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RESUMO 

 
As proteínas são macromoléculas complexas de alto peso molecular e que desempenham 

inúmeras funções nas células. Estas funções podem ser comprometidas caso ocorram 

modificações nas suas estruturas. Fatores físicos e químicos podem provocar estas 

alterações, inclusive processos oxidativos mediados por espécies reativas de oxigênio. Entre 

essas modificações destaca-se a formação de proteínas amiloidais que estão relacionadas 

a diversas doenças como Parkinson e Alzheimer. O ácido hipocloroso (HOCl) e o ácido 

hipobromoso (HOBr) são oxidantes gerados pela ativação de leucócitos e há abundantes 

relatos de seus efeitos deletérios sobre proteínas. Nesse contexto, este trabalho teve como 

objetivo estudar as alterações estruturais e funcionais na proteína lisozima provocadas por 

sua oxidação através dos ácidos hipo-halosos, HOCl, HOBr e por suas haloaminas, taurina 

cloramina (Tau-NHCl), taurina bromamina (Tau-NHBr) e taurina dibromamina (Tau-NBr2). A 

oxidação de lisozima pela adição de Tau-NHBr ou Tau-NBr2 (excesso molar de quatro vezes) 

causou depleção completa da sua fluorescência intrínseca, entretanto, os ácidos HOCl e 

HOBr causaram a redução de apenas 40% e 50% respectivamente. Em contraste com o seu 

precursor, Tau-NHCl, foi incapaz de oxidar a lisozima. As haloaminas foram cerca de duas 

vezes mais eficazes como inibidores da atividade enzimática do que os seus precursores 

HOCl e HOBr. Por outro lado, os ácidos foram mais eficazes na promoção da agregação de 

lisozima, efeito este, evidenciado pelo aumento da turbidez, espalhamento de luz e 

anisotropia de fluorescência da proteína. Os agregados apresentaram propriedades 

espectroscópicas que sugeriram a formação de estruturas amiloidais, como foi observado 

pelo ensaio de Tioflavina T. Em contraste com os ácidos hipo-halosos, as haloaminas foram 

inibidores parciais da formação de proteínas amiloides. Em conclusão, estes resultados 

sugerem que HOBr, assim como suas haloaminas Tau-NHBr e Tau-NBr2, são seletivas no 

que diz respeito a oxidação de resíduos de triptofano em proteínas. Esta particularidade 

afeta diretamente a atividade enzimática da lisozima. Por outro lado, HOCl e HOBr foram 

mais eficazes na indução da agregação da proteína. Em conjunto, estes resultados sugerem 

potenciais efeitos deletérios desses oxidantes endógenos e que podem estar associados a 

doenças de cunho inflamatório e degenerativo.   

 
 
 



 

 

ABSTRACT 
 
Proteins are complex macromolecules of high molecular weight and performing numerous 

functions in cells. These functions may be compromised if there are any modifications in their 

structures. Physical and chemical factors may cause these changes, including oxidative 

processes mediated by reactive oxygen species. Among these changes was the formation 

of amyloid proteins that are related to various diseases such as Parkinson's and Alzheimer's. 

The hypochlorous acid (HOCl) and hipobromous acid (HOBr) are oxidants generated by the 

activation of leukocytes and there are abundant reports of their deleterious effects on 

proteins. In this context this work aimed to study the structural and functional changes in the 

protein lysozyme caused by their oxidation through hypohalous acids, HOCl, HOBr, and 

haloamines taurine Chloramine (Tau-NHCl), taurine monobromamine (Tau-NHBr) and 

taurine dibromamine (Tau-NBr2). The oxidation of lysozyme by addition of Tau-NHBr or Tau-

NBr2 (molar excess of four times) caused complete depletion of its intrinsic fluorescence, 

however, the acids HOCl and HOBr caused a reduction of only 40% and 50%  respectively. 

In contrast to its precursor, Tau-NHCl was unable to oxidise the lysozyme. The haloamines 

were about twice as effective inhibitors of enzyme activity than their precursors HOCl and 

HOBr. On the other hand, the acids were more effective in promoting aggregation of 

lysozyme, this effect, evidenced by increased turbidity, light scattering and fluorescence 

anisotropy of the protein. The aggregates presented spectroscopic properties that suggested 

the formation of amyloid structures, as noted by thioflavin t test. In contrast with hypohalous 

acids, the haloamines were partial formation of protein inhibitors became. In conclusion, 

these results suggest that HOBr, like their haloamines Tau-NHBr and Tau-NBr2, are selective 

with regard to oxidation of tryptophan residues in proteins. This particularity directly affects 

enzyme activity of lysozyme. On the other hand, HOCl and HOBr were more effective in 

inducing protein aggregation. Together, these findings suggest potential deleterious effects 

of endogenous oxidants and that can be associated with inflammatory and degenerative 

diseases. 
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1. INTRODUÇÃO



20 

1.1 Espécies reativas de oxigênio: geração, neutralização e doenças 
A produção de espécies reativas de oxigênio (EROs), as quais são potencialmente 

deletérias aos organismos vivos, é um processo normal. Normal no sentido de ser inevitável 

e é por esta razão que os organismos dispõem de mecanismos de defesas capazes de 

neutralizar os seus efeitos e promover o equilíbrio redox celular (BARREIROS e DAVID, 

2006). No entanto, esse equilíbrio pode ser quebrado pelo excesso de EROs produzidas ou 

diminuição das defesas antioxidantes, o que caracteriza o estresse oxidativo (FRIDOVICH, 

1997, SCANDALIOS, 2002). Este processo deletério pode levar a danos em estruturas 

celulares e em seus constituintes, incluindo lipídeos de membranas, proteínas e DNA 

(DROGE, 2002). Entre as patologias em que há evidências concretas do envolvimento de 

EROs incluem-se: artrite reumatoide, câncer, aterosclerose, doenças autoimunes, doença 

de Parkinson, Alzheimer, entre outras (HALLIWELL e GUTTERIDGE, 1990, HALLIWELL, 

1992; NOHL, 1993). Peroxidação lipídica, danos em DNA e proteínas também são 

características do processo de envelhecimento (HARMAN, 1956). 

Entre os mecanismos de geração endógena de oxidantes destaca-se o vazamento 

mitocondrial de radical ânion superóxido O2¯•. De fato, de 2 a 5% do oxigênio consumido na 

cadeia respiratória é transformado em (O2¯•) (TURRENS e BOVERIS, 1980). Na cadeia de 

transporte de elétrons, os locais para os quais há evidências de formação de O2¯• são: NADH 

desidrogenase (BOVERIS e CHANCE, 1973), coenzima Q (TURRENS e BOVERIS, 1980) 

e desidrogenases matriciais (STARKOV e FISKUM, 2002). A geração de O2¯• através de 

NADPH desidrogenase tem grande importância fisiopatológica, tendo sido correlacionada 

com doenças neurodegenerativas como a doença de Parkinson (SINGER e RAMSAY, 

1990). O vazamento mitocondrial de O2¯• está relacionado com a síndrome do olho seco e 

degeneração macular (ONOUCHI et al., 2012). A destruição da barreira hemato-retiniana 

ocorre no início da retinopatia diabética conduzindo ao derrame vascular e edema na retina. 

Esse efeito ocorre devido à elevação dos níveis do fator de crescimento endotelial vascular 

(VEGF) causado pelo excesso de O2¯• (EL-REMESSY et al., 2013). Pacientes com diabetes 

tipo 2 possuem níveis elevados de açúcar no sangue propiciando o aumento de produção 

de O2¯• via vazamento mitocondrial (TURRENS, 2003). 

Ao contrário do vazamento mitocondrial, que pode ser considerado um “efeito 

colateral” do processo de produção de energia pela cadeia de transporte de elétrons, a 

produção de O2¯• é um processo fisiológico que ocorre em diferentes células quando 

relacionado ao complexo NADPH oxidase. Por exemplo, em fagócitos, durante o processo 

inflamatório para combater bactérias, fungos e vírus (BARREIROS et al., 2006). As células 
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endoteliais e células do músculo liso, também são capazes de produzir O2¯•, mas elas os 

fazem em concentrações menores (FRIDOVICH, 2001). 

Além da função microbicida, existem evidências do papel do O2¯• e de seu produto o 

peróxido de hidrogênio (H2O2), como moléculas de sinalização celular. Na bactéria 

Escherichia coli o O2¯• atua em fatores de transcrição de proteínas (WEISS, 1991). Em outros 

organismos o O2¯• pode participar na modulação e sinalização de Ca2+ intracelular e 

fosforilação de proteínas. Além disso, pode funcionar como regulador de diversos processos 

biológicos, incluindo a expressão gênica, o crescimento e diferenciação celular, quimiotaxia 

e apoptose (MANZANO et al., 2000). O H2O2 e O2¯• são potentes indutores de vias de 

sinalização em condições oxidativas, entre elas estão as vias de proteínas quinases ativadas 

por mitógenos (MAPKs) e transdutores de sinais e ativadores de transcrição Janus quinase 

(JAK/STAT). O O2¯• e o H2O2 podem levar à morte celular através de vias de sinalização das 

MAPKs e JAK/STAT (MOSLEHI e YAZDANPARAST, 2013). Em Saccharomyces cerevisiae 

a HSF1 (Heat shock Factor 1) sofre fosforilação que ativa a transcrição de CUP1 (cobre 

metalotioneína) para a proteção celular em resposta a formação de O2¯• (HONG et al., 2013). 

O complexo multienzimático NADPH oxidases (NOX) constitui um grupo de enzimas 

transmembranas que catalisam a transferência de elétrons através da membrana celular 

(BABIOR, 1999, BEDARD e KRAUSE, 2007) (Equação 1). 

 

 

As NOX são compostas por seis subunidades: duas proteínas transmembrana 

(p22phox e gp91phox/NOX2; essa última codificada pelo gene CYBB) que formam o 

flavocitocromo b558 e são formadoras do sítio catalítico da enzima (JOHNSON et al., 2002). 

As outras subunidades constituem-se de três proteínas citosólicas (p47phox, p67phox, p40phox 

– phox de “phagocyte oxidase”) e uma GTPase (Rac1 ou Rac2) (EL-BENNA et al., 2005, 

GROEMPING e RITTINGER, 2005). 

A expressão de NOX tem sido observada em diversos tecidos/células e seis 

homólogos da gp91phox/NOX2 foram encontrados em células não fagocíticas e denominados 

NOX1, NOX3, NOX4, NOX5, DUOX1 e DUOX2. As proteínas DUOX possuem dois 

domínios: um na extremidade C-terminal semelhante a NOX2 e o outro na extremidade N-

terminal referente ao domínio homólogo à peroxidase (LAMBETH, 2004). Entre os tecidos e 

células que expressam NOX incluem-se cólon, endotélio, útero, placenta, músculo liso, 

próstata, osteoclastos (NOX1), células mielóides e linfóides, tecido vascular e células 

fagocíticas (NOX2), células fetais e tecido auricular (NOX3), rins, tecido fetal, endotélio, 

2O2 + NADPH  2O2
−• + NADP+ + H+ (eq. 1) 
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fibroblastos, queratinócitos, células renais, vasculares, osteoblastos e placenta (NOX4), 

tecido linfóide, testículos, próstata, ovários, pâncreas, placenta (NOX5), tireóide, epitélio 

respiratório, epitélio lingual, cerebelo, testículos (DUOX1) e tireóide, glândulas retais e 

salivarias, epitélio gastrointestinal, epitélio respiratório, útero, vesícula biliar (DUOX2) 

(QUINN et al., 2006, BEDARD e KRAUSE, 2007). 

O O2¯• é considerado uma EROs primária, pois é a partir de sua dismutação que é 

produzido o H2O2 via ação catalítica da enzima superoxido dismutase (SOD) (eq.2). A SOD 

tem como função proteger as células da ação danosa do O2¯• (ZELCO et al., 2002). A enzima 

SOD possui diferentes isoformas, sendo elas: CuZn-SOD (SOD1), que é um homodímero 

presente nos espaços intracelulares do citoplasma. A Mn-SOD (SOD2) que contém um 

peptídeo líder que tem como alvos enzimas que contém manganês. Esta enzima encontrada 

exclusivamente na mitocôndria é essencial para os organismos aeróbios. A enzima EC-SOD 

(SOD3) é um homotetrâmero contendo um peptídeo que a direciona para os espaços 

extracelulares. Esta enzima foi detectada no plasma, na linfa, nos fluídos cérebros espinhais 

e astrócitos (ZELCO et al., 2002, MIAO et al., 2009). 

 

 

 

O H2O2 possui uma característica fundamental que o distingue do O2¯•. Trata-se de 

sua maior estabilidade e lipofilicidade, uma vez que é uma molécula não radicalar e sem 

carga elétrica. Isso a torna capaz de difundir pela célula alcançando sítios distantes do local 

onde é formada. Existem claras evidências do papel do H2O2 na sinalização celular, como 

exemplo: transdução de sinal, fatores de crescimento, sinalização de citocinas, 

neurotransmissores, fosfatases e canais de íons (STONE e YANG, 2006). 

