor grau de resolucéo.
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Fonte: elaborado pela autora, 2015.

Ao analisar a Figura 10 observou-se que 0 aumento da temperatura independente do
pH conduziu a uma tendéncia no alargamento dos espectros. Isto se deve ao desdobramento da
estrutura terciéria da proteina em temperaturas maiores, visto que nestas condic@es a estrutura
da proteina nativa é alterada tornando-se menos enovelada, e por consequéncia expondo alguns
residuos de aminoacidos (CHANG, 2010).

Apds demonstrar que o pH e a temperatura do meio alteram a estrutura nativa da

ovalbumina o passo seguinte foi avaliar o ambiente dos residuos de triptofano e tirosina na
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proteina comercial in natura, devido a sensibilidade ao microambiente que este residuo de
aminoéacido é vulneravel. A ovalbumina contém nove residuos de tirosina (Tyr?°, Tyr*2, Tyr®’,
Tyri% Tyrlt? Tyrl?S Tyr?12 Tyr?8l e Tyr?) e trés residuos de triptofano (Trp®, Trp!* e
Trp?™). Estes aminoacidos sdo sensiveis as alteracdes da polaridade do seu microambiente.
Assim, a andlise das perturbacdes no microambiente destes residuos pode ser usada para
monitorar altera¢fes na estrutura terciéria da proteina (NIU, et al., 2015). Num ambiente com
baixa polaridade o triptofano emite fluorescéncia em um maximo de 320 nm. Em um ambiente
polar ou quando ha perda da estrutura terciaria da proteina (desnaturacdo completa) este
aminoacido emite fluorescéncia em 355 nm (ALBANI, 2007). Salienta-se que as perturbactes
nos residuos de triptofano sdo muito mais sensiveis quando comparada aos residuos de tirosina,
desta forma, o triptofano é empregado como sonda preferencial para avaliacdo dos processos
de interacdo com proteinas (KUMARAN; RAMAMURTHY, 2014). Assim, usou-se como
comparativo 0s espectros dos aminoacidos tirosina e triptofano livres em relagdo aos espetros
das proteinas ovalbumina comercial e ovalbumina in natura no pH = 7,4 por fluorescéncia
molecular. Os resultados estdo apresentados nas Figuras 11 e 12.

Ao compararmos os graficos de contorno (Figura 11) do triptofano e tirosina livres
(11a e 11b) com as proteinas de diferentes origens (comercial e in natura) percebeu-se que o
triptofano emitia em torno de 354 nm (Aem), enquanto a tirosina em 338 nm. Contudo, como
parte da energia emitida pelo residuo de tirosina é transferida para o triptofano ou ocorre
processo de guenching por outros aminodacidos, desta forma, preferencialmente observa-se a
emissdo do residuo de triptofano nas medidas de fluorescéncia no estado estacionario
(NEELAM, et al., 2010). De acordo com os espectros (em 3D) da ovalbumina (11c e 11d) a
proteina independente da origem emitiu em 336 nm, existindo uma diferenca da ordem de 18
nm para menores comprimentos de onda. Este fato indicou que os residuos de triptofano na
proteina (comercial ou in natura) estdo em um microambiente mais protegido (da agua ou de
outras espécies que possam atuar como quencher) gquando comparados com o espectro do
triptofano livre. Isto se deve ao fato desta proteina apresentar dois residuos deste aminoacido
(Trp*®0 e Trp?™®) localizados em regidio de a-hélice, e desta forma estar menos exposto, visto
estar em uma regido de menor polaridade. Desta forma, a medida em que o residuo de triptofano
torna-se mais exposto a agua 0 maximo do espectro de emissdo (Aem) desloca-se para

comprimentos de onda maiores, sendo valida a consideracdo contréria (HALDER, et al., 2012).
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Figura 11. Avaliacao espectral do microambiente dos residuos de triptofano e tirosina (pH = 7,4) por
graficos de contorno para: a) Triptofano (5,0 uM), b) Tirosina (5,0 uM) c) Ovalbumina comercial (0,5
uM) d) Ovalbumina in natura (0,5 uM).
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Fonte: elaborado pela autora, 2015.

4.3 Estudo cinético

Para obter medidas sob condicBes favordveis da interacdo entre a ovalbumina e 0s
antibioticos tetraciclina, oxitetraciclina e clorotetraciclina em diferentes valores de pH foi
necessario um conhecimento prévio da evolugdo da interacdo destes compostos ao longo do
tempo. Desta forma, avaliou-se o efeito do tempo de interacdo entre a ovalbumina e a
tetraciclina (selecionada como modelo) nos valores de pH 1,5; 4,6 e 7,4 empregando-se como
parametro analitico a razdo entre a fluorescéncia antes e apds a adi¢éo da tetraciclina no meio.
Assim, foi definido como o tempo em que se atingiu uma estabilidade quanto a variagédo da
relagdo da intensidade de fluorescéncia (Fo/F, sendo F = fluorescéncia apo6s a adicdo de
tetraciclina em um determinado tempo e Fo = fluorescéncia da ovalbumina na auséncia da

tetraciclina). A Figura 12 mostra os resultados desta avaliacao.
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A partir dos resultados obtidos observou-se que a interagdo entre a ovalbumina e a
tetraciclina independente do pH ocorreu de forma imediata, mantendo-se praticamente
constante de acordo com o perfil da fluorescéncia normalizada em funcéo do intervalo de tempo
avaliado. Portanto, a cinética de interacdo mostrou-se favoravel e apresentou boa estabilidade

para o intervalo de tempo investigado (60 min).

Figura 12. Avaliacéo da cinética de interacédo em diferentes valores de pH entre a ovalbumina (0,5 uM)
e tetraciclina (10 uM) durante 60 min.
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Fonte: elaborado pela autora, 2015

4.4 Avaliacéo da acessibilidade dos residuos de triptofano na ovalbumina

Visando avaliar a acessibilidade dos residuos de triptofano na ovalbumina em funcgéo
das moléculas utilizadas neste trabalho (TC, OTC e CTC) realizou-se titulacGes
espectrofluorimétricas com este aminoacido livre e com a proteina nas condigdes que simulam
o ovo (pH = 7,4), monitorando o decaimento da fluorescéncia. Assim, realizou-se 0s
experimentos de quenching para cada sistema (aminoacido e proteina) na presenca de
concentracdes crescentes dos ligantes, e 0s parametros para as equacfes de Stern-Volmer e
Stern-Volmer modificada foram calculados (Tabela 7).

Tabela 7. Constantes de quenching para o triptofano livre e ovalbumina frente a tetraciclina (TC),
oxitetraciclina (OTC) e clorotetraciclina (CTC) em pH 7,4 a 30 °C.

Stern-Volmer Stern-Volmer modificada
Sisterna (equacéo 1) (equacéo 2)
Ksv R N f r
(10*L mol?) (10*L mol?)

L-triptofano + TC 13,1+0,2 0,9671 17,7+0,1 0,95 0,9683
L-triptofano + OTC 11,2+0,1 0,9902 12,2+0,2 0,92 0,9607
L-triptofano + CTC 6,70 + 0,02 0,9974 6,68 + 0,01 0,90 0,9956
Ovalbumina + TC 2,93+ 0,02 0,9961 1,73 +0,01 0,69 0,9993
Ovalbumina + OTC 4,15+0,01 0,9884 2,64 +£0,02 0,79 0,9946
Ovalbumina + CTC 3,23+0,02 0,9935 1,82 +£0,01 0,71 0,9978

Fonte: elaborado pela autora, 2015.
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De acordo com a Tabela 7 percebeu-se que na presenca do triptofano livre a TC foi
mais eficiente no processe de quenching, sequido pela OTC e CTC, respectivamente. A fracéo
do fluoroforo acessivel ao quencher foi préximo a unidade (valor maximo — 100% do fluoréforo
acessivel) e seguiu a mesma tendéncia dos valores das constantes calculados (Ksv e K). Estes
valores indicam um elevado grau de acessibilidade ao fluordforo o que jé seria esperado em
funcdo de se empregar a molécula livre. Contudo, a diferenca dos valores encontrados em
relacdo a maxima acessibilidade (100%) estaria relacionada a eficiéncia do processo de
transferéncia de energia doador—ligante, solvente (o triptofano é sensivel a solventes polares) e
a presenca de impurezas (ALBANI, 2007).

Para os sistemas empregando a ovalbumina observou-se uma reducdo acentuada nos
valores das constantes, visto o fluoréforo ndo esta tdo acessivel como na situacdo anterior (vide
valores de f). Na avaliacdo da interagdo com a proteina observou-se que a ordem quanto aos
valores de Ksv e K foi OCT, CTC e TC, respectivamente. Esta ordem seguiu o valor da fracéo
do fluoréforo disponivel para interagir com o ligante (f), visto que a OTC apresentou as maiores
constantes, e por consequéncia o maior valor de f (79%). Vale ressaltar que na ovalbumina
existem trés residuos de triptofano (Trp*®°, Trp*® e Trp?’®), contudo esta estratégia de avaliacio
é limitada em identificar com qual(is) residuo(s) a interacdo foi mais efetiva, assim, levando a
uma informacao global. Para tanto, estudos de modelagem molecular seriam necessarios para
estabelecer de forma mais precisa qual residuo seria mais proximo ao ligante. Além disto, na
proteina outros aminoacidos como a tirosina e fenilalanina, mesmos que de forma menos
eficiente podem contribui com a emisséo de fluorescéncia, e desta forma, sofrer o processo de
quenching dos ligantes investigados.

Assim, este estudo possibilitou inferir sobre a acessibilidade dos ligantes avaliados ao
fluoréforo, sem identifica-lo na estrutura da proteina. Mas apresentou informacdes relevantes,
visto que quanto maior o grau de acessibilidade do ligante, maior o efeito de quenching e por

fim, maior sera a constante de ligacao (interacéo).

4.5 Quenching de fluorescéncia

Quenching de fluorescéncia é a reducéo do rendimento quéantico da fluorescéncia de
um fluoréforo induzido por uma variedade de interagGes moleculares com o quencher (ligante),
como rearranjo molecular, transferéncia de energia, entre outras, como ja mencionado neste
trabalho no item 1.3.2.1. O quenching pode ser classificado em quenching dinamico ou
quenching estatico. O quenching dindmico ocorre com a colisdo entre o inibidor (ligante) e

fluoréforo durante o tempo de vida no estado excitado, 0 quenching estatico ocorre com a
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formagéo de um complexo ndo-fluorescente no estado fundamental (Bl, et al., 2014; GE, et al.,
2010).

