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Abstract

Interaction process of sulfaquinoxaline and
sulfadimethoxine  with  ovalbumin in  natura
condictions by molecular fluorescence.

Introducao

A ovalbumina (OVA) constitui a proteina majoritaria
da clara do ovo sendo utilizada na suplementacéo
nutricional e composicao alimentar.! As sulfonamidas
(SFs) representam uma classe de antibiéticos
amplamente  utilizados como  medicamento
veterindrio para animais produtores de alimentos,
como galinhas de granja. O uso indiscriminado pode
resultar na presenca de residuos destes
medicamentos nos alimentos, como os ovos.? Assim,
o objetivo deste trabalho foi investigar a interacéo da
OVA com a sulfaquinoxalina (SQ) e sulfadimetoxina
(SD) (Fig. 1) simulando as condi¢Bes in natura do
alimento e empregando fluorescéncia molecular.
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Fig. 1. Estrutura das sulfonamidas avaliadas, (a) SQ e (b) SD.

Resultados e Discussao

Nesse estudo foram empregadas a SQ e SD para a
avaliacdo da interacdo com a OVA. Para isso,
explorou-se a fluorescéncia intrinseca da proteina
com Aexc = 280 nm e Aem = 336 nm na auséncia e
presenca dos ligantes (SQ e SD). As titulagcbes
espectrofluorimétricas foram realizadas em pH 7,4
(tampéo Tris 50 mM) na presenca de NaCl (100 mM)
empregando-se 2 pM de OVA e concentragdes das
SFs na faixa de 2-200 uM. Na avaliacao da interacao
notou-se diminuicdo na fluorescéncia intrinseca da
proteina & medida que os excessos das SFs foram
adicionados, o que confirma o mecanismo de
interacdo por transferéncia de energia (quenching)
da OVA para as SFs. Os parametros de ligagéo e
termodindmicos associados a este processo séo
apresentados na Tabela 1. De acordo com a
literatura, os valores das constantes de ligacdo (Kb)
indicam que as interacbes apresentam forca de
carater intermediario.® Sendo que a SQ apresentou
maiores valores de constante quando comparada a
SD. Para ambas as SFs quanto maior a temperatura,

menores o0s valores de Kp, indicando que o
mecanismo de quenching preferencial é estatico,
com formacao de complexos supramoleculares nao-
fluorescentes.

Tabela 1: Parametros associados ao processo de interagao.

Parametros de ligacdo Parametros termodinamicos

SF T Ksv Kb AG AH AS
(°C) (10°L mol™) (10°L mol™) (kJ mol?) (kJ molh) (J mol™)
23 1,30 +0,04 5,76 +0,18 -32,92

SQ 30 1,24 +0,04 5,12+0,19 -32,54 -48,80 -53,66

37 1,19+0,12
23 1,06 +0,08
SD 30 0,99 £ 0,06
37 0,86 + 0,08

Em relagéo aos parametros termodinamicos, obteve-
se valores negativos para AG, indicando processo de
interacdo termodinamicamente espontaneo. Além
disso, AH e AS também foram negativos sugerindo
que as forcas predominantes na interacdo sao
ligagcbes de hidrogénio e forcas de Van der Waals.
Por meio de fluorescéncia sincronizada foi possivel
inferir que a interag@o com a OVA exp®e os residuos
de triptofano e tirosina aumentando a polaridade do
microambiente destes aminoacidos. Através dos
estudos por fluorescéncia 3D observou-se que houve
reducdo na intensidade de fluorescéncia dos picos
relativos a emissdo dos residuos de tirosina e
triptofano, assim como, em relacdo a emissdo
associada a estrutura secundaria da proteina, na
presenca das SFs. Este resultado indica que houve
mudancas estruturais na estrutura nativa da proteina.
Por fim, através de estudos baseados em FRET
(Foster resonance energy transfer), foi possivel
calcular a distancia intermolecular entre as SFs
(aceptoras) e a OVA (doadora), as quais foram
inferiores a 8 nm.

Conclusodes

Os resultados obtidos indicam que houve interacdo
entre as SFs e a OVA, sendo possivel calcular os
principais parametros associados a este processo,
indicando que ocorreu alteracdo da estrutura nativa
da proteina. Logo, a presenca das SFs em alimentos
apresenta-se com um risco a seguranca alimentar.
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