Destacamos aqui as enzimas mieloperoxidase (MPO) e peroxidase de eosinófilos 

(EPO), as quais estão presentes em células fagocíticas, e respectivamente em neutrófilos e 

eosinófilos (AGOSTI et al., 1987, PODREZ et al., 2000). A enzima mieloperoxidase (MPO) 

pode compor até 5% do peso seco dos neutrófilos (KLEBANOF, 2005). As enzimas EPO e 

MPO agem como catalizadores na reação de formação de HOCl e HOBr utilizando o 

peroxido de hidrogênio como substrato (equação 3 e 4). Se por um lado a produção de HOCl 

e HOBr é fundamental para o mecanismo de defesa imune inata, por outro lado são 

incontáveis as evidências descritas na literatura científica as quais demonstram claramente 

que os mesmos estão envolvidos nos processos oxidativos que permeiam os danos 

tissulares em processos inflamatórios crônicos e degenerativos (PRUTZ, 1999, PATINSON 

2O2
−• + 2H+             H2O2 + O2 (eq. 2) 
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e DAVIES, 2001). Um ponto fundamental neste contexto é o fato de que a MPO é a única 

enzima no organismo humano capaz de produzir o HOCl, e esse por sua vez, é capaz de 

levar à cloração de resíduos de tirosina em proteínas (MOHIUDDIN et al., 2006). Assim, 

encontrar 3-clorotirosina em material biológico é uma prova inequívoca da importância da 

MPO na gênese e/ou progressão de doenças de cunho inflamatório e/ou degenerativo 

(ROMAN et al., 2007). A importância da enzima mieloperoxidase foi comprovada, pois 

demonstrou-se que o nível sérico de MPO pode ser um biomarcador preditivo de acidentes 

cardiovasculares, inclusive quando o nível de troponina sérica está dentro do valor normal 

(BALDUS et al., 2003). Estes achados reforçam a importância dessa enzima na gênese de 

processos inflamatórios crônicos. Talvez um dos melhores exemplos disso seja o 

envolvimento desse oxidante na aterogênese. A MPO é uma enzima chave neste processo, 

onde através da geração de ácido hipocloroso pode iniciar processos oxidativos como a 

geração da 3-clorotirosina, que tem sido referida como uma “impressão digital” do 

envolvimento da MPO em processos patológicos assim como foi citado acima (BALDUS et 

al., 2003). A enzima MPO tem sido descrita como um biomarcador precoce de inflamação 

associada aos riscos de doenças cardiovasculares em crianças obesas na pré-puberdade 

(OLZA et al., 2012). Na medicina veterinária, a MPO tem sido reportada como um importante 

biomarcador de doenças gastrointestinais, doenças pulmonares e doenças ortopédicas. 

Recentemente tem sido citada como um importante biomarcador de infecção articular no 

líquido sinovial de equinos (WAUTERS et al., 2013). A enzima EPO tem papel importante na 

progressão de doenças inflamatórias. Os níveis elevados de EPO e resíduos de 3-

Bromotirosina foram detectados na expectoração de pacientes com asma (PATINSON e 

DAVIES, 2004). 

Produção dos agentes microbicidas ácido hipocloroso (eq. 3) e ácido hipobromoso (eq. 4). 

 

 

 

 

O oxigênio singlete (1O2) é uma forma eletronicamente excitada de oxigênio molecular 

e tem como principal característica o seu poder oxidante. A geração de 1O2 tem sido 

evidenciada no meio biológico através de reações que envolvem enzimas, tais como: 

lactoperoxidase (KANOFSKY et al., 1983), cloroperoxidase (KANOFSKY et al., 1984), 

mieloperoxidase (KANOFSKY et al., 1985) e eosinófilos humanos (KANOFSKY et al., 1988). 

O seu papel como oxidante endógeno foi evidenciado por Balasubramanian e colaboradores 

 

H2O2 + Cl¯ + H+                     HOCl + H2O (eq. 3) 
 
 

H2O2 + Br¯ + H+                               HOBr + H2O (eq. 4) 

MPO 

EPO 
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em 1990, quando foi demonstrado que o 1O2 pode reagir com proteínas do cristalino do olho, 

resultando em modificação estrutural que pode ser importante no desenvolvimento de 

catarata. Recentemente 1O2 tem sido associado como modulador da resposta apoptótica em 

células tumorais malignas. A interação entre HOCl e H2O2 resulta na formação de oxigênio 

singlete que inativa a enzima superóxido dismutase (SOD) sobre a superfície das células 

tumorais, e consequentemente aumenta a apoptose mediada pelo HOCl através do aumento 

da concentração de ânion superóxido (BAUER, 2013). 

 

1.2 Oxidação de proteínas por oxidantes endógenos e exógenos 
As EROs são moléculas instáveis e extremamente reativas sendo capazes de 

modificar outras moléculas com as quais interagem. Entre as biomoléculas susceptíveis as 

EROs incluem-se proteínas, carboidratos, lipídeos e ácido nucleicos (SILVA e GONÇALVES, 

2010). 

As proteínas podem sofrer modificações através de diversos agentes oxidantes, tais 

como fumaça de cigarro (EISERICH et al., 1995), EROs (DEAN et al., 1997), cátions 

metálicos (Fe2+, Cu+) (BERLETT e STADTMAN, 1997), radiação ultravioleta 

(BALASUBRAMANIAN e ZIGLER, 1990), ozônio (O3) (CROSS et al., 1992). Agentes 

químicos (CCl4 e acetominofeno) (TIRMENSTEIN e NELSON, 1990, HARTLEY et al.,1997), 

xenobióticos (paraquat) (KORBASHI et al., 1986), H2O2 (GARRISON et al., 1962), HOCl e 

HOBr (HEINECKE et al., 1994). Irradiação na presença de oxigênio (DAVIES, 1987), 

produtos de peroxidação lipídica (HABERLAND et al., 1988), enzimas oxidorredutases 

(FUCCI et al., 1983) e fármacos (VASCONCELOS et al., 2007). 

As EROs ou metabólitos secundários gerados através do estresse oxidativo causam 

modificações covalentes nas estruturas das proteínas (ULRICH e CERAMI, 2001). Essas 

modificações incluem a oxidação das cadeias laterais dos resíduos de aminoácidos em 

proteínas, fragmentações, modificações na conformação e modificações na hidrofobicidade 

através da exposição de aminoácidos hidrofóbicos. Todas essas mudanças podem acarretar 

na perda da estrutura ou inativação enzimática das proteínas (HAWKINS e DAVIES, 2001). 

As modificações nas estruturas proteicas podem resultar na formação de produtos 

carbonílicos, que são usados como indicadores de estresse oxidativo e de doenças 

derivadas do metabolismo proteico (DONNE et al., 2003). Os produtos carbonílicos são 

formados quando ocorre fragmentação das cadeias laterais e oxidação dos aminoácidos 

treonina, prolina, arginina e lisina (BERLETT e STADTMAN, 1997). Desta forma, abstrai-se 

o H● do carbono α (alfa) formando um radical em uma ligação peptídica (VASCONCELOS 
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et al., 2007). Os produtos carbonílicos, uma vez formados podem ser neutralizados pelas 

proteases. As proteínas podem conter sítios de ligações com metais que são especialmente 

susceptíveis a reações reversíveis de oxidação e redução. Através das ligações metais-

proteínas surgem uma sequência de sinais que podem ser reconhecidos por proteases 

celulares específicas que degradam as proteínas carboniladas (VASCONCELOS et al., 

2007). 

Durante o processo de peroxidação lipídica são formados os produtos citotóxicos 4-

hidroxinonenal, malondialdeído e 2-propenal que interagem através de reações secundárias 

com resíduos de cisteína, histidina e lisina formando os compostos carbonilados 

(HALLIWELL e GUTTERIDGE, 1999). 

As reações de açúcares redutores ou os seus produtos de oxidação (glicoxidação) 

com resíduos de lisina em proteínas podem gerar cetoaminas e cetoaldeídos; esse processo 

pode ser chamado de glicação (DONNE et al., 2003). 

Os dois aminoácidos que talvez sejam os mais propensos à oxidação são cisteína 

(RADI et al.,1991) e metionina (VOGT, 1995) os quais contêm átomos de enxofre 

susceptíveis à oxidação. No caso da cisteína, a oxidação conduz à formação de dissulfetos 

ou ácidos cistéicos (SHACTER, 2000). As proteínas com resíduos de metionina podem 

sofrer modificações reversíveis à sulfóxidos ou sulfonas (VASCONCELOS et al., 2007).  

Os resíduos de triptofano são facilmente oxidados à formilquinurenina, quinurenina, 

hidroxi-quinurenina e o ácido quinolínico (SHACTER, 2000). A fenilalanina quando oxidada 

induz à formação de tirosina e de outros derivados. A oxidação da tirosina pode levar a 

formação de di-tirosina, clorotirosina, e di-hidrofenilalanina (GIESEG, 1993). A histidina 

quando oxidada gera 2-oxo-histidina (STADTMAN e LEVINE, 2003). 

O peroxinitrito gerado a partir da interação do óxido nítrico e do anion superóxido, 

provoca nitrosilação em resíduos de tirosina, e a oxidação de outros resíduos de 

aminoácidos tais como: cisteína, triptofano, metionina e fenilalanina (ISCHIROPOULOS e 

AL-MEHDI, 1995). No entanto, é um fraco indutor de produtos carbonílicos (TIEN et al., 

1999). 

 

1.3 Oxidação de proteínas por HOCl e HOBr 
O HOCl e o HOBr são fundamentais para o mecanismo de defesa imune inata. No 

entanto, existem evidências na literatura científica que demonstram claramente que os 

mesmos estão envolvidos nos processos oxidativos que permeiam os danos tissulares em 
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processos inflamatórios crônicos e degenerativos (PRUTZ et al., 1999, PATINSON e 

DAVIES, 2001). 

O HOBr é um forte oxidante e reage rapidamente com biomoléculas tais como 

proteínas (THOMAS et al., 1995, PATINSON e DAVIES, 2004), lipídeos (CARR et al., 1996), 

colesterol (VISSERS et al., 1998) e DNA (HENDERSON et al., 2001a). A reação de HOBr 

com as ligações não saturadas dos ácidos graxos resulta na formação de bromo-hidrinas 

que são extremamente citotóxicas (CARR et al., 1996, VISSERS et al., 2001). Os ácidos 

nucleicos e nucleosídeos também são alvos do HOBr, visto que reações com a base 

nitrogenada uracila e com o análogo de nucleosídeo 2'-desoxicitidina, geram os compostos 

citotóxicos e mutagênicos 5-bromouracila e 5-bromo-2'-desoxicitidina, respectivamente 

(HENDERSON et al., 2001a,b). Esses compostos podem exercer efeito citotóxico e 

mutagênico em sítios de inflamação onde existe grande concentração de eosinófilos 

(HENDERSON et al., 2001a). As proteínas são susceptíveis aos ataques do HOBr devido à 

alta reatividade deste oxidante. Quando compara-se as constantes de velocidade de reação 

de HOBr e HOCl com aminoácidos, observar-se que HOBr reage de 30-100 vezes mais 

rápido com os resíduos de aminoácidos em proteínas quando comparado com HOCl. 

Reações de halogenação no aminoácido tirosina são 5000 vezes mais rápidas, para os 

aminoácidos cisteína e metionina a reação é mais lenta (PATINSON e DAVIES, 2004). 

O HOBr pode reagir com o grupo amino das cadeias laterais dos resíduos de 

aminoácidos lisina e histidina em proteínas para formar os intermediários bromamina e di-

bromamina (WEISS et al., 1986). A decomposição destes intermediários pode induzir a 

fragmentação das proteínas, através da formação de espécies reativas, tais como aldeídos 

e nitrilas, (FRIEDMAN e MOGULIS, 1939, NIEDER e HAGER, 1985, HAWKINS e DAVIES, 

2005a). Resíduos de tirosina em proteínas são conhecidos como alvos preferidos do HOBr, 

resultando na formação de 3-bromotirosina e 3,5-di-bromo-tirosina (BUCHBERGER, 1988). 

Estes produtos têm sido empregados como biomarcadores em pacientes com asma devido 

aos níveis elevados (WU et al., 2000). 

O aminoácido não essencial taurina também pode ser oxidado pelo HOBr formando 

a haloamina taurina bromamina (Tau-NHBr) (XIMENES et al., 2011). Essa haloamina 

mostrou ser potente oxidante de resíduos de triptofano em albumina bovina (XIMENES et 

al., 2011). 

O HOCl é um potente agente oxidante gerado por fagócitos durante a resposta imune 

contra invasores do organismo (KLEBANOFF, 1999). No entanto, a produção excessiva de 

HOCl pode acarretar na oxidação de biomoléculas. A reação do HOCl com o DNA é 
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conhecida por resultar na formação de cloraminas (HAYATSU et al., 1971, HAWKINS e 

DAVIES, 2001). Essas espécies podem conduzir à dissociação da fita dupla do DNA devido 

à ruptura das ligações de hidrogênio (PRUTZ, 1998). A oxidação de nucleosídeos por 

cloraminas pode resultar na formação de produtos estáveis tais como: 5-clorocitosina, 5-

clorouracila, 8-cloroadenina e 8-cloroguanosina (WHITEMAN et al., 1997, HENDERSON et 

al., 1999, MASUDA et al., 2001). A interação do HOCl com as duplas ligações dos ácidos 

graxos insaturados e o colesterol pode resultar na formação de cloro-hidrinas. Esses 

produtos possuem efeitos citotóxicos para as células, além de desestabilizar as estruturas 

de membrana (WINTEBOURN et al., 1992). 