Realizou-se titulacdo espectrofluorimétrica da ovalbumina com as trés tetraciclinas
avaliadas (TC, OTC e CTC). Atraves deste estudo observou-se que a ovalbumina apresentou
uma banda intensa e larga, centrada em 335 nm, quando excitada em 280 nm, e a adicdo de
aliquotas de solucdo das tetraciclinas (TC, OTC e CTC), levou a uma diminui¢do e
deslocamento da intensidade dessa banda de 335 a 331 nm, conforme ilustrado na Figura 13
(apenas para pH = 7,4). Esta variacdo de intensidade e deslocamento do maximo de emisséo foi
atribuida as mudancas conformacionais dos microambientes protéicos préximos aos residuos
de aminoé&cidos, em especial, aos fragmentos de triptofano, associado ao processo de
transferéncia de energia (MOREIRA, et al., 2014).

Figura 13. Titulacao espectrofluorimétrica da ovalbumina (2,0 uM) em pH 7,4 (30 °C) para 0s seguintes
ligantes: a) tetraciclina (TC), b) oxitetraciclina (OTC) e c¢) clorotetraciclina (CTC).
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Fonte: elaborado pela autora, 2015.

A interacdo entre as trés tetraciclinas (TC, OTC e CTC) com a ovalbumina resulta na
reducdo da fluorescéncia intrinseca desta biomolécula. Assim, fez-se necessario determinar por
gual mecanismo esse processo ocorreu: quenching estatico ou dindmico. Para inferir o
mecanismo de interagdo entre as tetraciclinas e a ovalbumina analisou-se a dependéncia da
constante de quenching dindmico (Ksv) em funcéo da temperatura. A Figura 14 apresenta o
perfil de decaimento do sinal, assim como o tratamento matematico para calcular as constantes
de quenching e ligacdo. Desta forma, avaliou-se o efeito das trés tetraciclinas (TC, OTC e CTC)
frente a ovalbumina comercial em diferentes valores de pH (1,5; 4,6 e 7,4) e temperatura (22,

30 e 38 °C). Os resultados para este estudo estdo apresentados na Tabela 8.
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Figura 14. Tratamento matematico das titulagdes espectrofluorimétricas em pH 7,4 (30 °C). a) Perfil
de decaimento do sinal de fluorescéncia (335 nm) em funcdo da concentracdo de tetraciclina (TC),
oxitetraciclina (OTC) e clorotetraciclina (CTC). b) Graficos para avaliacédo do quenching pela equagdo
de Stern-Volmer (gréfico interno — expansdo da faixa de concentragdo indicada no retangulo com
tendéncia linear). c) Perfil grafico para calculo da constante de ligacdo (equacdo 4) em funcdo da
concentracgao do ligante e da proteina.
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Fonte: elaborado pela autora, 2015.
Como mencionado anteriormente, quando o valor da constante aumenta em funcéo da

elevacdo da temperatura é indicativo de quenching dindmico, uma vez que temperaturas mais
elevadas levam a um maior coeficiente de difusdo, e por consequéncia um maior nimero de
choques entre o fluoroforo (proteina) e o quencher (ligante). Quando os valores das constantes
diminuem com o aumento da temperatura € indicativo de quenching estatico, visto que
temperaturas elevadas afetam a estabilidade do complexo fluor6foro-quencher, ou seja
proteina-ligante (ZHANG, et al., 2009).

De acordo com os resultados obtidos (Tabela 8) podemos observar que os valores das
constantes de quenching (Ksv e Kq) diminuiram com o aumento da temperatura, independente
da tetraciclina e do pH do meio. Assim, o processo de interacdo entre as trés tetraciclinas e a
ovalbumina ocorreu predominantemente através do mecanismo de quenching estatico com

formagéo de um complexo n&o-fluorescente (WANG, et al., 2015).
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Tabela 8. Parametros relativos a equacgéo de Stern-Volmer quanto a avaliagéo do tipo de quenching

para TC, OTC e CTC em diferentes condi¢es de pH e temperatura.

Constante de Stern-Volmer

Composto pH Tem‘()%? tura Ksv r Kq
(x10*L mol?) (x10™2L mol? s?t)

22 5,69 + 0,02 0,0995 5,69

1,5 30 5,41 + 0,04 0,0997 5,41

38 5,10 + 0,05 0,9895 5,10

. 22 4,85+ 0,31 0,0987 4,85

(Tﬁér)ac'c"na 4,6 30 4,36+ 0,10 0,0988 4,36

38 3,03+0,15 0,9995 3,03

22 1,76 + 0,05 0,9969 1,76

7.4 30 1,56 + 0,03 0,9975 1,56

38 1,34 + 0,09 0,9964 1,34

22 3,51+ 0,06 0,9925 3,51

1,5 30 3,47+ 0,02 0,9920 3,47

38 3,40+ 0,03 0,9910 3,40

o 22 2,45+ 0,12 0,0945 2,45

%('Tt(e:t)rac'c"”a 4,6 30 2,33 +0,09 0,0044 2,33

38 2,16 + 0,06 0,9951 2,16

22 2,26+ 0,10 0,9939 2,26

7.4 30 212 +0,11 0,9935 2,12

38 2,04 + 0,06 0,9936 2,04

22 2,03+ 0,08 0,9928 2,03

1,5 30 1,93 +0,03 0,9930 1,93

38 1,87 +0,02 0,9920 1,87

- 22 1,96 + 0,05 0,0934 1,96

?C'%r(‘:’;etrac'c"”a 46 30 1,83 +0,02 0,9956 1,83

38 1,71 +0,01 0,0948 171

22 1,78 £ 0,07 0,0982 178

7.4 30 1,59 +0,13 0,0984 1,59

38 1,37 +0,04 0,9992 137

Fonte: elaborado pela autora, 2015.

De acordo com Shu e colaboradores (2015), quando o K (constante de velocidade de

quenching bimolecular difusional) for menor que 2,0x10° L mol* s, ocorre mecanismo de

quenching dindmico, enquanto que para valores de Kqsuperiores € indicativo de mecanismo de

quenching estatico. Os valores de Kq obtidos no estudo de quenching (Tabela 8) variaram de

1,37 a 5,69x10%2 L mol* s, este fator reforca que o processo de interagdo entre (TC, OTC e

CTC) e a ovalbumina ocorreu através do mecanismo de quenching estatico. Por fim, observou-

se de forma geral que os valores da constante Ksy diminuiram com o aumento do pH, este fato

pode estar relacionado com a maior exposicéo dos residuos do triptofano em meio mais &cido.
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4.6 Constantes de ligagdo e parametros termodinamicos

Uma vez definido o mecanismo de quenching, faz-se necessario avaliar o grau de
interacdo entre as diferentes tetraciclinas (TC, OTC e CTC) e a ovalbumina comercial e in
natura. Para a ovalbumina comercial as constantes e os dados termodinadmicos foram calculados
nos valores de pH (1,5; 4,6 e 7,4), e para a ovalbumina in natura este estudo foi realizado em
pH 7,4. Utilizou-se a equacdo (4) para calcular a constante de ligagdo (Kb) e 0 numero de sitios
de interacdo (n). O estudo de fluorescéncia em diferentes temperaturas permitiu calcular os
parametros termodinamicos envolvidos na interacdo das tetraciclinas com a macromolécula. De
acordo com Wang e colaboradores (2015), a partir dos pardmetros termodinamicos é possivel
inferir a natureza das liga¢Ges envolvidas no processo de interacdo proteina-ligante, bem como
a descricéo da espontaneidade deste processo.

Os parametros termodinamicos (AH e AS) apresentados na Tabela 9 foram calculados
de acordo com a linearizagdo da equacao de Van’t Hoff considerando que o calor da reagdo nao

se altera com temperatura (AO, et al., 2015), assim:

InK, =— %[_ﬂ +% Equacdo (12)
Onde, Kb representa a constante de ligagcdo, T a temperatura em Kelvin (K) e R a constante do
gas ideal (8,314472 J K** mol). Enquanto que o valor da energia livre de Gibbs foi calculada
pela equacdo (13):

AG =AH-TAS Equacéo (13)

Considerando o valor negativo de AG, percebeu-se que para as trés tetraciclinas (TC,
OTC e CTC) o processo de interacdo avaliado foi termodinamicamente espontaneo. Sabe-se
que a relacdo entre o tipo de forca envolvida no processo de interacdo e os valores de entalpia
e entropia seguem a seguinte relacdo: AH > 0 e AS > 0: for¢as hidrofébicas; AH <0 e AS> 0:
forcas eletrostaticas e AH < 0 e AS < 0: ligacdo de hidrogénio e forcas de Van der Waals
(ZHANG, Y., et al, 2009). Os resultados para os estudos da constante de ligacéo e dos
parametros termodinamicos estdo sumarizados na Tabela 9.

De acordo com os resultados obtidos (Tabela 9) observa-se que os valores de Ky para
os complexos proteina-ligante formados sdo da ordem de grandeza de 10*. De modo geral,
observou-se que a OTC em pH 1,5 apresenta maiores valores das constantes de ligagéo (58,4 -
27,3x10* L mol™?), o que indica que ocorreu uma maior interacdo entre OTC em pH 1,5 e a
proteina. A TC em pH 7,4 apresentou os menores valores de constantes de ligacéo (3,16 —

2,11x10* L mol™), indicativo de que ocorreu uma interagdo menos efetiva entre a TC neste
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valor de pH e a ovalbumina. As constantes de ligagéo paras as trés tetraciclinas diminuem em
funcdo do aumento do pH e da temperatura, como ja esperado em fun¢do do mecanismo de
quenching dominante ser estatico (Bl, et al., 2014).