Em proteínas, HOCl pode oxidar aminoácidos que contêm enxofre, tais como, cisteína 

e metionina, mas também pode reagir com amino grupos da cadeia lateral de aminoácidos 

tais como lisina, histidina, triptofano e tirosina (WINTEBOURN, 1985). A reação do HOCl 

com cisteína produz dissulfetos, ácido cisteíco e sulfonamidas, (WINTERBOURN; 

BRENNAN, 1997). O sulfóxido de metionina é o produto da reação entre a metionina e o 

HOCl (PULLAR et al., 2001, SHAO et al., 2005). Esse produto tem sido proposto como o 

causador da disfunção e agregação proteica (CHAPMAN et al., 2003). O HOCl também pode 

clorinar resíduos de tirosina resultando na formação de 3-clorotirosina, que têm sido utilizada 

como biomarcador de processos oxidativos em pacientes com aterosclerose (HEINECKE et 

al., 1994). O aminoácido hidrofóbico triptofano também é suscetível a oxidações por HOCl. 

Quando esse aminoácido é oxidado gera quinurenina e N-formilquinurenina (ASPEE e LISSI, 

2002). 

 

1.4 Aminoácido taurina 
A taurina (ácido 2-aminoetanosulfônico) é um análogo de aminoácido sulfurado e 

possui características próprias diferenciando-se dos demais aminoácidos. É mais ácido que 

os demais aminoácidos por conter em sua estrutura o grupo sulfônico (SO3H) em 

substituição ao grupo carboxila (COOH) e por possuir um grupo amino na posição β (figura 

1) (HUXTABLE et al., 1992).  

NH2
S

O

OH
O  

Figura 1: Estrutura do aminoácido taurina. 

Fonte: ACD/ChemSKetch 
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Foi descoberta e isolada pelos pesquisadores austríacos Friedrich Tiedemanne; 

Leopold Gmelin, 1827 ao ser encontrada na bile de boi em altas concentrações. Seu nome 

originou-se do latim da espécie Bos taurus (OLIVEIRA, 2008). A taurina, encontrada 

livremente no líquido intracelular, é um dos aminoácidos livres mais abundantes no cérebro, 

músculo esquelético e coração, sendo de fundamental importância no desenvolvimento do 

sistema nervoso central, na modulação do cálcio durante as contrações musculares e na 

estabilização celular (SHULLER-LEVIS e PARK, 2003). A concentração de taurina pode 

variar de tecido para tecido. Segundo Green e pesquisadores, os níveis no coração são de 

25-30 mM, no pulmão de 11-17 mM e no músculo esquelético 15-20 mM por miligrama tecido 

(DAWSON et al., 2002).  No reino vegetal a taurina foi encontrada em pequenas 

concentrações em nozes e feijões 29-100 nM (PASANTES-MORALES e FLORES, 1991). 

Essencial para a nutrição humana, descobriu-se na década de 70 que bebês prematuros 

alimentados através de nutrição parenteral não conseguiam manter níveis plasmáticos e 

urinários normais de taurina, ao contrário de bebês alimentados com leite materno. O estudo 

com leite materno revelou grandes quantidades de taurina, sendo o segundo aminoácido 

mais abundante, atrás apenas do aminoácido não essencial glutamato (AGOSTINI et al., 

2000, OLIVEIRA, 2008). A deficiência de taurina está associada a diversos processos 

patológicos. Incluindo cardiomiopatia, degeneração da retina e retardo no crescimento que 

ocorre na fase de desenvolvimento (OLIVEIRA, 2008). A taurina é indispensável para manter 

a integridade da retina do olho. Na retina, a taurina é encontrada até 400 vezes maior do 

que no sangue. Descobriu-se, em meados da decada de 70, que em gatos uma deficiência 

crônica de taurina induz a uma degeneração progressiva da retina levando à cegueira total. 

A correção da dieta permite parar a evolução, mas as lesões não são reversíveis 

(ANDERSON, 1979). Em condições normais, a sua necessidade diária pode ser alcançada 

por meio de uma dieta equilibrada, porém em situações de desequilíbrio do sistema 

enzimático e/ou em condições de estresse metabólico, suas necessidades fisiológicas estão 

aumentadas e, portanto, necessita ser suplementada. A suplementação pode ser obtida 

através de uma dieta rica em frutos do mar, carnes e ovos ou pela ingestão de aminoácidos 

precursores como a metionina e a cisteína na presença de vitamina B6 no fígado 

(HUXTABLE, 1992). No fígado, a cisteína é oxidada pela cisteína dioxigenase levando à 

formação de ácido sulfínico, o qual é descarboxilado pela enzima cisteína ácido sulfínico 

descarboxilase para produzir hipotaurina que é oxidado à taurina (BOUCHENOOGHE et al., 

2006). 
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1.5 Formação e efeitos biológicos das haloaminas Tau-NHCl e Tau-NHBr 
O aminoácido não essencial taurina pode ser oxidado pelos ácidos hipo-halosos HOCl 

e HOBr gerados via ação catalítica das enzimas mieloperoxidase (MPO) e peroxidase de 

eosinófilos (EPO) (WEISS et al., 1986). Os produtos dessas oxidações são as haloaminas, 

taurina cloramina (Tau-NHCl), taurina bromamina (Tau-NHBr) e taurina di-bromaminama 

(Tau-NBr2) (WEISS et al., 1986, PETRÔNIO et al., 2012) (Figura 2).  

Estas moléculas estão envolvidas quimicamente em vias de sinalização, regulação 

do sistema redox, alterações na expressão e na atividade de mediadores inflamatórios, 

incluindo óxido nítrico, prostaglandinas, NADPH oxidase, fator de necrose tumoral-α (TNF-

α), citocinas e interleucinas (KONTNY et al., 2007). 

As haloaminas Tau-NHCl e Tau-NHBr apresentam boa atividade antimicrobiana e 

antiparasitária. Essas haloaminas, em níveis fisiológicos não apresentam citotoxicidade 

quando comparadas com HOCl e HOBr, além disso são capazes de diminuir 

significativamente a produção de espécies reativas de oxigênio geradas através de diversos 

processos oxidativos em nosso organismo (KIM et al., 1996). Em 2005 Klebanoff descreveu 

que Tau-NHCl e Tau-NHBr mostraram forte ação microbicida para bactérias patogênicas do 

tipo Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Propionibacterium acnes e a Tau-NHBr exibiu 

atividade antiparasitária ao eliminar o Schistossoma mansoni causador da esquistossomose 

(YAZDABAKHSH et al., 1987). A Tau-NHCl e Tau-NHBr estão sendo alvos de diversos 

estudos biológicos a fim de elucidar ainda mais as suas propriedades farmacológicas. Para 

comprovar esse fato, Marcinkiewicz (2009), demonstrou propriedades anti-inflamatórias da 

Tau-NHBr, sendo assim, essa biomolécula foi incorporada para tratamento de acne, 

revelando a sua importância como agente terapêutico. Nesse contexto, ressaltamos a 

importância de estudar as haloaminas uma vez que ainda estão obscuras muitas funções 

dessas biomoléculas. 
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Figura 2: Formação das Haloaminas in vivo. 

Fonte: Elaborada pelo autor. 

 

1.6 Lisozima 
Lisozima é uma proteína globular monomérica de cadeia polipeptídica com 129 

aminoácidos de peso molecular de 14.305 Daltons, foi descoberta pelo médico escocês 

Alexander Fleming em 1922, com sua estrutura tridimensional definida por David Chilton 

Phillips e colaboradores em 1965 (Figura 3).  

 

Figura 3: Estrutura 3D da lisozima 

Disponível em: http://www.rcsb.org/pdb/explore/explore.do?structureId=5LYZ acesso em 

Nov. 2014 

 



31 

A lisozima possui dois domínios estruturais: um domínio alfa (α) e um domínio beta 

(β). A proteína adota essencialmente a conformação helicoidal (~ 30% α-hélice e ~ 6% folha-

β). O domínio α é formado pela sequência de aminoácidos de 1-39 e 89-129, ainda é 

composto por quatro α- hélices, duas perto do C-terminal, dois perto do N-terminal e um C-

terminal com hélices 310. O domínio beta é formado pela sequência de aminoácidos de 40-

88, apresentando uma cadeia tripla de folhas anti-paralelas, uma hélice 310, e uma longa 

alça. A hélice 310 é ligeiramente mais curta em comparação com um α-hélice, e tem cerca 

de três resíduos por sua vez (VANEY  et al., 1996). A lisozima apresenta quatro ligações 

dissulfetos entre os resíduos de cisteína 6:127, 30:115, 64:86 e 76:94, que atuam para 

estabilizar a sua estrutura (MATAGNE e DOBSON, 1998).  Através dos resíduos catalíticos 

glutamato 35 e aspartato 52, a lisozima catalisa a quebra das ligações glicosídicas β 1-4 

entre o ácido N-acetilmurâmico e N-acetilglicosamina presentes no peptidoglicano da parede 

celular bacteriana (MARANA et al., 2006). Também apresenta atividade de quitinase, ou 

seja, rompe as ligações glicosídicas da quitina presente na parede dos fungos 

(BERNASCONI et al., 1987). Pode ser encontrada em secreções como lágrimas, saliva, 

mucosa nasal, bem como em grânulos citoplasmáticos de neutrófilos e na clara do ovo. Tem 

como principais funções: atividade antimicrobiana e atividade na resposta imune inata 

(SWAMINATHAN et al., 2011). A lisozima, sob determinadas condições (baixo pH, 

temperatura elevada, na presença de etanol), pode se transformar em fibras amilóides, tendo 

este processo sido bem caracterizado (TREXLER et al., 2007). Em lisozima de humanos já 

foram descritas variantes que apresentam mutações: uma mutação (I56T, F57I, W64R e 

D67H) ou duas mutações (F57I/T70N e T70N/W112R) no gene que codifica para a lisozima. 

Essas mutações estão associadas à amiloidose sistêmica não-neuropática, onde se observa 

a deposição de fibras em certos órgãos, tais como: o fígado, o baço e o rim (SWAMINATHAN 

et al., 2011). Além de estar envolvida em doenças amiloides a lisozima também está 

associada à doença pulmonar obstrutiva crônica (DPOC) (LOIVOS, 2009). A DPOC se 

caracteriza por uma leve inflamação crônica por todas as vias aéreas, parênquima e 

vasculatura pulmonar. A destruição da parede alveolar resulta de um desequilíbrio entre as 

proteases e anti-proteases no pulmão. A lisozima é produzida pelas células serosas do 

pulmão e é liberada em processos inflamatórios e infecciosos (LOIVOS, 2009). 
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1.7 Formação de proteínas amiloides 
As proteínas são macromoléculas formadas pela sequência de vários aminoácidos, 

unidos por ligações peptídicas (cadeia polipeptídica). Desempenham diversas funções no 

organismo, tais como: estrutural, hormonal, enzimática, imunológica, nutritiva e de transporte 

citoplasmático (MARZZOCO, 2007). Para realizar todas essas funções, as proteínas 

possuem estruturas tridimensionais adquiridas por um processo de dobramento da cadeia 

polipeptítica (folding proteíco), conduzindo-as a uma estrutura nativa estável e funcional. O 

folding proteíco é um processo natural que ocorre em todas as proteínas e leva a formação 

da estrutura nativa, enquanto o estado desnaturado refere-se ao conjunto de conformações 

proteicas não-nativas que são formadas através de ambientes desfavoráveis, tais como: 

agentes desnaturantes, pH, temperatura, pressão, e etc (LEHNINGER et al., 2008). Nesse 

contexto, a transição dos estados desdobrados para os estados nativos pode produzir 

estruturas intermediárias. A transição do estado desdobrado para o estado dobrado pode 

ser chamado de dois estados de enovelamento onde se enquadram proteínas tipicamente 

pequenas que apresentam menos de 150 aminoácidos (FERSHT et al., 1993). As proteínas 

maiores requerem mais cuidados, são mais complexas e assim, tendem a se dobrar por 

meio de um ou mais intermediários de dobragem como exemplo: as chaperonas (FENTON; 

HORVICH, 2003). Em um modelo de dois estados de enovelamento a proteína pode ocupar 

apenas um dos dois estados: o estado desdobrado ou o estado dobrado, sendo assim um 

processo de tudo ou nada.  A passagem do estado desdobrado para o estado dobrado é 

espontânea e controlada por forças de Van der Waals o que contribui para o aumento da 

entropia na energia livre de Gibbs (FENTON e HORVICH, 2003). O aumento da entropia é 

causado através da movimentação dos aminoácidos hidrofóbicos para o interior da proteína 

e os aminoácidos hidrofílicos para o exterior da proteína (JAHN e RADFORD, 2005). 

O folding proteíco é passível de falhas e assim algumas proteínas não conseguem 

atingir a forma nativa necessária para o correto desempenho biológico. Essas falhas na 

maquinária proteica podem resultar no aparecimento de muitas doenças associadas à 

agregação proteica e ao estado amilóide, como Alzheimer, Parkinson, Esclerose Lateral 

Amiotrófica, Encefalopatia Espongiforme Bovina e Scrapie (CHITI e DOBSON, 2006). 

O correto enovelamento das proteínas é dependente de energia estabilizadora junto 

à maquinaria proteica. O mecanismo de formação da estrutura da proteína é complexo, 

depende da conformação da cadeia polipeptidica no espaço, da diversidade na sequência 

dos aminoácidos e das diferentes interações que os estabilizam. Desta forma, torna-se díficil 

a previsão da formação das estruturas desordenadas (DILL et al., 2008). Tornou-se cada 
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vez mais evidente que a capacidade de uma proteína se dobrar corretamente está 

relacionada a um perfeito e delicado equilíbrio energético. Este equilíbrio pode ser 

perturbado por mutações nas sequências das proteínas ou mudanças no seu ambiente, por 

exemplo, a mudança do pH ou da temperatura. O equilíbrio energético consiste em diversas 

interações tais como: ligações de hidrogênio (8-21 kJ/mol), interações eletrostáticas (~21 

kJ/mol) forças de Van der Waals (0,04-0,8 kJ/mol por par de átomo) e efeito hidrofóbico. 

Cada interação tem um efeito pequeno, mas, quando todas as interações estão em equilíbrio 

produzem um efeito estabilizador significativo (VOET e VOET, 2006). Os pesquisadores 

Jahn e Radford (2005) demonstraram através do funil energético o mecanismo pelo qual 

ocorre a formação de agregados proteicos. De acordo com esta teoria o topo do funil possui 

um conjunto de proteínas com conformações desnaturadas que estão em elevados níveis 

energéticos. Do outro lado do funil encontram-se as proteínas nativas com mais baixo nível 

energético. Esse nível energético mais baixo existe por conta das interações eletrostáticas 

e interações hidrofóbicas das proteínas estabilizando-as no nível mais baixo de energia. 

Através de interações intermoleculares entre agregados proteicos e proteínas parcialmente 

dobradas pode-se levar à formação de oligômeros, agregados amorfos ou agregados 

fibrilares altamente ordenados, chamados de fibras amiloides (Figura 4). 
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Figura 4: Esquema representativo do folding proteico através do funil energético proposto 

por Jahn e Radford. 

Fonte: JAHN; RADFORD, 2005, p. 5963. 

 

A formação das fibras amilóides é um processo complexo e minucioso envolvendo 

diversas etapas. Os possíveis processos de formação das fibras amilóides incluem a 

ativação de monômeros, a formação de espécies pré-nucleares, nucleação primária, 

processo de crescimento secundário, alongamento por adição de monômeros e coagulação, 

rearranjo conformacional, associação lateral ou agregação de monômeros, e a separação 

de fases (MANKAR et al., 2011). As proteínas amilóides são caracterizadas por terem uma 

estrutura rica em folha-β, que são orientadas perpendicularmente ao eixo maior da fibra na 

cadeia polipeptídica, resultando numa série de folhas- β que se propagam ao longo da fibra. 

A torção das fibras-β faz com que essas adquiram um arranjo helicoidal. Uma das 

características das cadeias β é terem as cadeias laterais dos resíduos de aminoácidos 

orientadas alternadamente para um e outro lado da folha-β. Este arranjo é mantido ao longo 

das folhas-β paralelas e anti-paralelas (SUNDE et al., 1997). In vivo as mutações pontuais 
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podem desestabilizar as sequências de aminoácidos causando a formação de proteínas 

amilóides. Esse fato já foi descrito para a lisozima humana (VALLEIX et al., 2002), β-2 

microglobulina (SMITH et al., 2003) e transtirretina (McCUTCHEN et al., 1995). 

Os oligômeros são altamente heterogêneos e estruturalmente desorganizados; são 

formados através de processos termodinamicamente desfavoráveis na fase de latência da 

agregação proteica. Os monômeros são convertidos em oligômeros através do mecanismo 

de crescimento de nucleação na fase inicial da cinética de formação das fibras (JARRETT e 

LANSBURY, 1993, LOMAKIN et al., 1996). O núcleo pode se associar rapidamente a outros 

monômeros e assim desenvolvendo os agregados amiloides (LOMAKIN et al., 1996). Os 

oligômeros têm sido descritos como moléculas tóxicas para as células neuronais devido ao 

seu acúmulo. Através da clivagem do peptídeo amiloide da proteína precursora de amiloide 

(PPA) esse peptídeo se remonta formando dímeros, trímeros e oligômeros (ZHAO et al., 

2012). Os agregados amorfos são formados por problemas no prolongamento da fase inicial 

da cinética de formação de fibras. Evidências experimentais recentes sugerem que 

agregados amorfos podem iniciar a formação das proteínas amiloides a partir de 

polipeptídeos desdobrados (FOLLMER e NETTO, 2013). 

Na via do folding existem  ainda os intermediários proteicos que são chamados de 

molten globule. Estes molten globule possuem estrutura secundária nativa, mas com pouca 

ou nenhuma estrutura terciária, com muitas zonas hidrofóbicas expostas (YON, 1997). Estes 

intermediários podem potencializar a agregação na neurodegeneração (MAHLEY e HUANG, 

2006, SKORA et al., 2010). 

 

1.8 Formação de agregados proteicos mediados por oxidação 
Há evidências de que processos oxidativos podem mediar a formação de agregados 

proteicos. A imunoglobulina IgG pode ser oxidada por ERO gerados no processo inflamatório 

caracterizando a artrite reumatoide.  A oxidação de IgG pode causar a sua desnaturação e 

agregação (LUNEC et al.,1985). Os agentes oxidantes HOCl e HOBr têm sido alvos de 

muitos estudos no que diz respeito a oxidação e agregação de proteínas. Estudos com as 

proteínas apomioglobina e apo-hemoglobina demonstraram que a oxidação pelo HOCl levou 

a formação de agregados e oligômeros proteicos (CHAPMAN et al., 2003). As proteínas 

lisozima e STI (inibidor de tripsina de soja) foram submetidas à oxidação com o HOBr e o 

estudo demonstrou que baixas concentrações molares de HOBr podem levar a inativação 

de ambas enzimas assim como, resultar na formação de agregados proteicos (HAWKINS e 

DAVIES, 2005a). Muitos estudos estão sendo realizados sobre o mecanismo pelo qual o 
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HOCl atua contra micro-organismos invasores. Assim, pesquisadores demonstraram que a 

oxidação de proteínas termolábeis de E. coli pelo HOCl pode causar desnaturação e 

agregação levando à destruição da bactéria. Desta forma, conclui-se que os efeitos 

deletérios do HOCl sobre a bactéria seriam provavelmente devido à capacidade de provocar 

a desnaturação e agregação de proteínas essenciais para a sua sobrevivência (WINTER et 

al., 2008). Em doenças de cunho inflamatório onde o HOCl é elevado ocorre desequilíbrio 

de ferro resultando em acúmulo de ferro livre. O ferro livre é tóxico devido a sua capacidade 

de gerar radicais livres através de reações de Fenton. Estudos recentes demonstram que o 

HOCl se liga ao grupo heme da hemoglobina (Hb) e gera espécies férricas intermediárias. 

Essas espécies geradas participam na agregação da metaloproteína e destruição do grupo 

heme (MAITRA et al., 2012). A produção dos ácidos hipo-halosos (HOCl e HOBr) e das 

haloaminas (Tau-NHCl, Tau-NHBr e Tau-NBr2), está intimamente ligada a processos 

inflamatórios e infecciosos através da grande concentração de neutrófilos e/ou eosinófilos e 

taurina presente na parede celular dos neutrófilos (SCHULLER-LEVIS e PARK, 2004, BEHE, 

SEGAL, 2007). Sendo assim, a produção descontrolada de HOCl e HOBr tem sido associada 

na iniciação e progressão de muitas doenças inflamatórias e degenerativas (GUNGOR et 

al., 2010, NUSSHOLD et al., 2010). Além disso, a oxidação de lisozima por HOCl provoca a 

perda de atividade enzimática e promove o desdobramento da proteína (HAWKINS e 

DAVIES, 2005b). Este desdobramento pode promover o início da formação de agregados 

amiloidais, sendo descrito uma correlação entre a fibrilogênese de lisozima e alterações na 

composição do meio de redox representada pela concentração de cisteína e cistina (WANG 

et al., 2009). Considerando-se: a relevância dos resíduos de triptofano no sítio ativo da 

lisozima (KURODA et al., 1975), a evidência de que este aminoácido é essencial para a 

estabilidade da proteína apomioglobina evitando a sua agregação e formação de fibras 

amiloides (SIRANGELO et al., 2002), a recente descoberta de que Tau-NHBr apresenta 

seletividade na oxidação resíduos de triptofano na albumina bovina (XIMENES et al., 2011) 

e ainda a importância de estudar as haloaminas uma vez que muitas funções dessas 

biomoléculas são obscuras, ressaltamos nessa tese a relevância de estudar as alterações 

na atividade enzimática da lisozima, bem como sua propensão de agregação da quando 

submetida à oxidação pelos ácidos HOCl e HOBr, e pelas haloaminas Tau-NHCl, Tau-NHBr 

e Tau-NBr2. 

 



 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

2. OBJETIVOS 
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O presente trabalho teve por objetivo estudar as alterações estruturais e funcionais na 

proteína lisozima provocadas por sua oxidação pelo ácido hipocloroso, ácido hipobromoso 

e suas haloaminas, taurina cloramina, taurina mono-bromamina e taurina di-bromamina. 

 

2.1 Objetivos específicos 
I) Estudar a oxidação do triptofano pelos ácidos hipo-halosos e haloaminas. 

II) Estudar a oxidação da lisozima pelos ácidos hipo-halosos e haloaminas. 

III) Estudar a inibição da atividade enzimática da lisozima provocada por sua oxidação. 

IV) Estudar a formação de agregados amiloides na lisozima provocados por sua oxidação. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3. MATERIAL E MÉTODOS 
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3.1 Reagentes e Soluções  
2,4-dinitrofenil-hidrazina (DNPH), 5,5′-ditio-bis(2- ácido nitrobenzóico), acetonitrila, 

ácido acético, ácido fórmico, ácido fosfórico, ácido tricloroacético, ácido trifluoracético, 

alanina, albumina bovina, brometo de sódio, células liofilizadas de Micrococcus 

lysodeikticus, cloreto de sódio, dodecil sulfato de sódio (SDS),  glicina, hidrocloreto de 

guanidina, lisozima de ovo de galinha, melatonina, metanol, N-acetiltriptofano, sal de 

magnésio de 8-anilino-1-naftalenossulfonato (ANS), serotonina,  taurina, tioflavina T, 

triptofano foram adquiridos pela Sigma-Aldrich Chemical Co. (St. Louis, MO, USA).  

Os reagentes usados para preparação da solução salina tamponada (PBS, phosphate 

buffered saline), demais tampões, soluções e fases móveis foram de grau HPLC. Soluções 

de trabalho de ácido hipocloroso (HOCl) foram preparadas a partir de uma solução comercial 

de hipoclorito de sódio (5%) Sigma-Aldrich Chemical Co. (St. Louis, MO, USA), e suas 

concentrações foram determinadas por espectrofotometria após diluição em 0,01 M NaOH 

(ε292nm = 350 M–1cm–1). O HOBr foi sintetizado pela combinação de 100 mM HOCl e 200 mM 

NaBr em água. A solução de lisozima na concentração de 1 mM foi preparada em tampão 

fosfato 10 mM pH 7,0 e estocada a 4°C e a sua concentração foi determinada por 

espectrofotometria (ε280nm = 43 824 M−1 cm−1). A solução de ANS 3 mM foi preparada em 

tampão fosfato 10 mM pH 7,0. Estas soluções foram preparadas no momento de uso. 

 

3.2 Preparação e análise de taurina cloramina (Tau-NHCl), taurina mono-bromamina 
(Tau-NHBr) e di-bromamina (Tau-NBr2) 

A solução de trabalho Tau-NHCl foi preparada pela adição de 5 mM de HOCl em 50 

mM de taurina em tampão fosfato 10 mM pH 7,0. A concentração de Tau-NHCl foi 

determinada por sua absorbância (ε252nm= 429 M-1 cm-1). Taurina di-bromamina (Tau-NBr2) 

foi preparada pela combinação de HOBr 5 mM e taurina 2,5 mM em tampão fosfato 10 mM 

pH 7,0. Tau-NHBr foi preparada pela combinação de HOBr 5 mM e 500 mM de taurina em 

tampão fosfato 10 mM pH 7,0. As concentrações de Tau-NBr2 e Tau-NHBr foram 

determinadas por suas absorbâncias (ε241nm = 2713 M–1cm–1) e (ε288nm = 430 M–1cm–1), 

respectivamente (THOMAS et al., 1995). As haloaminas Tau-NHCl, Tau-NHBr e Tau-NBr2 

foram analisadas utilizando um espectrofotômetro com arranjo de fotodiodos Hewlett 

Packard 8452 (Agilent, Santa Clara, CA, USA). 

 
 
 



41 

3.3 Estudos de quimiluminescência do triptofano 
As reações foram constituídas por 0,5 mM dos oxidantes (HOCl/HOBr) e 0,5 mM do 

triptofano na presença ou ausência de taurina ou alanina em PBS, pH 7,4, a 25ºC. As 

reações foram iniciadas pela adição dos ácidos hipo-halosos ou haloaminas e a luz emitida 

foi medida usando luminômetro de microplaca LB 960 (Berthold Technologies, Oak Ridge, 

TN, EUA). Para os ensaios, utilizando haloaminas as substâncias foram sintetizadas como 

indicado anteriormente e adicionadas à solução de triptofano. As reações foram iniciadas 

pela adição dos oxidantes através de injetor automático. 