Para os trés valores de pH avaliados (1,5; 4,6 e 7,4) a magnitude da interacéo seguiu a
seguinte ordem: TC < CTC < OTC. Verificou-se que a OTC foi a tetraciclina que interagiu de
forma mais efetiva com a ovalbumina, enquanto que a TC foi a que apresentou menor grau de
interacdo com esta proteina. Uma vez que maiores valores de Ky, indicam uma maior ligacéo
(interacdo) entre o ligante e a macromolécula. Apos a avaliacdo das constantes de ligacao,
calculou-se os valores quanto ao nimero de sitios de ligacdo (n), onde observou-se que para as
tetraciclinas (TC, OTC e CTC) variou-se de 0,95 a 1,29 o que indica que as interacGes entre
estas moléculas e a macromolécula ocorrem na proporcao de 1:1.

Com relacdo aos parametros termodinamicos verificou-se que os valores de energia
livre de Gibbs e entalpia foram menores que zero, o que indica que o processo de interacdo foi
espontaneo e exotérmico para todas as tetraciclinas. Em pH 1,5 as interacdes ocorreram
preferencialmente por ligacdo de hidrogénio e forcas de Van der Waals, enquanto em pH 4,6 e
7,4 por forcas eletrostaticas paras as trés tetraciclinas (TC, OTC e CTC). Em pH 1,5 a proteina
e as tetraciclinas estdo com carga positiva (Figura 8), logo as interagdes eletrostaticas sao menos
efetivas, visto nenhum grupamento nas moléculas dos ligantes estava com carga negativa. Em
relacdo aos valores de pH 4,6 e 7,4 onde a interacdo eletrostatica prevalece (moléculas com
carga negativa) em virtude possivelmente do deslocamento de moléculas de dgua associadas a
estrutura da proteina. Uma vez que a interacdo ligante e proteina se estabelece, as moléculas de
agua associadas (ou solvente) sdo deslocadas devido a interagcdo proteina-ligante. O grande
namero de moléculas do solvente é responsavel por uma mudanca de entropia positiva do
sistema durante a interacdo (ANAND, et al., 2011).

Para a ovalbumina in natura obteve-se Ky igual a 6,56(+0,12)x10° L mol™* (r =0,9993)
en =149 (x0,10) em pH 7,4 a 30°C somente em estudos com a TC. De acordo com este
resultado foi possivel observar que o valor da constante de ligacdo Ky para a ovalbumina in
natura quando comparado com o da ovalbumina comercial nas mesmas condigdes para TC foi
superior (~24 vezes maior). Este comportamento pode estar associado ao fato da clara do ovo

ser um sistema mais complexo, tendo a presenca de outras proteinas.
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Tabela 9. Parédmetros relativos a constante de ligagdo e parametros termodinamicos para TC, OTC e CTC em diferentes condi¢bes de pH e temperatura.

Constante de ligagdo

Parametros termodinamicos

Composto pH Tempoeratura Ky AG AH AS Interagdes
C) (x10°L mol?) " r (kImold)  (kImolY) (I mol?) preferénciais
22 25,8+0,3 1,10+ 011 0,9876 - 30,59 L . .
1,5 30 169+06  106+002  0,9885 -30,32 - 40,24 -32,71 tc')%ggg?ed\‘ja%r:rg&‘ggls
38 11,1+0,2 1,29 + 0,06 0,9864 - 30,06
22 4,68 +0,11 1,14+ 0,06 0,9964 - 26,30
TC 4,6 30 3,63+0,16 1,12 £ 0,07 0,9945 - 26,36 - 23,85 + 8,31 Forcas eletrostaticas
38 2,84+ 0,10 1,02 £ 0,05 0,9956 - 26,43
22 3,16 £ 0,19 1,13+0,12 0,9912 - 25,47
7,4 30 2,74 £0,23 1,14+ 0,13 0,9878 - 25,64 -19,22 +21,20  Forgas eletrostaticas
38 2,11+0,21 1,16 £ 0,14 0,9854 - 25,81
22 58,4+0,5 1,23+0,09 0,9920 - 32,63 . . .
1,5 30 417403  125+011 09898 - 32,53 - 36,24 -12,22 Eé?;ﬁg?edvea'ﬂfrgﬁv”;gb
38 27,3+0,2 1,26 £0,10 0,9894 - 32,44
22 5,85+ 0,30 1,07 +£0,05 0,9954 - 26,92
oTC 4.6 30 4,89 +0,33 1,11+0,04 0,9964 -27,19 -16,84 + 34,17 Forcas eletrostaticas
38 4,11+0,24 1,15+ 0,05 0,9938 - 27,46
22 5,32+ 0,09 0,95+ 0,04 0,9956 - 26,56
7,4 30 4,26 £ 0,11 0,97 £ 0,05 0,9952 - 26,90 -14,15 + 42,07 Forcas eletrostaticas
38 3,96 + 0,07 1,01 +£0,04 0,9970 -27,23
22 324+04 1,26 £ 0,14 0,9985 -31,31 L . .
1,5 30 243405 1,18+013  0,9991 - 30,89 - 46,83 - 52,60 tégzg;’?e‘{‘jam‘g;g\jcégls
38 12,1+0,3 1,15+0,10 0,9986 - 30,47
22 5,08 +0,28 1,16 £ 0,04 0,9980 - 26,61
CTC 4,6 30 4,59+0,21 1,15+ 0,03 0,9987 - 26,93 -14,94 + 39,58 Forcas eletrostaticas
38 3,71 +£0,22 1,25+ 0,07 0,9957 -27,25
22 3,71+0,08 1,02 +£0,02 0,9987 - 25,78
7.4 30 2,89+0,11 1,01 +£0,02 0,9983 - 25,94 -19,83 + 20,18 Forcas eletrostaticas
38 2,45+0,13 1,05+0,01 0,9994 - 26,10

Fonte: elaborado pela autora, 2015.
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4.7 Estudos por fluorescéncia sincronizada

Para observar possiveis alteracfes na polaridade do microambiente relacionado aos
residuos de aminoacidos tirosina e triptofano da ovalbumina de diferentes origens (comercial e
in natura) na presenca de diferentes tetraciclinas realizou-se estudos por fluorescéncia
sincronizada. Neste estudo, avaliou-se o efeito da adi¢cdo de concentracGes crescentes de trés
tetraciclinas (TC, OTC e CTC) a ovalbumina comercial em trés valores de pH (1,5; 4,6 e 7,4),
e para a ovalbumina in natura este estudo foi realizado de forma similar em valor de pH fixo
(pH = 7,4) considerando as condicBes do alimento. Os resultados para este estudo estdo
apresentados nas Figuras 15, 16 e 17 e Tabela 11. Por apresentar perfil similar, os resultados
para avaliagdo da interacdo das diferentes tetraciclinas estudadas foram apresentados somente

na Tabela 11 quando avaliou-se a ovalbumina in natura no pH 7,4; o mesmo do alimento.

Figura 15. Espectros de fluorescéncia sincronizada apds adi¢do de concentragfes crescentes de
tetraciclina (TC), oxitetraciclina (OTC) e clorotetraciclina (CTC) a ovalbumina comercial (pH = 1,5).
a) tetraciclina (44 =15 nm), b) oxitetraciclina (41 =15 nm), c¢) clorotetraciclina (44 =15 nm), d)
tetraciclina (44 =60 nm), e) oxitetraciclina (44 =60 nm) e f) clorotetraciclina (44 =60 nm). As
concentragdes avaliadas para cada composto encontram-se na parte interna de cada grafico.
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Fonte: elaborado pela autora, 2015.



56

Figura 16. Espectros de fluorescéncia sincronizada apos adi¢ao de concentracdes crescentes de TC,
OTC e CTC a ovalbumina comercial (pH = 4,6). a) tetraciclina (44 =15 nm), b) oxitetraciclina (44 =15
nm), c) clorotetraciclina (44 =15 nm), d) tetraciclina (44 =60 nm), e) oxitetraciclina (44 =60 nm) e f)
clorotetraciclina (44 =60 nm). As concentragdes avaliadas para cada composto encontram-se na parte
interna de cada gréfico.
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Fonte: elaborado pela autora, 2015.

Nos estudos de fluorescéncia sincronizada pretende-se observar variagbes no
comprimento de onda de emissdo dos residuos de tirosina (A = 15 nm) e triptofano (AL = 60
nm) presentes na proteina e como o microambiente destes sera afetado apo6s adi¢do das
diferentes moléculas de tetraciclinas (FU, et al., 2014). Quando ocorrem deslocamentos para
maiores comprimentos de onda em relacdo ao espectro de emissdo da proteina, implica que
houve alteragdo na estrutura original da mesma, e assim, o residuo de aminoacido monitorado
estd exposto a um ambiente mais polar (com maior presenca de agua, por exemplo). O contrario,
com reducdo do comprimento de onda de emissdo da proteina com adi¢do de concentragdes
crescentes da molécula em estudo, é um indicativo de um maior grau de compactacdo da
estrutura proteica, protegendo os residuos de tirosina e triptofano, e desta forma, tornando o
microambiente mais apolar (com menor exposi¢do a moléculas de agua, por exemplo) (WANG,
R., et al, 2014). Além disto, foi possivel avaliar qual das moléeculas alterou de forma mais

significativa 0 microambiente da proteina. Esta avaliagdo pdde ser realizada através do calculo
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da constante de Stern-Volmer (Ksv) frente aos espectros de fluorescéncia sincronizada em

funcdo do AL (15 ou 60 nm), pH, molécula de tetraciclina avaliada e origem da proteina

Figura 17. Espectros de fluorescéncia sincronizada ap6s adi¢éo de concentragdes crescentes de TC,
OTC e CTC a ovalbumina comercial (pH = 7,4). a) tetraciclina (44 =15 nm), b) oxitetraciclina (44 =15
nm), c) clorotetraciclina (44 =15 nm), d) tetraciclina (44 =60 nm), e) oxitetraciclina (42 =60 nm) e f)
clorotetraciclina (44 =60 nm). As concentragdes avaliadas para cada composto encontram-se na parte
interna de cada gréfico.
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Fonte: elaborado pela autora, 2015.

De acordo com os resultados obtidos (Figuras 15, 16 e 17 e Tabela 11) podemos

observar para o residuo de tirosina ndo houve deslocamento do méximo de emisséo nos valores

de pH 1,5 e 4,6; independente da molécula avaliada frente a ovalbumina. Contudo, em pH 7,4

ocorreu deslocamento do méaximo de emissdo da proteina (de 1 a 4 nm) para todas as

tetraciclinas avaliadas, assim como, para ovalbumina comercial e in natura (Tabela 10).