 

3.4 Estudos de quimiluminescência de derivados indólicos 
As reações foram constituídas por 0,5 mM dos oxidantes (HOCl/HOBr) e 0,5 mM dos 

derivados de indólicos (triptofano, melatonina, serotonina e N-acetiltriptofano) em PBS, pH 

7,4, a 25ºC. As reações foram iniciadas pela adição dos ácidos hipo-halosos (HOCl/HOBr) 

e a luz emitida foi medida usando luminômetro de microplaca LB 960 (Berthold Technologies, 

Oak Ridge, TN, EUA). As reações foram iniciadas pela adição dos oxidantes através de 

injetor automático. 

 
3.5 Estudos de quimiluminescência dos aminoácidos taurina e alanina 

As reações foram constituídas por 0,5 mM dos oxidantes (HOCl/HOBr) e 0,5 mM do 

triptofano na presença ou ausência de taurina (0,5 mM) ou alanina (0,5 mM) em PBS, pH 

7,4, a 25ºC. As reações foram iniciadas pela adição dos ácidos hipo-halosos e a luz emitida 

foi medida usando luminômetro de microplaca LB 960 (Berthold Technologies, Oak Ridge, 

TN, EUA). As reações foram iniciadas pela adição dos oxidantes através de injetor 

automático. 

 

3.6 Estudos de quimiluminescência da oxidação do triptofano pelas haloaminas 
As reações foram constituídas por 0,5 mM das haloaminas e 0,5 mM do triptofano em 

PBS, pH 7,4, a 25ºC. As reações foram iniciadas pela adição das haloaminas e a luz emitida 

foi medida usando luminômetro de microplaca LB 960 (Berthold Technologies, Oak Ridge, 

TN, EUA). As reações foram iniciadas pela adição dos oxidantes através de injetor 

automático. 
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3.7 Estudos de fluorescência da oxidação do triptofano 
As reações foram constituídas por 0,5 mM dos oxidantes e 0,5 mM dos derivados de 

indólicos em PBS, pH 7,4, a 25ºC. As reações foram iniciadas pela adição dos ácidos hipo-

halosos e a fluorescência intrínseca do triptofano foi monitorada em λex 295 nm e λem 360 

nm. A formação dos produtos foi monitorada em λex 340 nm e λem 440 nm. Os experimentos 

foram realizados em espectrofluorímetro LS55 (Perkin Elmer, Waltham, MA, EUA).  

 

3.8 Estudos por cromatografia Líquida de alta eficiência 
As reações foram constituídas por 0,5 mM dos oxidantes (HOCl e HOBr) e 0,5 mM 

dos derivados de indólicos em PBS, pH 7,4, a 25ºC. Após incubação por 5 minutos, alíquotas 

das misturas de reação (20 µL) foram injetadas no sistema cromatográfico (Jasco, Easton, 

MD, EUA). O consumo dos reagentes e formação dos produtos foram analisados utilizando 

um detector de arranjo de fotodiodos, monitorado em 254 nm. As análises foram realizadas 

em modo isocrático utilizando uma coluna de fase reversa C18 Phenomenex® LUNA (2) (250 

X 4.6 mm, 100Å, 5 µm) com fase móvel constituída por uma solução aquosa de 0,1% de 

ácido fórmico:metanol (6: 94, v / v). A bomba de fluxo foi de 1,0 mL / min, foi utilizado injetor 

automático e a temperatura do forno a 25ºC, não foi utilizado pré-coluna. 

 

3.9 Estudos de Fluorescência intrínseca 
A fluorescência intrínseca da lisozima foi medida usando espectrofluorímetro Perkin 

Elmer LS 55 (Perkin Elmer, Shelton, CT, USA) nas seguintes condições:  λex 295 nm, e 

varredura de emissão na faixa de 310 a 500 nm. As fendas para excitação e emissão foram 

fixadas em 5 nm. Foi utilizado cubeta de quartzo de 3 mL com caminho ótico de 10 mm sob 

agitação magnética. A mistura da reação foi constituída por 5 μM lisozima e 20 μM oxidantes 

em tampão fosfato 10 mM pH 7,0. A fluorescência foi medida após 5 minutos de adição dos 

oxidantes. Para os estudos cinéticos, as reações foram disparadas pela adição dos 

oxidantes com excitação e emissão em λex 295 e λem 344 nm, respectivamente. 

 

3.10 Estudos de Fluorescência extrínseca 
Os estudos de fluorescência extrínseca da lisozima, ou seja, utilizando a sonda ANS 

foram realizados nas seguintes configurações: λex 378 nm e varredura de λem 410 a 600 nm. 

As fendas para excitação e emissão foram fixadas em 5 nm. Foi utilizado uma cubeta de 

quartzo de 3 mL com caminho ótico de 10 mm sob agitação magnética. A mistura da reação 

foi constituída por 5 μM lisozima e 20 μM de oxidantes em tampão fosfato 10 mM pH 7,0. 
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Após a oxidação, adicionou-se 100 μM de metionina para a supressão de oxidantes 

remanescentes e incubado por mais 5 minutos em temperatura ambiente. Após a incubação 

foram adicionados 90 μM da sonda ANS e incubado por mais 30 minutos antes da leitura. 

Para os experimentos em pH 9,2 as condições de reação foram: 50 μM de lisozima e 200 

μM de oxidantes em tampão fosfato 10 mM pH 7,0. Após a oxidação foram adicionados 1000 

μM de metionina para supressão de oxidantes remanescentes e incubados por mais 5 

minutos. Após a incubação foram adicionados 90 μM da sonda ANS e incubou-se mais 30 

minutos antes da leitura. Então a mistura da reação foi diluída 10 vezes em tampão glicina 

100 mM pH 9,2 antes da leitura. 

 

3.11 Estudos de Espalhamento de luz 
O espalhamento da luz é uma indicação da formação de agregados proteicos. Para 

realização desse experimento no espectrofluorímetro, a emissão deve ser monitorada em 

uma faixa que compreende a excitação. Para isso, a excitação foi fixada em λex 280 nm e a 

emissão varrida λem 270 nm e 300 nm. As fendas para excitação e emissão foram fixadas 

em 5 nm. Foi utilizado uma cubeta de quartzo de 3 mL com caminho ótico de 10 mm sob 

agitação magnética. A mistura da reação foi constituída por 5 μM lisozima e 20 μM oxidantes 

em tampão fosfato 10 mM pH 7,0. As medidas foram realizadas 5 minutos após a adição 

dos oxidantes. 

 

3.12 Estudos de Anisotropia 
A medida da anisotropia é uma indicação do grau de liberdade de uma molécula em 

um sistema. Para isso, os ensaios foram realizados afim de investigar a formação de 

agregados após a oxidação da lisozima pelos ácidos hipo-halosos e haloaminas. Os 

comprimentos de onda foram fixados em excitação λex 378 nm e λem 485 nm para emissão. 

As fendas para excitação e emissão foram fixadas em 5 nm. Foi utilizado uma cubeta de 

quartzo de 3 mL com caminho ótico de 10 mm sob agitação magnética. As misturas de 

reações foram constituídas por 50 μM lisozima 500 μM oxidantes em tampão fosfato 10 mM 

pH 7,0. Após a oxidação, foi adicionado 1000 μM de metionina para a supressão de resíduos 

dos oxidantes remanescentes e incubados por 5 minutos em temperatura ambiente. Na 

sequência, a mistura da reação foi diluída em tampão glicina 0,1 M pH 9,2 e então, 

adicionado 90 μM da sonda ANS e incubado por 30 minutos antes da leitura. 
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3.13 Ensaio de agregação 
A possível formação de agregados amiloidais foi avaliada por meio da sonda 

fluorescente tioflavina T. O meio de reação foi constituído por 50 μM lisozima e 200 μM 

oxidantes em tampão fosfato 10 mM pH 7,0, incubados por 30 minutos em temperatura 

ambiente sob leve agitação. Após a oxidação, foi adicionado 1000 μM de metionina para a 

supressão de resíduos dos oxidantes remanescentes e incubados por 5 minutos em 

temperatura ambiente. A mistura da reação foi diluída 20 vezes em tampão glicina 0,1 M de 

pH 9,2 contendo 10 μM de Tioflavina T e a mistura foi incubada por 15 minutos. A 

fluorescência da Tioflavina T, que é a indicação de sua ligação a agregados amiloidais foi 

mensurada como segue. A excitação foi fixada em 440 nm e a emissão varrida entre 450 

nm e 600 nm. As fendas para excitação e emissão foram fixas em 5 nm. Foi utilizado uma 

cubeta de quartzo de 3 mL com caminho ótico de 10 mm sob agitação magnética. Nos 

experimentos na presença de SDS, este composto foi adicionado (300 μM) após as reações 

de oxidação e incubado por 15 minutos antes da adição de Tioflavina T. 

 
3.14 Determinação da Concentração Relativa de Grupos Carbonílicos nas Proteínas 

A lisozima 50 μM foi incubada com 200 μM de oxidantes em 10 mM de tampão fosfato 

de sódio pH 7,0 durante 30 min a 25°C sob leve agitação. Em seguida, 1 mM de metionina 

foi adicionado ao meio de reação para remover possíveis resíduos de oxidantes e incubada 

por mais 5 min. A formação de grupos carbonílicos nas proteínas produzidas pela oxidação 

com as haloaminas ou ácidos hipo-halosos foi analisada como descrito na literatura 

anteriormente com pequenas modificações (FAGAN et al., 1999). A mistura da reação 

contendo a lisozima oxidada (0,5 mL) foi adicionado a 0,5 mL DNPH (10 mM em HCl 2 M) e 

foi incubada durante 1 hora em temperatura ambiente e agitando em intervalos de 10 

minutos. A proteína foi precipitada pela adição de 0,5 mL de TCA gelado (concentração final: 

30% P/V) e incubada em banho de gelo durante 30 minutos. A solução foi submetida à 

centrifugação a 11.000 rpm durante 10 minutos e após a centrifugação o sobrenadante foi 

descartado. A proteína precipitada foi lavada três vezes com 1 mL de uma mistura de etanol 

1:1 acetato de etila (v/v). A proteína precipitada foi então dissolvida em 0,5 mL de cloridrato 

de guanidina 6 M (preparada em 20 mM de fosfato de potássio pH 2,3) e incubada a 37 ° C 

durante 1 hora. Em seguida, a mistura da reação foi centrifugada a 11.000 rpm durante 10 

min e o teor de grupos carbonílicos formados foi determinado em espectrofotômetro (ε370 nm 

= 22.000 M-1 cm-1) e expresso em nmol/mg de proteína. 
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3.15 Determinação da Atividade Enzimática da lisozima 
A atividade da lisozima foi determinada medindo a taxa de perda na turvação de uma 

suspensão de Micrococcus lysodeikticus (ATCC 4698). As misturas reacionais foram 5 μM 

de lisozima e 20 μM de oxidantes em tampão fosfato de sódio 10 mM pH 7,0. Após a 

oxidação, 100 μM metionina foi adicionado para a supressão de oxidantes residuais e 

incubado durante 5 minutos à temperatura ambiente. Uma alíquota de 50 μL da mistura de 

reação foi adicionada a 2950 μL de uma suspensão de Micrococcus lysodeikticus (0,01% 

p/v em tampão fosfato de potássio 66 mM pH 6,24) em cubeta de quartzo de 3 mL sob 

agitação magnética a 25°C (SHUGAR et al., 1952). A taxa de decaimento da absorbância 

foi medida a 450 nm e a atividade enzimática foi mensurada em ∆A/min na parte linear da 

curva, tendo o controle como referência. 

 

3.16 Análise estatística  
A análise estatística dos resultados foi realizada pelo programa GraphPadPrism, 

aplicando-se teste t ou análise de variância (ANOVA) com comparações múltiplas e teste de 

Tukey como pós-teste, com determinação do nível de significância para p<0,05. Foram 

realizados pelo menos três experimentos independentes em triplicata. 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

4. RESULTADOS  
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4.1 Estudos da oxidação do triptofano 
 

4.1.1 Avaliação da quimiluminescência produzida durante a oxidação de triptofano 
Este trabalho teve como base estudos anteriores que demonstraram que as 

haloaminas oxidavam com eficiência, a proteína albumina e nessa reação observava-se 

emissão de luz (XIMENES et al., 2011). Este achado somado ao fato de que a oxidação de 

derivados indólicos são susceptíveis à geração de estados excitados (LAKOWICZ, 2000), 

nos levou ao estudo da oxidação do aminoácido triptofano pelos ácidos hipo-halosos e 

haloaminas. 

Iniciamos esse trabalho submetendo o aminoácido triptofano à oxidação e 

comparando a eficiência da geração de quimiluminescência quando utilizado HOCl ou HOBr. 

Os resultados apresentados na Figura 5a e 5b mostram que a oxidação promovida pelo 

HOBr foi significativamente mais eficiente na geração de luz se comparado ao HOCl. Como 

pode ser observado, trata-se de uma reação rápida, sendo necessária a utilização do 

sistema de injeção automática para não perder o início da emissão. Na Figura 5c observa-

se o estudo da variação da concentração do HOBr mantendo fixa a concentração do 

aminoácido. O máximo de emissão foi alcançado em uma relação de 1:2 (triptofano:HOBr). 

Deve-se esclarecer que a emissão de luz, embora aparentemente alta, trata-se de emissão 

classificada como ultra-fraca, sendo visível apenas em luminômetro altamente sensível. 
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Figura 5: Ensaio de quimiluminescência da oxidação do triptofano: (a, b) ácido hipobromoso (HOBr) 

versus o ácido hipocloroso (HOCl) **(p<0,01) de acordo com o teste t. A reação consistiu em 0,5 mM 

triptofano e 0,5 mM de oxidante em PBS, pH 7,4, a 25ºC. (c) Efeito da concentração de HOBr na 

emissão de luz. A concentração de triptofano foi 0,5 mM. Os resultados são apresentados como a 

média ± DP de 3 experimentos independentes. 

 

4.1.2  Estudos de fluorescência da oxidação do triptofano 

No experimento anterior o HOBr mostrou-se mais eficiente na geração de luz quando 

comparado ao HOCl. Desta forma, o próximo passo foi avaliar e comparar o perfil cinético 

de oxidação do triptofano por HOCl e HOBr. Os resultados apresentados na Figura 6a 

mostram a eficiência dos ácidos hipo-halosos na oxidação do triptofano, pois houve uma 

diminuição, praticamente instantânea, de cerca de 50% da sua fluorescência. Esse resultado 

indica que ambos os ácidos oxidam o triptofano com a mesma velocidade e com a mesma 

eficiência. 

Considerando-se que não houve diferenças no que diz respeito à eficiência e a 

velocidade de oxidação para ambos os ácidos, buscou-se então indícios na formação dos 

produtos secundários durante a oxidação. Como o triptofano é um derivado indólico e há 

relatos de que, quando oxidados, esta classe de compostos emite luminescência em cerca 

de 400 nm (XIMENES et al., 2005), procuramos indícios da formação de substância 

fluorescentes nesta região do espectro. Para isso, acompanhamos as reações monitorando 
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a fluorescência em 340/440 nm. Na Figura 6b observamos que o consumo do triptofano foi 

seguido por uma reação secundária e mais lenta quando oxidado com HOBr. Ao contrário, 

para o HOCl não se observou essa reação secundária. Esses dados sugeriram que a 

oxidação do triptofano com HOBr gera produtos secundários que são posteriormente 

oxidados pelo HOBr gerando espécies que emitem fluorescência. 

Esses achados corroboram com os dados anteriores (Figura 5a) indicando a 

possibilidade de que reações secundárias de oxidação do triptofano por HOBr podem ser as 

responsáveis pela eficiência do HOBr na geração de luz quando comparado com o HOCl. 
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Figura 6: Perfil cinético da oxidação do triptofano. Ácido hipobromoso (HOBr) versus ácido 

hipocloroso (HOCl). (a) O consumo do triptofano foi monitorado através da fluorescência intrínseca 

(λex 295 nm / λem 360 nm). (b) Formação de produtos de oxidação (λex 340 nm / λem 440 nm). A mistura 

de reação consistiu de 0,5 mM triptofano e 0,5 mM de oxidantes em PBS, pH 7,4, a 25ºC. 

 

4.1.3 Análise da oxidação de triptofano por cromatografia líquida de alta eficiência 

Os dados apresentados no experimento anterior mostraram a formação de produtos 

secundários gerados pela oxidação do triptofano por HOBr. 

Para estudar os produtos formados utilizou-se cromatografia líquida de alta eficiência 

acoplada a um detector de arranjo de fotodiodos (CLAE-DAD). As análises foram 

monitoradas em λ=254 nm. Inicialmente, foi injetado triptofano (0,5 mM) para a padronização 

do método. As condições de reação foram as mesmas utilizadas nos estudos de 

quimiluminescência. Como pode ser observado e corroborando com os resultados 

anteriores, o consumo de triptofano foi o mesmo para ambos oxidantes (Figura 6a).  

A Figura 7 traz os espectros UV-Vis dos principais produtos (picos) formados na 

oxidação do triptofano, os quais foram identificados com dados da literatura: N-

formilquinurenina (NFK), quinurenina (Kyn),1,2,3,3a,8,8a-hexahidro-3a-Hidroxipirrolo[2,3-b]-
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indol-2-ácido carboxílico (Pic), oxindolalanina (Oia) e dioxindolalanina (DiOia) (SALMINEN e 

HEINONEN, 2008). Os produtos formados para ambos os ácidos foram os mesmos, no 

entanto, na oxidação com o HOBr os picos apresentaram menor área, o que pode sugerir 

que os mesmos foram formados com menor eficiência ou oxidados ao serem formados com 

exceção do produto DiOia. Esta segunda hipótese se ajusta melhor aos resultados 

anteriores, pois somente para o HOBr foram observadas reações secundárias. 

 
Figura 7: Cromatogramas e espectros UV-Vis dos produtos de oxidação do triptofano: ácido 

hipocloroso (HOCl) versus ácido hipobromoso (HOBr). A mistura de reação foi injetada no CLAE 

após 5 minutos do início da reação. As misturas de reação consistiram em 0,5 mM de triptofano e 

0,5 mM de oxidante em PBS, pH 7,4, a 25ºC. 
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4.1.4 Estudos da oxidação de outros compostos indólicos 

Para um melhor entendimento do processo de emissão de luz durante a oxidação do 

triptofano por HOBr, realizamos estudos com outros derivados indólicos. Para isso foi 

utilizado o hormônio melatonina, o neurotransmissor serotonina e a forma acetilada do 

triptofano, ou seja, N-acetiltriptofano (Figura 8). 
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Figura 8: Estrutura dos derivados indólicos 

Fonte: ACD/ChemSKetch 

 

Os resultados da Figura 9a demonstraram que, diferente do triptofano, estas 

biomoléculas quando oxidadas não produziram emissão de luminescência. Deve-se 

enfatizar que não se trata de ausência de oxidação, pois todos os compostos foram 

eficientemente oxidados, como pode ser verificado para o N-acetiltriptofano (Figura 9b). 

Observa-se também que a oxidação do N-acetiltriptofano resultou em apenas um produto 

majoritário, o que o difere totalmente do triptofano (Figura 7). Em conjunto, esses resultados 

sugerem que a emissão de luz é dependente da presença do grupo amino livre e, 

provavelmente, as reações secundárias responsáveis pela emissão estão a ele 

relacionados. 
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Figura 9: Oxidação das biomoléculas indólicas com ácido hipobromoso. (a) emissão de luz. (b) 

cromatografia líquida de alta eficiência após a oxidação do N-acetiltriptofano: (i) N-acetiltriptofano, ii) 
oxidação do produto de N-acetiltriptofano. A reação consistiu em 0,5 mM de derivados de indólicos 

e 0,5 mM de ácido hipobromoso em PBS, pH 7,4, a 25 º C. 

 

4.1.5 Avaliação do efeito da adição de taurina e alanina na oxidação do triptofano 

A partir dos resultados precedentes, parecia evidente o envolvimento de produtos 

intermediários na geração de fluorescência e para isso o grupo α-amino precisava estar livre. 

Desta forma, estudamos o efeito de um segundo aminoácido adicionado à reação. Escolheu-

se os aminoácidos alanina e taurina. Foi utilizado o injetor automático do luminômetro para 

não perder o início das reações. Os resultados apresentados na Figura 10 mostram que a 

oxidação do triptofano por HOBr na presença de taurina resultou em um aumento 

significativo na emissão de luz. Por outro lado, a presença de alanina não alterou a eficiência 

de emissão. No contexto aqui explorado, a diferença entre alanina e taurina está na 

estabilidade das espécies intermediárias formadas. Como se sabe, enquanto a taurina 

produz haloaminas relativamente estáveis, a alanina é degradada na presença dos ácidos 

hipo-halosos (DRABIK e NASKALSK, 2001). Diferente dos resultados com HOBr, a presença 

de taurina ou alanina não causou alteração na emissão de luz quando utilizado HOCl como 

oxidante (Figura 10c). 
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Figura 10: Efeito do aminoácido adicional na emissão de luz a partir da oxidação do triptofano. (a) 

Efeitos da taurina e alanina na emissão de luz. (b) Oxidação do triptofano por HOBr na presença de 

taurina e alanina respectivamente. ***(p< 0,001) quando comparados com Trp + taurina usando 

ANOVA. (c) Oxidação do triptofano por HOCl na presença de taurina e alanina respectivamente. As 

misturas de reação consistiram em 0,5 mM de triptofano na ausência ou presença de 0,5 mM de 

alanina ou taurina e 0,5 mM dos oxidantes *(p< 0,05) quando comparado com Trp usando ANOVA. 

A reação foi desencadeada por adição dos oxidantes através do injetor automático do luminômetro. 

Os resultados são apresentados como a média ± DP de 3 experimentos independentes. 

 

4.1.6 Avaliação da quimiluminescência na oxidação de triptofano pelas haloaminas 
Os resultados dos ensaios anteriores mostraram que a formação de bromaminas 

poderiam estar envolvidas na quimiluminescência observada na oxidação do triptofano por 

HOBr. Desta forma, preparamos as haloaminas, taurina di-bromamina (Tau-NBr2) e taurina 

monobromamina (Tau-NHBr) pela mistura dos reagentes nas seguintes proporções: HOBr 

5 mM e taurina 2,5 mM que leva à formação de Tau-NBr2; HOBr 5 mM e taurina 50 mM, 

levando a formação de 90% Tau-NHBr e 10% de Tau-NBr2 e HOBr 5 mM e 500 mM de 

taurina levando a formação de Tau-NHBr (HAWKINS et al., 2008). 

A formação desses compostos foi confirmada por seus espectros de absorção na 

região do (UV). Os espectros na Figura 11 mostram a diferença entre a Tau-NBr2 (banda 
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centrada em 241 nm) e Tau-NHBr (288 nm) e a mistura de ambas as formas (HAWKINS et 

al., 2008). Após a confirmação da síntese dos compostos utilizamos a equivalência molar de 

1:1 triptofano:oxidantes para as reações de oxidação. Os resultados das oxidações 

demonstraram que Tau-NBr2 foi o mais eficiente na emissão de luz a partir da oxidação de 

triptofano. No entanto, Tau-NHBr que possui um excesso de taurina na sua composição não 

foi um promotor eficiente na geração de luz quando comparado com Tau-NBr2 e HOBr. 
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Figura 11: Quimiluminescência da oxidação do triptofano: haloaminas x HOBr. a) espectro na região 

do ultravioleta de Tau-NHBr (i), (b) Tau-NHBr + Tau-NBr2, (ii) (c) Tau-NBr2 (iii) (d, e) 
quimiluminescência da oxidação do triptofano. A reação foi desencadeada por adição dos oxidantes. 

**(p<0,01) quando comparado com (i), ***(p<0,001) quando comparados com todos os outros grupos 

usando ANOVA. As misturas reacionais consistiram em: 0,5 mM de triptofano e 0,5 mM dos 

oxidantes. Os resultados são apresentados como a média ± DP de 3 experimentos 

independentes. 
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4.1.7 Avaliação da quimiluminescência na oxidação de resíduos de triptofano na 
proteína albumina bovina 

Tendo em vista todos os dados obtidos sobre a emissão de luz na oxidação do 

triptofano pelas haloaminas e seus precursores, nos propomos a estudar as oxidações de 

resíduos de triptofano em proteínas. Desta forma escolhemos inicialmente a albumina bovina 

que possui dois resíduos de triptofano (Trp-134 e Trp-213) (MORIYAMA et al., 1996). Os 

resultados obtidos na Figura 12 confirmaram os estudos anteriores pois, de fato, o HOBr e 

principalmenteTau-NBr2 foram mais eficientes na geração de luz quando utilizados como 

oxidantes de resíduos de triptofano. 
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Figura 12: Quimiluminescência da oxidação da albumina bovina. A mistura reacional consistiu em 

50 µM de albumina e 2 mM dos oxidantes. A reação foi desencadeada pela adição de oxidante 

através do injetor do luminômetro. 

 

4.1.8 Proposta de mecanismo para a oxidação do triptofano  
Após a identificação dos produtos secundários na Figura 7 (item 4.1.3, p. 49) gerados 

através da oxidação do triptofano pelo HOBr, foi possível montar uma proposta para a 

formação desses produtos. Ficou evidente pelo cromatograma que o intermediário DiOia 

estava aumentado após a oxidação do triptofano pelo HOBr. Esse fato não ocorreu na 

oxidação do triptofano pelo HOCl. Esses indícios levaram a acreditar que esse intermediário 

é o responsável pela emissão de luz. 

 Formação do produto Oia. O HOBr faz um ataque no anel indólico do triptofano 

gerando-se as espécies intermediárias •HO−Br+, posteriormente ocorre o rompimento dessa 

ligação saindo −OH•. A molécula de água faz um ataque nucleofílico no intermediário de 

reação liberando um próton. No intermediário formado ocorre a eliminação de HBr formando-

se o tautômero com equilíbrio cetoenol oxindolalanina (Oia). 
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 Formação do produto Pic. O HOBr faz um ataque no anel indólico do triptofano, 

ciclizando e formando um anel de três membros com o Br+, O Nitrogênio faz um ataque no 

carbono C+ rompendo o ciclo. O •HO faz um ataque nucleofílico no C+ liberando o íon 

brometo e formando o intermediário 1,2,3,3a,8,8a-hexahidro-3a-Hidroxipirrolo[2,3-b]-indol-

2-ácido carboxílico (Pic). 

 Formação do produto NFK e Kyn: O HOBr faz a abstração de um H+ formando uma 

espécie radicalar. O radical sofre oxidação formando um anel de quatro membros. Assim 

com o deslocamento da nuvem eletrônica para o nitrogênio radicalar rompe-se a ligação 

dioxi do anel levando a formação da N-formilquinurenina (NFK). A N-formilquinurenina sofre 

a eliminação de um ácido gerando a quinurenina (Kyn). 