Possivelmente este comportamento se deu em fungdo de que em menores valores de pH a

estrutura da proteina ndo estava organizada (enovelada) como no pH do alimento (ALBERTS,
etal., 2010).
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Tabela 10. Parametros relacionados aos estudos de fluorescéncia sincronizada na avaliacdo do microambiente dos residuos de aminoacidos tirosina e
triptofano quanto a interac¢ao da ovalbumina com TC, OTC e CTC.

Al TC OTC CTC
pH (nm) Ksv Variacdo” Ksv Variagao Ksv Variagao
(x10% L mol?) (nm) (x10% L mol?) (nm) (x10% L mol?) (nm)
Proteina comercial
15 15 6,09 + 0,16 0,9978 0 9,63+0,40 0,9956 0 7,07+0,41 0,9920 0
' 60 9,23 +0,27 0,9973 3 17,76 +0,89  0,9951 3 6,52 + 0,31 0,9958 2
46 15 6,53+ 0,47 0,9922 0 7,58+0,12 0,9778 0 5,88 £ 0,46 0,9943 0
’ 60 4,65+ 0,28 0,9929 2 9,61+0,33 0,9970 2 6,63 +0,73 0,9945 2
74 15 11,60+ 0,57 0,9977 4 13,02+0,62  0,9966 4 8,40+ 0,46 0,9970 1
' 60 12,09 + 0,87 0,9948 2 17,09+0,62 0,9934 2 8,09 + 0,59 0,9912 2
Proteina in natura
74 6,99 + 0,25 0,9980 1 9,77 £ 0,53 0,9923 1 4,26 + 0,35 0,9867 1
’ 7,89+0,34 0,9966 2 8,46 + 0,27 0,9957 2 4,98 + 0,26 0.9958 2

*refere-se a0 maximo deslocamento em funcéo dos residuos de tirosina para triptofano para uma dada concentragéo do composto.

Fonte: elaborado pela autora, 2015.
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Logo, a interagdo com os ligantes avaliados ndo influenciou em uma maior exposi¢ao
dos residuos de tirosina, visto que os mesmos provavelmente ja estavam expostos ao solvente
(4gua), situacdo oposta em relacdo a conformacéo da ovalbumina em pH 7,4. Adicionalmente,
0s residuos de tirosina, sdo0 menos sensiveis as alteracGes da polaridade do meio, em
comparacéo ao triptofano (SUN, et al., 2010). Neste sentido, o triptofano funciona como uma
sonda mais sensivel que a tirosina para avaliar alteracfes na conformacdo de proteinas em
funcdo da alteracdo da polaridade na presenca de determinado ligante.

Quanto aos residuos de triptofano observou-se que estes por serem mais sensiveis ao
efeito de alteragdes no meio (aumento ou diminuicdo da polaridade) foram afetados em todos
os valores de pH independente do ligante e da origem da ovalbumina. Foram observados
deslocamentos de 1 a 2 nm quanto ao maximo de emissdo da proteina (Tabela 10). Estes
resultados indicam que as trés tetraciclinas avaliadas alteraram a estrutura da ovalbumina para
uma conformacdo menos enovelada quando comparada com a estrutura nativa e desta forma,
0s residuos dos aminoacidos de tirosina (pH = 7,4) e triptofano (todos os valores de pH) da
ovalbumina tornaram-se expostos a um microambiente mais polar.

Os resultados para o pH 7,4 corroboram com os trabalhos da literatura, onde Chi e
colaboradores (2010), realizaram o estudo de interagéo entre a OTC e a hemoglobina bovina
(em pH 7,4) e pelo estudo de fluorescéncia sincronizada observaram deslocamento de 1 nm
para maiores comprimentos de onda para 0s residuos de tirosina, 0 que indica que o
microambiente deste residuo na hemoglobina bovina foi alterado para um microambiente mais
polar. Para os residuos de triptofano ndo houve deslocamento, o que indicou que a OTC néo
influenciou no microambiente do residuo deste amino&cido.

Chi e Liu (2011) realizaram estudos de interagdo entre a tetraciclina e a albumina do
soro humano (HSA, em pH 7,4) e para os residuos de tirosina ndo houve deslocamento, o que
indicou que a TC tem pouco efeito sobre 0 microambiente dos residuos de tirosina da HSA.
Observou-se deslocamento para menores comprimentos de onda para os residuos de triptofano
de 2 nm, o que indicou que o microambiente do residuo de triptofano na HSA foi alterado e
tornou-se menos polar, ou seja, mais protegido do solvente.

Por fim, de acordo com a Tabela 10 foi observada pelos valores de Ksy que a OTC
apresentou os maiores valores. Isto indica que a oxitetraciclina altera a conformacédo da
ovalbumina de uma forma mais efetiva que as outras moléculas. Este fato pode estar associado
ao grupo hidroxila adicional (em relagéo a TC), o que aumenta a possibilidade de formacdo de
ligagdes de hidrogénio, e por consequéncia o grau de interacdo com a proteina, levando a

mudangas em sua estrutura, e expondo os residuos de aminoacidos ao meio.
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4.8 Estudos por fluorescéncia tridimensional (3D)
Para obter informac6es de possiveis alteracdes na estrutura secundaria da ovalbumina e

do microambiente do residuo do fluoréforo (aminoacidos triptofano e tirosina) na presenca das
trés tetraciclinas realizou-se estudos por fluorescéncia 3D. Neste estudo avaliou-se o efeito da

adicdo das tetraciclinas (TC, OTC e CTC) a proteinas de diferentes origens (comercial e in
natura), em valor de pH fixado em 7,4. As Figuras 18 e 19 apresentam os resultados para estas

avaliacdes.

Figura 18. Avaliacao do efeito da adi¢ao de tetraciclina a ovalbumina comercial e in natura em pH 7,4
por fluorescéncia 3D (grafico com projecdo). a) Ovalbumina comercial (0,5 pM), b) ovalbumina
comercial (0,5 uM) + tetraciclina (20 uM), ¢) ovalbumina in natura (0,5 uM) e d) ovalbumina in natura
(0,5 pM) + tetraciclina (20 uM). Os numeros em cada gréafico indicam os picos relativos ao

espalhamento e emisséo de radiacéo.

Fluomscéncia (ua,)
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Fonte: elaborado pela autora, 2015.

Ao compararmos os graficos em 3D da ovalbumina comercial livre (Figura 18a) com o da
proteina comercial e tetraciclina (Figura 18b) podemos observar trés picos (1, 2 e 3). O pico 1
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corresponde ao espalhamento Rayleigh, o qual caracteriza-se pela re-emissao de radiacéo pelo
solvente onde o composto esta dissolvido, desta forma uma pequena fracdo da radiacéo
absorvida (Aexc) € espalhada em todas as dire¢gdes no mesmo comprimento de onda
(LAKOWICZ, 2006). O pico 2 corresponde aos residuos de triptofano e tirosina e o pico 3
corresponde ao esqueleto do polipeptidio da estrutura da ovalbumina (SHARMA;
ANANDAKUMAR; ILANCHELIA, 2014). Verificou-se que apos a adicdo da tetraciclina
houve reducéo do sinal de fluorescéncia referentes aos picos 2 e 3. Ao compararmos os gréaficos
3D (Figura 18c) da ovalbumina in natura com o da ovalbumina in natura na presenca de
tetraciclina (Figura 18d) podemos observar perfil e comportamento semelhante ao da
ovalbumina comercial. De acordo com Zhang e colaboradores (2008), quando o ligante e a
proteina estdo no mesmo sistema quimico e observa-se mudanca no comprimento de onda de
excitacdo (Aexc) ou emissao (Aem) em relagao aos picos de fluorescéncia; ou reducdo, surgimento
ou desaparecimento dos picos, indicam que a estrutura da proteina foi alterada ao interagir com
o ligante.

Ao compararmos os graficos 3D da ovalbumina comercial e tetraciclina (Figura 18b)
com o gréfico da ovalbumina in natura (Figura 18d), verificou-se uma reducdo aproximada da
fluorescéncia de 60 e 78% para 0s picos 2 e 3, respectivamente, da ovalbumina comercial
(Figura 18b). Enquanto para a ovalbumina in natura observou-se uma reducdo aproximada da
fluorescéncia de 53 e 65% para os picos 2 e 3, respectivamente (Figura 18d). Desta forma, a
reducdo da fluorescéncia foi mais acentuada na ovalbumina in natura. Visto que, nesta condicao
possivelmente houve uma maior interacdo da tetraciclina com esta proteina. Este fato, pode
estar associado a presenca de outras espécies no meio, influenciando de forma favoravel a
formacdo do complexo supramolecular proteina e tetraciclina com ovalbumina da in natura.

De acordo com o perfil espectral dos graficos em trés dimensdes da ovalbumina
comercial livre na presenca da oxitetraciclina e clorotetraciclina (Figura 19a, 19b e 19¢) em
comparacdo com os graficos 3D da ovalbumina in natura livre e na presenca da OTC e CTC
(Figura 19c, 19d e 19e) observamos um perfil similar e observou-se redugéo significativa nos
picos de fluorescéncia 2 e 3 para as duas condi¢des, 0 que nos indica que ocorreu interacdo da
oxitetraciclina e cloro tetraciclina com a proteina (comercial e in natura).

As Tabelas 11 e 12 apresentam uma compilacdo em relacdo aos estudos de fluorescéncia em
trés dimensdes da ovalbumina (comercial e in natura) na presenca dos trés ligantes avaliados
(TC,OTC e CTC) em pH fixado a 7,4.
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Figura 19. Avaliacéo do efeito da adi¢ao de oxitetraciclina (20 uM) e clorotetraciclina (20 uM) a ovalbumina comercial (0,5 pM) e in natura (0,5 pM) a pH
7,4 atraves de gréficos de fluorescéncia 3D. a) Ovalbumina comercial, b) ovalbumina comercial + oxitetraciclina, b) ovalbumina comercial + clorotetraciclina,
d) ovalbumina in natura, €) ovalbumina in natura + oxitetraciclina e e) ovalbumina in natura + clorotetraciclina. Os nimeros em cada gréafico indicam os

picos relativos ao espalhamento e emissdo de radiacéo.
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Fonte: elaborado pela autora, 2015.
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Tabela 11. Caracteristicas do perfil espectral dos gréaficos de fluorescéncia em trés dimensdes (3D)
para os sistemas ovalbumina e ovalbumina-TC, sendo avaliadas a ovalbumina comercial (C) e in
natura(OVO). Indicacbes entre paréntesis sdo relativas ao percentual do sinal de emissdo de
fluorescéncia da proteina na auséncia (100%) e presenca do ligante.

Ovalbumina (C) Ovalbumina (C) - TC
Pico Posicdo Stokes! 2k Posicdo Stokes F
(Aexc / Aem) AM (nm) (Aexc / Aem) AM (nm)
1 Aexc = Aem 0 332 Aexc = Aem 0 292
2 282/ 337 55 265 281/338 57 158
(100%) (59,6%)
3 2371338 101 95 2371335 98 74
(100%) (77,9%)
Ovalbumina (OVO) Ovalbumina (OVO) - TC
Pico Posicdo Stokes F Posicdo Stokes F
(Aexc / Aem) AA (nm) (Aexc / Aem) A (nm)
1 Aexc = Aem 0 170 Aexc = Aem 0 332
2 285/ 336 51 325 286 /335 49 173
(100%) (53,2%)
3 2371335 98 115 238/334 96 75
(100%) (65,2%)

IStokes AX (nm) = relativo ao deslocamento Stokes, sendo AL = Aem — Aexc // 2F = intensidade de fluorescéncia.
Fonte: elaborado pela autora, 2015.

Tabela 12. Caracteristicas do perfil espectral dos gréaficos de fluorescéncia em trés dimensdes (3D)
para os sistemas ovalbumina, ovalbumina-OTC e ovalbumina-CTC. Foram avaliadas a ovalbumina
comercial (C) e in natura (OVO). Indicagdes entre paréntesis sdo relativas ao percentual do sinal de
emissédo de fluorescéncia da proteina na auséncia (100%) e presenca do ligante.

Ovalbumina (C) Ovalbumina (C) - OTC Ovalbumina (C) - CTC
Pico Posi¢cdo Stokes! 2k Posicdo Stokes E Posi¢édo Stokes E
(Aexc / Aem) AA (nm) (Aexc / Aem) AX (nm) (Aexc / Aem) AX (nm)
1 Aexc = Aem 0 356 Aexc = Aem 0 402 Aexc = Aem 0 1008
2 282 /337 55 341 282/334 52 224 281/337 56 237
(100%) (65,7%) (69,5%)
3 2371338 101 132 2371335 98 95 2341332 98 101
(100%) (71,9%) (76,5%)
Ovalbumina (OVO) Ovalbumina (OVO) - OTC Ovalbumina (OVO) - CTC
Pico Posi¢éo Stokes F Posicédo Stokes Posicéo Stokes
(Aexc / Aem) AL (nm) (Aexc / Xem) AX (nm) (Aexc / Aem) A (nm)
1 Aexc = Aem 0 247 Aexc = Aem 0 1015 Aexc = Aem 0 1018
2 285/ 336 51 378 281/ 337 56 237 279/ 333 54 234
(100%) (62,7%) (61,9%)
3 2371335 98 126 2371334 97 88 23417329 95 86
(100%) (69,8%) (68,3%)

Stokes AX (nm) = relativo ao deslocamento Stokes, sendo AL = Aem — Aexc // 2F = intensidade de fluorescéncia.
Fonte: elaborado pela autora, 2015.
Ao compararmos os resultados das Tabelas 11 e 12 observou-se que a adi¢do das trés
tetraciclinas (TC, OTC e CTC) levou a uma redugéo na intensidade de fluorescéncia dos picos
2 e 3 para as proteinas comercial e in natura. Para a TC os picos 2 e 3 da OVAL comercial
apresentou reducdo da intensidade do sinal de 265 para 158, correspondente a 59,6% e, de 95
para 74 o que correspondeu a 77,9%, respectivamente. Para a ovalbumina in natura os picos 2
e 3 apresentaram reducdo do sinal de 325 para 173 representando uma redugéo de 53,2% e de

115 para 75, correspondendo a uma reducéo de 65,2%, respectivamente.
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Para a OTC foi observada redugéo do sinal de fluorescéncia de 341 para 224 e 132
para 95 para 0s picos 2 e 3, respectivamente para ovalbumina comercial, o que correspondeu a
uma reducao da fluorescéncia de 65,7 e 71,9%, respectivamente. Para a ovalbumina in natura
observou-se reducdo do sinal de fluorescéncia de 378 para 237 e 126 para 88 referentes aos
picos 2 e 3, respectivamente da proteina in natura, que representou uma redugdo da
fluorescéncia de 62,7 e 69,8%, respetivamente.

A adicdo de CTC levou a reducéo da fluorescéncia dos picos 2 e 3 da ovalbumina
comercial na qual apresentaram reducéo de fluorescéncia de 341 para 237 (69,5%) e 132 para
101 (76,5%) respectivamente. Para a ovalbumina in natura os picos 2 e 3 apresentaram redugéo
de 378 para 234 (61,9%) e 126 para 86 (68,3%), respectivamente.

Estes resultados indicam que ocorreu interacdo entre as trés tetraciclinas avaliadas
(TC, OTC e CTC) e a ovalbumina de diferentes origens (comercial e in natura). A reducdo do
pico 2 indicou que o microambiente dos residuos dos aminoécidos tirosina e triptofano da
proteina foram alterados, e a reducdo do pico 3 indica que a estrutura das proteinas foi
modificada. Possivelmente este comportamento ocorreu em funcdo do desdobramento das
cadeia polipepitidicas da proteina ao interagir com as trés tetraciclinas (TC, OTC e CTC), o que

alterou o microambiente a estrutura e grau de enovelamento original (WANG, Q., et al., 2015).

4.9 Transferéncia de energia por ressonancia de fluorescéncia (FRET)

Para avaliar a distancia na qual ocorre a transferéncia de energia entre os residuos de
triptofano da ovalbumina e as tetraciclinas (TC, OTC e CTC) realizou-se estudos de
transferéncia de energia ndo-radiativa. Neste estudo, a condi¢do béasica é que exista algum grau
de sobreposicédo espectral entre o espectro de emissdo da ovalbumina (doador — D) e 0 espectro
de absorcdo molecular do ligante (aceptor — A). Assim, podem ocorrer duas situacfes: se 0
ligante atuar como fluoréforo a absorcdo da energia pelo doador pode levar a re-emissédo ou,
somente ocorrer absor¢do sem nova emissdo de radiagdo, assim tem-se quenching, o que foi
observado neste trabalho. Para tanto avaliou-se a area de sobreposicdo dos espectros de
fluorescéncia da ovalbumina livre e de absorcdo molecular da TC, OTC e CTC em trés valores

de pH (1,5; 4,6 e 7,4). Os resultados estdo apresentados na Tabela 13 e Figura 20.
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Tabela 13. Parametros calculados relacionados ao processo de FRET e comparagcdo com os dados da

litetraura.
J Ro
Com s pH (10 cm® L mol?) E (nm) (nm)
15 8,90 0,13 2,38 3,26
Tetraciclina 4,6 7,17 0,17 2,29 2,98
7.4 8,53 0,16 2,36 3,11
15 9,58 0,10 2,41 3,47
Oxitetraciclina 4,6 7,72 0,19 2,32 2,95
7.4 8,71 0,14 2,37 3,20
15 9,34 0,09 2,39 3,52
Clorotetraciclina 4,6 8,93 0,21 2,38 2,96
7.4 6,40 0,15 2,25 3,00
Dados da literatura
Proteina Composto pH (nrr(;1) Referéncia
OVAL Quercetina 7,4 5,71 LU, etal., 2009.
HSA TC 7.4 2,25
HSA oTC 7.4 2,09
HSA CTC 7.4 2,19
BSA TC 74 219 BI, et al., 2005.
BSA oTC 7.4 2,13
BSA CTC 7.4 2,22
BSA TC 7.4 1,89 ANAND, et al., 2011.
HSA TC 7.4 1,91
Lisozima TC 7,4 1,93

De acordo com os resultados obtidos (Tabela 13) verificou-se que a energia transferida

Fonte: elaborado pela autora, 2015.

(E) variou de 0,09 a 0,21, indicando gque houve transferéncia de energia menor que 50%, o que

implica que Ro < ro. Os valores das distancias ro para as tetraciclinas (TC, OTC e CTC) variaram

de 2,95 a 3,52 nm. Assim, a distancia critica ro entre as tetraciclinas e o residuo de triptofano

da ovalbumina foi inferior a 8-10 nm. Estes resultados indicaram que houve transferéncia de

energia ndo-radioativa entre as tetraciclinas avaliadas neste trabalho e a ovalbumina
independente do pH (SHU, et al., 2015).
Ao compararmos o0s resultados obtidos com os dados da literatura (Tabela 13) foi

possivel observar que estdo concordantes com outros trabalhos da literatura. Indicando

coeréncia entre os resultados encontrados e a literatura.
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Figura 20. Sobreposicdo dos espectros normalizados de fluorescéncia da ovalbumina (1,0 uM) que
atua como doador (D) de radiagdo e absorcdo molecular da tetraciclina (TC), oxitetraciclina (OTC) e
clorotetraciclina (CTC) que atuam como aceptores (A) em a) pH 1,5; b) pH 4,6 e ¢) pH 7,4. Todas as
tetraciclinas foram avaliadas a 1,0 uM.
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Fonte: elaborado pela autora, 2015.

4.10 Estudo de competicéo
Neste estudo avaliou-se o efeito da influéncia de alguns ions competidores (Ca(ll),
Mg(Il), Zn(ll), Cu(ll) e Fe(111)) na interacdo das diferentes tetraciclinas com a ovalbumina em

pH 7,4. Neste processo podem ocorrer as seguintes possiblidades: i) a espécie avaliada competir
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pelo mesmo sitio de interacéo na proteina; ii) ocorrer a formag&o de um complexo competidor-
ligante que interage menos ou mais com a proteina que o ligante isolado; e iii) ocorrer os dois
processos de forma simultanea. Estes cations foram selecionados em funcgéo de sua presenca e

concentracdo no alimento (ovo). Os resultados deste estudo sdo apresentados na Tabela 14.