 Formação do produto DiOia: Após ocorrer a formação do intermediário Oia, o mesmo 

sofre uma oxidação formando um radical, que sofre outra oxidação levando à formação do 

dioxindolalanina (DiOia). 

 
Figura 13: Proposta do mecanismo de oxidação do triptofano pelo HOBr. 

 

 
 
 



57 

4.2 Estudos da oxidação da lisozima 
 
4.2.1 Avaliação da fluorescência intrínseca na oxidação de lisozima 

Como demonstrado no item anterior, HOBr e suas haloaminas Tau-NBr2 e Tau-NHBr, 

se comportaram de modo significativamente diferente no que diz respeito a oxidação de 

triptofano livre, ou mesmo como um resíduo em albumina. Tendo isso como ponto de partida, 

somado ao fato de que a lisozima é uma proteína útil para os estudos de formação de 

agregados amiloidais e também por possuir seis resíduos de triptofano, resolvemos estudar 

como a sua oxidação afetaria suas características estruturais. 

Primeiramente, o estudo focou-se na fluorescência intrínseca da lisozima, que é 

resultado dos seus seis resíduos de triptofano. Na Figura 14a apresentamos o perfil cinético 

de depleção da fluorescência intrínseca da lisozima quando oxidada pelos ácidos hipo-

halosos e haloaminas. Utilizando um excesso molar de apenas 4 vezes de Tau-NHBr ou 

Tau-NBr2 em relação a lisozima, já foi suficiente para depleção quase completa da banda de 

fluorescência. Por outro lado, HOCl e HOBr provocaram uma depleção de apenas 40% e 

50% (Figura 14a e 14b). Além da diferença na eficiência da reação, foi observado que as 

reações com Tau-NHBr e Tau-NBr2 eram mais lentas se comparado ao HOBr e HOCl, que 

instantaneamente depletaram o triptofano (Figura 14c). A reação com Tau-NHCl com 

lisozima causou apenas uma pequena diminuição na fluorescência, demonstrando ser um 

fraco oxidante.  
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Figura 14: Depleção da banda de emissão do triptofano a) Depleção da fluorescência intrínseca da 

lisozima pelos ácidos hipo-halososo e haloaminas b) Oxidação relativa de lisozima pelos ácidos-

halosos e haloaminas. ***(p<0,001) quando comparados com o Controle ou conforme indicado. c) 

Cinética de oxidação da lisozima e depleção da fluorescência intrínseca. As reações consistiram em 

5 μM de lisozima e 20 μM de oxidantes em tampão de fosfato 10 mM, pH 7,0 em 25°C. Os espectros 

foram realizados em cinética de 5 minutos após a adição dos oxidantes (λex 295 nm / λem 344 nm). 

Os resultados são apresentados como a média ± DP de 3 experimentos independentes. 

 

4.2.2  Estudos de inibição da atividade enzimática da lisozima 
A lisozima é uma enzima extremamente importante no organismo humano tendo 

como principais funções: a atividade antimicrobiana e a atividade na resposta imune inata 

em processos infecciosos e inflamatórios (SWAMINATHAN et al., 2011). Os dados 

anteriores demonstraram indícios de seletividade das haloaminas na oxidação de 

resíduos de triptofano em proteínas. Partindo do pressuposto que o sítio ativo da lisozima 

contém três resíduos de triptofano (Trp 62, Trp 63 e Trp 108) e que os mesmos são 

essenciais para a sua atividade, avaliou-se então o efeito das oxidações causadas pelas 
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haloaminas e ácidos hipo-halosos na sua atividade enzimática. Neste ensaio, após a 

oxidação, a lisozima foi incubada com M. lysodeikticus e a sua atividade foi medida pela 

taxa de diminuição da absorbância a 450 nm, que é uma consequência da hidrólise das 

ligações glicosídicas ß-1,4, entre o ácido N-acetilmurâmico e a N-acetilglucosamina na 

parede bacteriana e a diminuição da turvação do meio. Na Figura 15a foi possível 

observar o efeito da oxidação na cinética de hidrólise das ligações glicosídicas. Mais uma 

vez, uma diferença significativa entre os oxidantes foi observada, Tau-NHBr e Tau-NBr2 

foram mais eficazes como inibidores da atividade enzimática do que os ácidos 

precursores HOCl e HOBr. Esse fato se deve pela seletividade das haloaminas aos sítios 

de triptofano que estão localizados no sitio ativo da lisozima. 
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Figura 15: Inibição da atividade enzimática de lisozima provocado pela oxidação com os ácidos hipo-

halosos e haloaminas: a) cinética de hidrólise das ligações glicosídicas na ausência e na presença 

de oxidantes b) perda relativa de atividade enzimática. *(p<0,05) quando comparado com Lys + 

HOCl, **(p<0,01) e ***(p<0,001) quando comparado com Lys ou conforme indicado usando ANOVA.  

As misturas reacionais consistiram em 5 µM de lisozima e 20 µM de oxidantes em tampão de fosfato 

10 mM, pH 7,4 a 25°C. Os resultados são apresentados como a média ± DP de 3 experimentos 

independentes. 

 

4.2.3 Avaliação da concentração relativa de grupos carbonílicos  
Além de oxidar resíduos de triptofano, é sabido que ácidos hipo-halosos oxidam 

proteínas levando à formação de grupos carbonílicos. Os produtos carbonílicos são 

formados quando ocorre fragmentação das cadeias laterais e oxidação dos aminoácidos 

treonina, prolina, arginina e lisina (BERLETT e STADTMAN, 1997). Por esta razão 

estudamos a sua formação em nossos modelos de oxidação. 
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Os resultados apresentados na Figura 16 demonstram que Tau-NHBr foi menos 

eficaz na geração de grupos carbonílicos. Diferentemente de Tau-NHBr, a Tau-NBr2 e o seu 

precursor HOBr mostraram-se potentes geradores de grupos carbonílicos. Esses dados já 

eram esperados uma vez que a reação de HOBr com proteínas pode resultar na formação 

desses produtos (SHARMA e ROKITA, 2012). Como esperado, e observado nos 

experimentos, a Tau-NHCl não foi um bom oxidante, não gerando grupos carbonílicos 

diferentemente de seu precursor HOCl que assim como o HOBr é um forte indutor de grupos 

carbonílicos. 
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Figura 16: Produção de grupos carbonílicos na oxidação da lisozima. As reações consistiram em 50 

μM de lisozima e 200 μM de oxidantes em tampão fosfato 10 mM, pH 7,0 a 25°C. Os grupos 

carbonílicos foram mensurados como derivados de hidrazona em DNPH e expressos em nmol/mg 

de proteína. *(P<0.05), **(P<0.01) e ***(P<0.001) quando comparados com Lys ou conforme indicado 

usando ANOVA. Os resultados são apresentados como a média ± DP de 3 experimentos 

independentes. 

 

4.2.4 Avaliação de alterações estruturais por espalhamento de luz e fluorescência de 
ANS 

Após a oxidação da enzima com os ácidos hipo-halosos, verificou-se que visualmente 

havia turvação do meio reacional. Esses dados indicaram a agregação da lisozima. Para as 

haloaminas não foi observado visualmente qualquer tipo de alteração. Os resultados 

apresentados na Figura 17 mostraram as alterações espectrais causadas pelas haloaminas 

e ácidos hipo-halosos após a oxidação da proteína. As misturas reacionais consistiram em 

5 μM lisozima e 20 μM oxidantes em tampão fosfato 10 mM, pH 7,0 a 25°C. A oxidação da 
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proteína foi monitorada através das alterações na banda centrada em 280 nm no UV-Vis, 

com espectros sequenciais a cada minuto. As Figuras 17a e 17b mostram que a adição das 

haloaminas provocou uma diminuição na banda centrada em 280 nm. Para o HOBr foi 

observado um aumento na linha de base devido ao desenvolvimento de turbidez no meio de 

reação. Na Figura 17c demonstrou-se o espalhamento de luz quando a amostra é excitada 

em 280 nm e emissão varrida na faixa 270-300 nm (espalhamento Rayleigh). Assim foi 

possível observar que a oxidação da proteína por HOCl e por HOBr resultou numa alteração 

significativa na estrutura da proteína indicando a formação de agregados. Para as 

haloaminas, Tau-NHBr e Tau-NBr2 isso não ocorreu, embora os resíduos de triptofano 

tenham sido oxidados com maior eficiência. 
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Figura 17: Depleção da banda intrínseca no UV-vis de lisozima e espalhamento de luz.  a) oxidação 

de lisozima por Tau-NHBr b) oxidação de lisozima por HOBr c) espalhamento de luz da lisozima 

após a oxidação. As misturas reacionais consistiram em 5 μM lisozima e 20 μM oxidantes em tampão 

fosfato 10 mM, pH 7,0 a 25°C. Os espectros foram realizados em intervalos de 1 min. 
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As alterações estruturais da lisozima foram também estudadas no contexto de 

exposição de sítios hidrofóbicos após a oxidação. Para isso os estudos foram realizados 

utilizando a sonda fluorescente ANS que se caracteriza pelo aumento na eficiência da 

fluorescência quando está em contato com sítios hidrofóbicos em proteínas. Para 

garantirmos que não havia excesso de oxidantes no meio reacional, adicionamos o 

aminoácido metionina para agir como supressor dos oxidantes em excesso e assim prevenir 

que a sonda seja oxidada. 

Inicialmente estes estudos foram realizados em pH 7,0 como utilizado em todos os 

experimentos anteriores. No entanto a lisozima se mostrou pouco sensível à presença de 

ANS neste pH. Por esta razão, os experimentos foram iniciados em pH 9,2 pois tínhamos 

indicações de que neste pH essa proteína era mais susceptível a sondas fluorescentes. 

Como pode ser observado, em pH alcalino houve, de fato, um aumento na eficiência da 

fluorescência (Figuras 18a e 18b). 

Os resultados apresentados na Figura 18 mostram ainda uma diferença significativa 

na fluorescência após oxidação, sendo que a Tau-NBr2 causou uma alteração mais 

significativa na fluorescência do ANS. Pode-se ainda observar um deslocamento das bandas 

de fluorescência para regiões de menor comprimento de onda, o que sugere a exposição da 

sonda ANS a sítios hidrofóbicos na proteína após a oxidação com as haloaminas. Esse 

fenômeno pode ser chamado de “Blue Shift” (HAWE et al., 2008). 



63 

400 450 500 550 600
0

5

10

15
Lys
Lys + HOCl
Lys + HOBr
Lys + Tau-NHBr
Lys + Tau-NBr2

a)

Comprimento de onda (nm)

Fl
uo

re
sc

ên
ci

a 
A

N
S

 (
R

FU
)

400 450 500 550 600
0

10

20

30

40

50

Lys + Tau-NHBr

Lys + Tau-NBr2

Lys + HOCl

Lys + HOBr

Lys

b)

Comprimento de onda (nm)

A
N

S
 F

lu
o

re
sc

en
ce

 (
R

F
U

)

Lys

Lys
 + HOCl

Lys
 + HOBr

Lys
 + Tau-N

HBr 2

Lys
 + Tau-N

Br
0

10

20

30

40

50

c)

***

***

*** ***

***

***

Fl
uo

re
sc

ên
ci

a 
AN

S 
(R

.F
.U

)

 
Figura 18: Aumento da fluorescência do ANS na lisozima provocada pela oxidação: a) medidas em 

tampão glicina pH 7,0 b) medidas em tampão glicina pH 9,2. c) efeitos da sonda ANS em pH 9,2 na 

oxidação da lisozima ***(p<0,001) quando comparados com Lys ou conforme indicado usando 

ANOVA. As misturas reacionais consistiram em 5 μM de lisozima, 20 μM e 90 μM de ANS em tampão 

fosfato 10 mM pH 7,0. Os resultados são apresentados como a média ± DP de 3 experimentos 

independentes. 

 

4.2.5 Avaliação da anisotropia de fluorescência da lisozima oxidada 
Considerando os resultados acima e que demonstravam que havia a formação de 

agregados quando a lisozima era oxidada, foi realizado experimentos com o intuito de avaliar 

a alteração na anisotropia de fluorescência do meio. As medidas de anisotropia podem 

indicar, além de outras propriedades, uma medida da dimensão molecular, pois estruturas 

poliméricas ou agregados, que é o caso, possuem maior dificuldade de rotacionar no meio 

e, portanto, maior anisotropia. 
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Os resultados apresentados na Figura 19 confirmaram os ensaios de espalhamento 

de luz feitos anteriormente, pois a oxidação por HOCl e HOBr foi significativamente mais 

eficaz na promoção da agregação da lisozima o que acarretou no aumento de anisotropia 

do sistema. 
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Figura 19: Aumento da anisotropia lisozima-ANS provocado pela oxidação ***(P<0.001) quando 

comparados com todos os grupos usando ANOVA. As misturas reacionais consistiram de 5 µM de 

lisozima, 20 µM de oxidantes e 90 µM ANS em pH 9,2. Os resultados são apresentados como a 

média ± DP de 3 experimentos independentes. 

 

4.2.6 Verificação da formação de fibras amiloidais: Tioflavina T 
A agregação de uma proteína pode ser um indício da formação de fibras amiloidais. 

Um método para detecção da presença de fibras amiloidais é o aumento de fluorescência 

da sonda Tioflavina T, a qual possui elevada afinidade por fibras amiloidais em proteínas e 

resulta em um aumento de sua fluorescência quando ligada as mesmas (MOOSAVI-

MOVAHEDI et al., 2007). 