Tabela 14. Efeito de diversos ions metalicos nas constantes de ligacdo (Ky) € nimero de sitios de
ligacéo (n) no processo de interagéo entre a ovalbumina e as trés tetraciclinas.

Composto Competidor Kb (x10* L mol?) n r
Sem competidor 0,17 £0,03 0,80 £ 0,06 0,9839
Ca(ll) 0,22+0,04 0,81 +£0,07 0,9822
TC Mg(Il) 0,14+ 0,02 0,77 £0,05 0,9880
Zn(1l) 9,20+0,13 1,23+ 0,03 0,9988
Cu(ll 2,07+0,22 1,06 + 0,05 0,9939
Fe(l1) 125+1,0 1,52 + 0,07 0,9958
Sem competidor 3,6+0,18 1,13+0,04 0,9967
Ca(ll) 0,51+0,05 0,93+0,04 0,9966
oTC Mg(ll) 0,08 £0,02 0,74 £0,04 0,9905
Zn(1l) 0,05+ 0,02 0,66 £ 0,04 0,9929
Cu(ln 0,17+£0,01 0,83+0,03 0,9954
Fe(l1) 0,20+ 0,01 0,83+0,03 0,9963
Sem competidor 0,38 £ 0,03 0,94 £ 0,07 0,9883
Ca(ll) 0,19+0,04 0,84 £ 0,02 0,9979
cTC Mg(Il) 0,13+0,02 0,82 +0,05 0,9911
Zn(I) 4,80 £ 0,03 1,19 + 0,06 0,9941
Cu(ln 0,11 +£0,02 0,80+0,04 0,9919
Fe(l11) 4,92 +0,31 1,20+0,10 0,9842

Fonte: elaborada pela autora, 2015.

Uma vez que a presenca destes ions pode afetar a interacdo entre a ovalbumina e as
tetraciclinas as constantes de ligacao (Kp) quanto a interacdo com a ovalbumina foi empregada
como parametro de resposta na auséncia e presenca de varios ions. A partir da analise dos
resultados (Tabela 14), pode-se observar que a adic¢éo dos ions Ca(ll), Zn(1l), Cu(ll) e Fe(lll)
aumentaram os valores da constante de ligacdo (Kp) e 0 valor de n para a tetraciclina e a
ovalbumina. Em contraste, a adi¢do do ion Mg(ll) diminuiu a constante (Ky) e n.

Para a oxitetraciclina, a adi¢cdo dos ions Ca(ll), Mg(lIl), Zn(Il), Cu(ll) e Fe(lll)
diminuiram a constante (K») e 0 nimero de sitios (n) em compara¢do com a formacdo do
complexo na auséncia dos ions metalicos.

Para clorotetraciclina, a adicdo dos ions Ca(ll), Mg(1l) e Cu(ll) conduziu a diminuigéo
do valor da constante do complexo ovalbumina-CTC ao comparar com os parametros Ky e n na

auséncia destes ions. Por outro lado, a adi¢do dos ions Zn(l1) e Fe(lll) levaram ao aumento da
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constante do complexo. Quando a adicdo de um ion aumenta a constante de ligacdo e o nimero
de sitios de ligacdo, isto pode implicar que a adicdo deste ion alterou a estrutura da proteina
tornando-a mais favoravel a interacdo da proteina com o ligante. Quando ocorre o contrério, a
adicdo do ion resulta na diminuicdo da constante de ligacdo e do nimero de sitios de ligacéo,
indica que houve competicdo entre o ion e o ligante pelo mesmo sitio de ligacdo da OVAL
(YANG; LI; XU, 2015).

Desta forma, podemos sugerir que para TC os ions Ca(ll), Zn(lIl), Cu(ll) e Fe(lll)
alteraram a estrutura da ovalbumina, havendo uma maior interacdo da TC com a proteina. Por
outro lado, houve competicdo pelo sitio de ligacdo da ovalbumina apenas para o ion Mg(ll) e a
TC. No caso da OTC, houve competicdo pelo sitio de ligacdo da proteina entre todos os ions
avaliados, diminuindo a ligacdo da OTC a ovalbumina. Por fim, para CTC, a adicdo dos ions
Ca(ll), Mg(I1) e Cu(ll) provocou competicdo entre estes ions e a CTC pela proteina, diminuindo
o grau de interacdo entre CTC e a macromolécula. A adigdo dos ions Zn(I1) e Fe(l1) alteraram
a estrutura da proteina, aumentando a ligagcdo da CTC a ovalbumina.

4.11 Comparacdes dos resultados obtidos com os valores da literatura

Foi realizada a comparagéo dos resultados por fluorescéncia molecular obtidos neste
trabalho com os resultados de diversos trabalhos da literatura, e observou-se que os resultados
obtidos como constante de ligacdo (Ky), nimero de sitios de ligacdo (n) e distancia entre o

ligante e o doador (ro) foram concordantes com a literatura, como descrito na Tabela 16.

Tabela 15. Comparacao dos resultados obtidos com trabalhos da literatura para tetraciclina.

. , T Kb o ..
Condicao pH Proteina pl Trp (°C)  (10°L MY n (nm) Referéncia
Tris.HCI 50 mM e 74 HSA 4,7 1 37 5,59 1,20 2,25 Bi, et al
NaCl 100 mM ’ BSA 49 2 37 6,21 1,08 2,19 (2005)
NaH2PO,4 e Chi e Liu
Na;HPO, 200 mM 7,6 HSA 4.7 1 35 0,31 0,97 4,98 (2011)
HSA 4.7 1 35 4,20 1,01 3,35
Tris.HCI 50 mM 75 BSA 49 2 35 5,22 1,43 346 (Azr(‘)i”l‘; etal
Lisozima 9,3 6 35 5,56 1,17 3,08
. Khan, et al
Tris.HCI 10 mM 8,0 BSA 4.9 2 25 460 3,6 - (2002)
Tris.HCI 50 mM e
NaCl 10 mM 7,4 Oval 4,6 3 30 2,74 1,14 3,11 Este trabalho

Fonte: elaborado pela autora, 2015.
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A diferencas entre os valores podem ser associadas as diferentes proteinas e as
condigdes reacionais empregadas em cada trabalho. Com excec¢do do trabalho de Khan e
colaboradores (2002) os valores das constantes de ligacdo (Ky,) forma na mesma ordem de

grandeza.

4.12 Estudos por UV-Vis

A técnica de espectroscopia de absorcdo UV-Vis pode ser utilizada para explorar
alteracdes na estrutura o-hélice da proteina, detectar a formacdo de complexos proteina —
ligante, além de poder determinar o mecanismo de quenching (WU, et al., 2011; CHI, et al.,
2010). Desta forma, para observar possiveis alteracdes na estrutura da ovalbumina na presenca
de diferentes tetraciclinas, e a formagdo de complexos ovalbumina-tetraciclinas realizou-se
estudos por UV-Vis. Nestes estudos, avaliou-se o efeito da adi¢do de trés tetraciclinas (TC,
OTC e CTC) a ovalbumina comercial em trés valores de pH (1,5; 4,6 e 7,4). Os resultados estdo
apresentados nas Figura 21.

Nos estudos por absorcdo molecular pdde-se observar duas bandas de absorcéo das
proteinas, uma em ~220 nm (ndo apresentada nas figuras por questdes de escala) que representa
a estrutura a-hélice da proteina, e outra banda em 280 nm que representa 0s aminoacidos
triptofano, tirosina e fenilalanina. (CHI, et al., 2010).

AlteracGes no espectro de absorcdo da proteina podem ser observadas ap6s adi¢do de
concentracdes crescentes do ligante como aumento da absorvancia e deslocamentos. Quando
ocorre aumento progressivo da absorvancia ao adicionar-se concentracfes crescentes do
ligante, é um indicativo de que houve a formacao de um complexo proteina-ligante (KHAN, et
al., 2012). Para tanto o sinal do complexo formado deve ser diferente (maior ou menor) do que
0 somatédrio dos sinais da solucdo contendo somente a proteina e o ligante, nas mesmas
concentracdes da mistura. Se o sinal do somatorio das solucGes isoladas for igual a mistura,
seria apenas um efeito aditivo, ndo evidenciado a formagéo de um complexo supramolecular.

O estudo por UV-Vis pode déa subsidios para classificacdo do tipo de quenching, sendo
que sejam necessarios experimentos com variacdo de temperatura, como o0s realizados
anteriormente. Contudo, os estudos com variacdo de temperatura, além da possibilidade de
indicar o tipo dominante de quenching possibilita o calculo dos parametros termodinamicos, o
que permite inferir sobre as forgas envolvidas no processo de interacdo. O quenching estatico
ocorre com a formagéo do complexo proteina-ligante, resultando em alteracGes no espectro de
absorcdo molecular da proteina. Em contraste, quando ndo ha alteragdes no espectro de

absorcéo molecular da proteina apds adigcdo do ligante € um indicativo de que o mecanismo de



70

quenching é dindmico, uma vez que o mecanismo de quenching dindmico ocorre através de
colisdo e transferéncia de energia entre proteina e ligante, e portanto, ndo deve alterar o espectro
de absorcdo molecular (TIAN, F., et al., 2010).

O deslocamento do espectro de absorcdo da proteina em 280 nm para maiores
comprimentos de onda (red shift) indica que ocorreu alteragdes no microambiente dos residuos
do aminoacido triptofano, com aumento da hidrofobicidade, efeito contrério é observado
quando ocorre deslocamento do espectro de absorcéo da proteina para menores comprimentos
de onda (blue shift). Visto que, o triptofano é altamente sensivel ao microambiente e a posi¢do
do espectro de absor¢do (Amax) depende das propriedades do microambiente dos residuos deste
amino&cido (HU, Y., et al., 2006).

De acordo com os resultados obtidos (Figura 21) podemos observar que a adigdo de
concentracdes crescentes das trés tetraciclinas (TC, OTC e CTC) resultou no aumento na
absorvancia da ovalbumina em 280 nm, com aumento simultaneo na absorvancia do ligante
(TCs) em ~ 374 nm, independente do pH do meio. Estas alteragdes no espectro de absorcdo da
ovalbumina ocorreram em funcdo da formacdo de complexos entre a OVAL e as diferentes
tetraciclinas (OJHA; DAS, 2010; WU, et al., 2011).

Deslocamento para menores comprimentos de onda da proteina (de 278 para 274 nm)
foi observado com a adigédo de concentragdes crescentes das trés tetraciclinas (TC, OTC e CTC),
e 0 aumento de pH levou a reducgéo deste deslocamento (de 278 para 277 nm). Possivelmente
este comportamento se deu em funcdo da alteracdo na estrutura da ovalbumina apds adicdo das
diferentes tetraciclinas, em virtude do menor grau de enovelada, alterando a polaridade em
torno do residuo de triptofano e tornando o microambiente do residuo deste mais polar
(KATRAHALLI; JALDAPPAGARI; KALANUR, 2010; LU, et al., 2009).
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Figura 21. Espectros de absor¢do molecular da ovalbumina (3,5 uM) com concentragées crescentes de
a) TC,b) OTCec) CTC.
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Fonte: elaborado pela autora, 2015.

A fim de avaliar o efeito do pH na interacdo da ovalbumina em funcéo do tipo de

tetraciclina foram realizados experimentos por UV-Vis utilizando a solugdo da proteina e

tetraciclinas puras e a solucdo da mistura (complexo). Estes resultados s&o apresentados na
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Figura 22 e Tabela 15. Como pode-se ver na Figura 20 com aumento do pH ocorreu diminuicéo
da diferenca entre o espectro referente ao complexo e a solugédo somente da tetraciclina,

independente do ligante empregado.

Figura 22. Perfil espectral na regido do UV-Vis da ovalbumina (0,35 #M), tetraciclinas (17,5 4M) e 0
complexo formado entre proteina e ligante em diferentes valores de pH. Sendo a) TC; b) OCT e c) CTC.
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A Tabela 16 avalia de forma quantitativa a variacdo indicada na Figura 22. Como
observado a variagdo calculada AA = Acomplexo — (Aproteina + Atetraciclina) NUNca foi zero, indicando
que em todos os casos ocorreu a formacdo do complexo entre proteina-ligante. Este perfil se
manteve nos dois comprimentos de onda monitorados. Selecionou-se 277 nm referente a banda
original da proteina e ~374 nm (com variagdes de + 5 nm a depender da estrutura do composto)
para as tetraciclinas. Em ambos os casos o perfil observado foi similar, conforme apresentado
na Tabela 16. Deve ser considerado que a variacdo deste perfil de interacdo foi diretamente
associada as alteracdes conformacionais da proteina e da distribuicéo de cargas das tetraciclinas
em funcéo da variagéo do pH do meio.

Foi verificado que com o aumento do pH e ocorria diminuicdo da variacdo da
absorvancia (AA), e por consequéncia a formacdo do complexo era desfavorecida (para todas
as tetraciclinas avaliadas). Este fato corroborou com os valores das constantes de ligacao
calculadas por fluorescéncia, onde as maiores constantes foram obtidas em pH 1,5 e menor

quando o pH era 7,4.

Tabela 16. Avaliacdo de parametros espectrais relacionadas as medidas espectrofotométricas da
ovalbumina (0,35 M), tetraciclinas (17,5 #M) e o complexo formado entre proteina e ligante.

A Absorvancia (A)

Composto (nm) Sistema oH 1.5 oH 4.6 oH 7.4
Oval + TC 0,498 0,480 0,451

277 Complexo 0,544 0,493 0,401

TC AA +0,046 +0,013 -0,050
Oval + TC 0,336 0,378 0,371

374 Complexo 0,342 0,362 0,315

AA +0,006 -0,016 -0,056

Oval + OTC 0,419 0,470 0,430

277 Complexo 0,474 0,512 0,423

oTC AA +0,055 +0,042 -0,007
Oval + OTC 0,307 0,293 0,301

374 Complexo 0,327 0,297 0,287

AA +0,020 +0,004 -0,014

Oval + CTC 0,319 0,398 0,345

277 Complexo 0,415 0,454 0,339

cTC AA +0,096 +0,056 -0,006
Oval + CTC 0,171 0,192 0,196

374 Complexo 0,225 0,216 0,189

AA +0,054 +0,024 -0,007

AA = Acomplexo - (Aproleina + Atetraciclina)
Fonte: elaborado pela autora, 2015.
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4.13 Native-PAGE e SDS-PAGE

Para avaliar o efeito da migracdo eletroforética da proteina do ovo comercial e in
natura na auséncia e na presenca de diferentes tetraciclinas realizou-se estudos por eletroforese
em gel de poliacrilamida (Native-PAGE e SDS-PAGE). Neste estudo, avaliou-se o efeito da
adicdo de trés tetraciclinas (TC, OTC e CTC) (9,0 mM, excesso de 500 vezes) em relacéo a
ovalbumina comercial e in natura (18 puM), no valor de pH fixo (pH = 7,4). Os resultados para

este estudo estdo apresentados nas Figuras 23 e 24.

Figura 23. Efeito da adicio das tetraciclinas (TC, OTC e CTC) a ovalbumina comercial e in natura na
mobilidade eletroforética por Native-PAGE. 1) marcador molecular, 2) ovalbumina comercial, 3)
ovalbumina comercial + TC, 4) ovalbumina comercial + OTC, 5) ovalbumina comercial + CTC, 6)
ovalbumina in natura, 7) ovalbumina in natura + TC, 8) ovalbumina in natura + OTC e 9) ovalbumina
in natura + CTC.

00 00600 060

Fonte: elaborado pela autora, 2015.

De acordo com os resultados obtidos (Figuras 23 e 24) observou-se que a native-PAGE
(Figura 23) apresentou trés bandas e a SDS-PAGE (Figura 24) apresentou apenas duas bandas.
As alteracGes da ovalbumina ap6s a adi¢do das tetraciclinas (TC e CTC) foram exercidas com
o alargamento da banda da proteina, bem como uma maior mobilidade eletroforética da
amostra. A adicdo da OTC provocou alargamento da banda e reduziu a mobilidade
eletroforética da ovalbumina.
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Figura 24. SDS-PAGE efeito da adi¢éo das tetraciclinas (TC, OTC e CTC) a OVAL comercial e in
natura na mobilidade eletroforética da OVAL. 1) marcador molecular, 2) OVAL comercial, 3) OVAL

comercial + TC, 4) OVAL comercial + OTC, 5) OVAL comercial + CTC, 6) OVAL in natura, 7) OVAL
in natura + TC, 8) OVAL in natura + OTC e 9) OVAL in natura +CTC.
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Fonte: elaborado pela autora, 2015.

De acordo com Sun & Pan (1999), quando hé interacdo proteina-ligante, a mobilidade
eletroforética é alterada, e a migracdo ocorre de uma forma diferente quando comparada com a
proteina na auséncia do ligante. Com base nos resultados obtidos (Figura 23) podemos observar
que houve maior migragéo eletroforética ao adicionar TC e CTC a ovalbumina comercial e in
natura. Possivelmente este comportamento se deve em fungdo da proteina tornar-se mais
anidnica ao interagir com a TC e CTC (TRNKOVA, et al., 2011). Por outro lado, a adi¢éo da
OTC conduziu a uma reducdo na migracao eletroforética para ambas as proteinas.

De acordo com os resultados obtidos (Figura 24) podemos observar que a adi¢do das
trés tetraciclinas (TC e CTC) levou a um aumento na migracdo eletroforética para ambas
proteinas (comercial e in natura) em funcdo da interacdo na superficie alterando a carga global
a ovalbumina.

Os resultados dos estudos de eletroforese corroboram com os estudos de fluorescéncia
molecular e espectroscopia UV-Vis realizados neste trabalho, uma vez que confirma a interacéo
entre as tetraciclinas e a ovalbumina. Foram empregadas varias técnicas para avaliar a interacao
entre as tetraciclinas e a ovalbumina, contudo até o momento ndo se sabe qual regido da

molécula de TC (por exemplo) interagiu com a proteina. Para inferir qual a regido da molécula
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de TC interage com a ovalbumina realizou-se estudos utilizando RMN *H. Neste estudo forma

avaliados o deslocamento quimico (8) e tempo de relaxacdo longitudinal (T1).

4.14 Deslocamento quimico (3)

Para monitorar as variagdes dos sinais do ligante (TC) na presenca da ovalbumina
realizou-se estudos de deslocamento quimico (8) utilizando ressonancia magnética nuclear de
'H. Neste estudo, avaliou-se o efeito da adi¢io da ovalbumina a TC no valor de pH fixo (pH =
7,4). Utilizou-se como padréo de referéncia interna o trimetilsililpropionato de sodio (TMSP).
Os resultados para este estudo estdo apresentados nas figuras 25 e 26 e Tabela 17.

Tabela 17. Variacdo dos deslocamentos quimicos (6) para tetraciclina na presenca e auséncia da
ovalbumina em pH 7,4.

611, ppm (mult., J (Hz))

TC pura TC + OVAL M
7,61 (t) 8,4 Hz 7,62 (t) 9,2 HZ 0,01
7,24 (d) 7,6 Hz 7,25 (d) 8,31 Hz 0,01
7,02 (d) 9,3 Hz 7,03 (d) 9,1 Hz 0,01
3,85 (s) 3,84 (sl) 0,01
3,10 (dd) 3,12 (dd) 0,02
2,95 (s) 2,94 (s) 0,01
2,77 (dd) 2,78 (dd) 0,01
1,66 (s) 1,67 (s) 0,01
Referéncia:TMSP Fonte: elaborado pela autora, 2015.

A partir dos resultados obtidos (Figura 25) observou-se o espectro de RMN *H da
tetraciclina na auséncia e na presenca da ovalbumina, onde foi realizada a atribui¢éo dos sinais
para todos os hidrogénios da TC. Observou-se que o espectro da TC na auséncia da ovalbumina
ndo apresentou deslocamentos ou alteracbes. Na presenca de ovalbumina os sinais da TC
apresentaram alargamento e variacdo no deslocamento quimico para todos os hidrogénios como
pode ser visualizado nas ampliacdes dos espectros de RMN *H da TC na auséncia e na presenca
da ovalbumina (Figura 26). Estas alteracdes foram provocadas pela interacdo intermolecular
entrea TC e a OVAL. Uma vez que, o deslocamento quimico é um parametro determinado pelo
campo magnético local, estd associado aos elétrons que circundam o nucleo, e 0 campo
frequentemente se opde ao campo externo aplicado. O deslocamento dos sinais da TC na
presenca da ovalbumina sugeriu que o campo magnetico efetivo da TC diminuiu apos a

interacdo com a proteina (ZHOU, et al., 2012). Para avaliar quantitativamente a interag&o entre
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a TC e a OVAL calculou-se os valores dos deslocamentos quimicos para todos os hidrogénios
da TC na auséncia e na presenca da OVAL, (Tabela 17), e atraves destes resultados verificou-
se que a variacdo nos deslocamentos quimicos dos hidrogénios da TC foram de 0,01 a 0,02,
indicando que todos os hidrogénios da molécula de TC foram deslocados ao interagir com a

ovalbumina.



Figura 25. Espectros de RMN *H (400 MHz) para tetraciclina na presenca e auséncia da ovalbumina em pH 7,4.
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Figura 26. Expansao de diferentes regides (a, b, ¢ e d) dos espectros de RMN *H (400 MHz) para TC na presenca e auséncia da ovalbumina em pH 7,4.
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4.15 Tempos de relaxacgéo longitudinal (T1)

Para avaliar qual regido da molécula de tetraciclina esta interagindo com a ovalbumina
realizou-se estudos de tempo de relaxagdo longitudinal (T1). Calculou-se os valores de (T1) para
todos os hidrogénios da TC na auséncia e na presenca da OVAL. Os resultados para este estudo

estéo apresentados na Tabela 18.

Tabela 18. Tempo de relaxacdo longitudinal (T1) para tetraciclina na presenca e auséncia da
ovalbumina em pH 7,4.

T1 S
8 (PPM)  Tetraciclina ( ')I'C + OVAL
7.61 (H-8) 1.45 152
7.25 (H-7) 0.86 0.84
7.03 (H-9) 2,60 232
3,83 (H-4) 0,63 0.78
212 (H-5a) 0.83 0.72
2.94 (NCH) 0,56 0.54
278 (H-4a) 0,69 0,59
1,67 (CH-6) 0.27 0.26

Fonte: elaborado pela autora, 2015.

A partir dos resultados obtidos (Tabela 18) observou-se que os valores de Ty para 0s
hidrogénios (H-8 e H-4) da tetraciclina foram aumentados na presenca da ovalbumina, enquanto
que os valores de T1 para os hidrogénios e grupos (H-7, H-9, H-5a, NCH3, H-4a e CH3-6) da
molécula de TC tiveram os valores de T1 diminuidos apds adicdo de TC quando comparados
com hidrogénios da TC na auséncia da OVAL. Estes resultados indicam que a regido dos
hidrogénios e grupos (H-7, H-9, H-5a, NCHs, H-4a e CHs-6) da molécula de TC
preferencialmente interagiu com a OVAL (BOJKO, et al., 2009; WANG, Y., et al., 2013).
Como as macromoléculas relaxam rapidamente devido a sua alta massa molecular, espera-se
que os hidrogénios do ligante que mais se aproximam da ovalbumina tenham seu tempo de

relaxacdo (T1) diminuido.
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5 CONCLUSOES

Com relagdo a avaliacao da interacdo entre a ovalbumina (comercial e in natura) e as
tetraciclinas (TC, OTC e CTC) em diferentes condi¢cGes de pH e temperatura, as técnicas
espectroscopicas utilizadas (UV-Vis e fluorescéncia molecular) mostraram-se eficientes, uma
vez que permitiram avaliar o tipo de quenching, as constantes de ligacdo quanto a forca da
interacdo do complexo formado entre a proteina e as tetraciclinas estudadas, além de dados
termodindmicos e distancias intermoleculares.

As constantes relativas a formagdo dos complexos intermoleculares entre a
ovalbumina e as tetraciclinas estudadas apresentaram os seguintes valores de Ky para a TC
variaram de 2,11 a 25,8x10* L mol?, para a OTC variaram de 3,96 a 58,4x10* L mol%, e por
fim para a CTC variaram de 2,45 a 32,4 x10* L mol*. Onde observou-se que para os trés valores
de pH avaliados (1,5; 4,6 e 7,4) a magnitude da interacdo seguiu a seguinte ordem: TC < CTC
< OTC. O numero de sitios de ligagdo em todas as condi¢des foi préximo a unidade. O
mecanismo de interacdo foi estudado e os dados experimentais demonstraram que 0 processo
de interacdo entre a ovalbumina e as tetraciclinas (TC, OTC e CTC) ocorreu atravées de
guenching estatico com formacdo de complexos nao-fluorescentes. Os dados termodinamicos
calculados indicaram que as interagdes ocorrem espontaneamente (AG® < 0), e as forcas de
ligacdo predominantes séo ligacdes de hidrogénio, forcas de Van der Waals e interacdes
eletrostéaticas, a depender do valor de pH do meio.

A partir dos estudos por fluorescéncia sincronizada observou-se que ndo houve
deslocamento do maximo de emissdo para o residuo de tirosina nos valores de pH 1,5 e 4,6;
independente da molécula avaliada frente a ovalbumina. Contudo, em pH 7,4 ocorreu
deslocamento do maximo de emissdo da proteina (de 1 a 4 nm) para todas as tetraciclinas
avaliadas, assim como, para ovalbumina comercial e in natura. Com relacdo aos residuos de
triptofano foram observados deslocamentos de 1 a 2 nm quanto ao maximo de emissdo da
proteina, em todos os valores de pH.

Atraves dos estudos por fluorescéncia 3D observou-se que houve reducdo na
intensidade de fluorescéncia dos picos 2 e 3 para as proteinas comercial e in natura
independente da tetraciclina adicionada. Para a TC os picos 2 e 3 da proteina comercial
apresentou reducdo da intensidade do sinal correspondente a 59,6 e 77,9%, respectivamente.
Para a ovalbumina in natura os picos 2 e 3 apresentaram uma reducdo de 53,2 e 65,2%,
respectivamente. Para a OTC foi observada reducéo dos picos 2 e 3 da ovalbumina comercial
de 65,7 e 71,9%, respectivamente. Para a ovalbumina in natura observou-se reducdo da

fluorescéncia de 62,7 e 69,8%, para os picos 2 e 3 respetivamente. A adi¢do de CTC levou a
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reducdo da fluorescéncia dos picos 2 e 3 da ovalbumina comercial correspondente a 69,5 e
76,5%, respectivamente. Para a ovalbumina in natura os picos 2 e 3 apresentaram reducéo de
61,9 e 68,3%, respectivamente. Estes resultados indicam que ocorreu interacdo entre as trés
tetraciclinas avaliadas (TC, OTC e CTC) e a ovalbumina de diferentes origens (comercial e in
natura).

Através de estudos por transferéncia de energia ndo-radioativa (FRET) foi possivel
calcular as distancias intermoleculares entre a ovalbumina e as trés tetraciclinas estudadas em
diferentes condicGes de pH. Os valores das distancias ro entre as tetraciclinas TC, OTC e CTC
e os residuos de triptofanos da ovalbumina variaram de 2,95 a 3,52 nm, estes resultados foi
inferior a 10 nm e desta forma, indicaram que houve transferéncia de energia ndo-radioativa
entre as tetraciclinas avaliadas neste trabalho e a ovalbumina independente do pH.

Com os estudos de competicdo observou-se que a interacdo entre TC e OVAL foi
aumentada com a adic¢do dos ions Ca(ll), Zn(ll), Cu(ll) e Fe(lll). Houve competicdo pelo sitio
de ligacdo da ovalbumina apenas para o ion Mg(ll) e a TC. Paraa OTC, houve competi¢do pelo
sitio de ligacao da proteina entre todos os ions avaliados. Por fim, para CTC, a adi¢cdo dos ions
Ca(ll), Mg(ll) e Cu(ll) provocou competicao entre estes ions e a CTC pela proteina. A adicéo
dos ions Zn(11) e Fe(l11) aumentaram a ligacdo entre a CTC e a ovalbumina.

Com base nos resultados dos estudos por UV-Vis verificou-se que houve a formagéo
de complexos entre a OVAL e as diferentes tetraciclinas avaliadas neste trabalho, independente
do pH do meio.

A partir dos estudos por eletroforese em gel de poliacrilamida foi possivel avaliar o
efeito da interacdo entre ovalbumina e as tetraciclinas através do perfil de migracdo
eletroforética, onde a TC e CTC alteraram de forma mais significativa o perfil de migracao
relativa & banda da ovalbumina.

Por fim, através dos estudos de variagdo de deslocamento quimico (8) por RMN *H foi
possivel verificar que houve variacdo e alargamento para todos os hidrogénios da molécula de
tetraciclina ao interagir com a ovalbumina. E atraves dos estudos utilizando tempo de relaxagédo
(T1) observou-se que os tempos de relaxacdo da tetraciclina foram diminuidos na presenca da
ovalbumina. Estes resultados indicaram que ocorreu interacdo entre a tetraciclina e ovalbumina.

Através dos estudos realizados neste trabalho concluiu-se que houve interagéo entre as
trés tetraciclinas (TC, OTC e CTC) avaliadas e a ovalbumina (comercial e in natura)
independente do pH e da temperatura do meio. E dentre as tetraciclinas estudadas a
oxitetraciclina foi a que apresentou maior interagdo com a ovalbumina quando comparada com

a tetraciclina e clorotetraciclina.
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5.1 Perspectivas futuras

Abaixo estdo apresentadas algumas perspectivas futuras para este trabalho:
i) Avaliar a interacdo entre a oxitetraciclina e clorotetraciclina com a ovalbumina utilizando
RMN !H;
ii) Avaliar a interacdo entre as tetraciclinas estudadas e a ovalbumina por dicroismo circular;
i) Realizar estudos empregando modelagem molecular para avaliar a interacdo entre as

tetraciclinas avaliadas e a ovalbumina.
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