Para maior certeza da formação dessas fibras, foi reproduzido um método utilizado 

para induzir a formação desses agregados amiloidais em proteínas. Trata-se da incubação 

da proteína com o agente desnaturante SDS em pH alcalino (JAIN et al., 2011). O resultado 

apresentado na Figura 20a mostra o aumento da fluorescência da Tioflavina-T quando a 

lisozima foi incubada com SDS. 

Assim, tendo em mãos estes controles experimentais, passamos aos estudos, onde 

a proteína foi inicialmente oxidada nas diferentes condições aqui empregadas e então diluída 
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em tampão pH 9,2 e adicionado Tioflavina T. Na Figura 20, observamos que a oxidação 

prévia da lisozima também causou um aumento na fluorescência de Tioflavina T, o que é um 

indicativo da formação de fibras amiloidais. O resultado mais significativo foi obtido com a 

oxidação com HOCl seguido de HOBr. Estes resultados coincidem com aqueles obtidos nos 

ensaios de espalhamento de luz e anisotropia. 
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Figura 20: Espectros de emissão de fluorescência de Tioflavina T: a) efeito do SDS sobre a lisozima 

em pH 9,2. b) efeito do SDS sobre a lisozima oxidada com os ácidos HOCl e HOBr e as haloaminas 

Tau-NHBr e Tau-NBr2 em pH 9,2. c) efeito na fluorescência de Tioflavina T na lisozima quando 

oxidada em pH 9,2. ***(P<0.001) quando comparado os outros grupos usando ANOVA. As reações 

foram feitas com 50 µM de lisozima para 200 µM de oxidantes em tampão fosfato 10 mM pH 7,0, 

incubados por 30 minutos em temperatura ambiente sob leve agitação. 

 

Em um segundo conjunto de experimentos, foi analisado como a adição de SDS 

poderia alterar a fluorescência da Tioflavina T em uma amostra de lisozima já oxidada. Os 
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resultados apresentados na Figura 21a e 21b mostraram a banda de florescência antes e 

depois da adição de SDS, respectivamente. Como pode ser observado, a oxidação por Tau-

NHBr impediu parcialmente que a adição de SDS provocasse um aumento significativo na 

fluorescência da Tioflavina T, o que sugere uma inibição na formação do agregado amiloidal. 
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Figura 21: Efeito de SDS sobre o espectro de emissão de fluorescência de Tioflavina T a) Oxidação 

de lisozima por HOCl e Tau-NHBr na formação de fibras amiloides. b) Adição de SDS após a 

oxidação. A lisozima foi oxidada a pH 7,0 e diluiu-se 10 vezes em tampão de glicina a pH 9,2 com 

300 µM de SDS. 

 



 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

5. DISCUSSÃO 
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5.1 Estudos da oxidação do triptofano  
A emissão ultra-fraca de luz através da oxidação de biomoléculas pode ser 

considerada uma ferramenta importante na análise de oxidações endógenas e exógenas. 

Moléculas indólicas estão presentes em todos os organismos vivos, como exemplo: 

triptofano em proteínas, serotonina como neurotransmissor e melatonina como neuro-

hormônio. Essas moléculas participam de diversas reações no organismo, podendo ser 

oxidadas principalmente por espécie reativas de oxigênio (EROs). Essas reações 

merecem uma atenção especial, pois são frequentemente associadas a processos 

quimiluminescentes. Diversos exemplos podem ser citados, tais como: oxidação de 

melatonina catalisada por peroxidases (SILVA et al., 2000) oxidação de triptofano por 

HOCl (ASPÈE et al., 2002), peroxinitrito (POLLET et al., 1998) e oxigênio singlete 

(ALARCON et al., 2007). 

Para compreender melhor as diferentes características químicas entre os ácidos 

hipo-halosos HOCl e HOBr, foi necessário entender que são potentes oxidantes 

endógenos e ambos foram capazes de oxidar grupos indólicos (XIMENES et al.,2005). 

Nesta tese, foram utilizadas técnicas de fluorescência e quimiluminescência para avaliar 

a oxidação do triptofano. Assim, o triptofano foi instantaneamente oxidado por ambos 

oxidantes HOCl e HOBr. No entanto, observou-se apenas um consumo parcial do 

triptofano, o qual pode ser facilmente explicado, uma vez que o produto primário oxidado 

pode ser oxidado posteriormente, resultando em vários outros produtos. Desta forma, 

pode-se sugerir que a emissão de luz está relacionada com a formação de produtos 

secundários após a oxidação do triptofano. Esse fato não é novo, foi descrito 

anteriormente que a oxidação do triptofano pelo radical hidroxil gerava produtos 

secundários (ROSÁRIO et al., 2003). Análise dos produtos formados após a oxidação do 

triptofano pelos ácidos hipo-halosos mostrou uma diferença significativa entre os ácidos. 

Os produtos de oxidação identificados tendo como base resultados semelhantes descritos 

na literatura foram: N-formilquinurenina, quinurenina, oxindolalanina e 1,2,3,3a, 8,8a-

hexa-hidro-3a-hidroxipirrolo [2,3-b] indol-2-carboxílico (SALMINEN e HEINONEN, 2008). 

Esses produtos foram diminuídos pelo HOBr como oxidante ou quando o HOBr foi 

adicionado na reação após a oxidação por HOCl. Estes resultados indicaram que a maior 

eficiência na emissão de luz pode estar relacionada com a oxidação destes compostos. 

Verificou-se também um aumento do composto DiOia após a adição do HOBr na reação 

de oxidação do HOCl. Através desses dados foi possível propor que o composto DiOia foi 

o responsável pela emissão de luz. Assim, também foi demonstrado que a velocidade de 
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formação da reação secundária foi coincidente com a cinética da emissão de luz, quando 

utilizado HOBr. 

Os estudos de luminescência com as biomoléculas análogas do triptofano 

(melatonina, N-acetiltriptofano e serotonina) demonstraram que existe a necessidade do 

grupo α-amino estar livre para que ocorra uma maior eficiência na emissão de luz. Essas 

biomoléculas possuem o grupo α-amino bloqueado o que foi preponderante para que não 

ocorresse a emissão de luz. Está bem relatado na literatura que as cloraminas são 

oxidantes brandos quando comparados com HOCl, e assim, a formação deste tipo de 

intermediário provavelmente implica numa baixa reatividade das moléculas frente ao 

triptofano. Inversamente, as bromaminas são significativamente mais reativas do que as 

cloraminas (XIMENES et al., 2011), e assim, a sua produção implica em maior eficiência 

na formação de reações secundárias. De acordo com este conceito, a emissão de luz era 

ainda mais eficiente utilizando Tau-NHBr e Tau-NBr2 como oxidantes, e ao contrário das 

bromaminas a oxidação do triptofano por Tau-NHCl foi completamente ineficaz na 

emissão de luz. 

Ficou evidente nos experimentos de luminescência que o grupo α-amino livre 

estava envolvido com a formação de reações secundárias. Essa afirmação ficou ainda 

mais clara quando a forma acetilada do triptofano, o N-acetiltriptofano foi oxidada, pois foi 

possível observar através de cromatografia líquida de alta eficiência a formação de um 

produto majoritário comprovando a não ocorrência de reações secundárias. Esses dados 

nos levaram a fazer a seguinte pergunta: Por que a formação das bromaminas estava 

envolvida na emissão de luz? Uma proposta plausível seria o envolvimento de radicais 

livres na homólise da ligação N-Br. De fato, a emissão de luz gerada após a oxidação do 

triptofano com HOCl pode ser atribuída a reações secundárias mediadas por cloraminas 

(ASPEE e LISSI, 2002).  

A maior reatividade das bromaminas na oxidação do grupo α-amino também pode 

explicar as oxidações subsequentes. Um desses compostos é oxindolalanina, a sua 

ausência após oxidação por HOBr sugere a sua conversão em DiOia. Os estudos 

relacionados com a adição da taurina no meio reacional mostraram um aumento na 

emissão de luz. Esses dados também podem ser explicados levando em conta o 

envolvimento de radicais livres como espécies intermediárias de reação responsáveis 

pela emissão de luz. 

O aminoácido triptofano também foi oxidado como resíduo em proteína. A proteína 

albumina bovina foi oxidada com os ácidos hipo-halosos e haloaminas e também foi 
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verificado um aumento significativo na emissão de luz quando a albumina bovina foi 

oxidada com Tau-NBr2. 

 

5.2 Estudos de oxidação da lisozima  

O dano oxidativo em proteínas está envolvido com inúmeras doenças inflamatórias 

e degenerativas (GARCIA et al., 2012) Em processos inflamatórios e infecciosos a 

ativação da resposta imune inata libera uma gama de moléculas oxidantes no organismo 

e entre essas moléculas estão os ácidos hipo-halosos HOCl e HOBr. Em altas 

concentrações esses agentes oxidantes podem causar danos em proteínas oxidando 

vários aminoácidos entre eles estão: cisteína, metionina, tirosina e triptofano 

(SZUCHMAN-SAPIR et al., 2010). Neste contexto, muitas evidências apontam a oxidação 

do triptofano como um biomarcador de oxidação em proteínas, sendo possível 

desenvolver métodos imunológicos para avaliar essa alteração e sua correlação com 

doenças inflamatórias e degenerativas (EHRENSHAFT et al., 2009). Alguns oxidantes 

endógenos apresentam seletividade em relação à oxidação de triptofano em proteínas. 

Este é o caso do ácido hipotiocianoso (HOSCN), que é produzido pela oxidação do ânion 

tiocianato (SCN), por meio de catálise da enzima mieloperoxidase (MPO) de neutrófilos 

ou peroxidase eosinofílica (EPO) de eosinófilos (HAWKINS et al., 2008). Assim como o 

ácido hipotiocianoso tem afinidade pela oxidação de resíduos de triptofano, foi 

demonstrado recentemente que a haloamina Tau-NHBr apresentou seletividade para a 

oxidação de resíduos de triptofano na proteína albumina bovina (XIMENES et al, 2011). 

Nesta tese, obtivemos evidências de que resíduos de triptofano na proteína 

lisozima também são preferencialmente oxidados por Tau-NHBr. Entretanto, Tau-NBr2 

também foi eficaz na oxidação do triptofano na proteína. Isto é relevante uma vez que 

Tau-NBr2 é produzida sem excesso de taurina e pode ser facilmente produzida em sítios 

inflamatórios, onde existe uma grande concentração de neutrófilos e/ou eosinófilos, que 

são fontes importantes de HOBr e taurina (BEHE et al., 2007). Os ácidos hipo-halosos 

apresentaram uma cinética de oxidação mais rápida na depleção da fluorescência do 

triptofano quando comparado com as haloaminas e isso reflete na baixa eficácia dos 

ácidos hipo-halosos em relação à seletividade apresentada pelas haloaminas nos sítios 

de triptofano. As haloaminas Tau-NHBr e Tau-NBr2 foram mais eficazes como inibidores 

da atividade enzimática da lisozima, quando comparado com os ácidos precursores HOCl 

e HOBr. A redução no decaimento da turvação indica comprometimento na atividade da 

enzima e evidencia a hidrólise das ligações glicosídicas ß-1,4, entre o ácido N-acetil 
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murâmico e a N-acetilglucosamina na parede bacteriana do M. lysodeikticus provocados 

pelas bromaminas. Esses dados confirmaram a seletividade das haloaminas por resíduos 

de triptofano, uma vez que, os resíduos Trp 62, Trp 63 e Trp 123 fazem parte do sítio ativo 

da enzima e estão diretamente envolvidos na ligação da enzima aos seus substratos 

(WIERZCHOWSKI, 1997). KURODA e colaboradores (1975) demonstraram que oxidação 

de Trp 62 pelo ozônio levou à formação do derivado N-formilquinurenina e também 

provocou a inativação da enzima. Esse produto apresentou uma banda UV-vis centrada 

em 322 nm. Essa banda também foi visível quando a lisozima foi oxidada com 

bromaminas, o que não ocorreu com os ácidos hipo-halosos. 

A formação de produtos carbonílicos está relacionada à fragmentação das cadeias 

laterais e oxidação dos aminoácidos treonina, prolina, arginina e lisina (BERLETT e 

STADTMAN, 1997). Neste contexto, os produtos carbonílicos formados na lisozima estão 

ligados principalmente à oxidação dos grupos α-aminos, onde os ácidos HOCl e HOBr 

são mais eficazes na promoção da oxidação quando comparados com as haloaminas 

(HIMMELFARB et al., 2000). A diferença entre os ácidos hipo-halosos e as bromaminas 

no que diz respeito à oxidação também teve efeito sobre a estrutura da lisozima. Os ácidos 

provocaram forte agregação na proteína, que foi evidenciado pelo desenvolvimento de 

turbidez, espalhamento de luz e anisotropia. Os estudos de turbidez demonstraram que a 

oxidação da lisozima pelo HOBr desenvolveu turbidez, esse achado é um indicativo da 

formação de agregados. A formação de agregados também foi observada através dos 

experimentos de espalhamento de luz. A oxidação da lisozima causou um aumento no 

espalhamento de luz para HOCl e HOBr e não ocorreu para as haloaminas. 

Para confirmar os resultados de espalhamento de luz e turbidez foi utilizado a 

sonda ANS.  A sonda ANS se liga a proteínas em ambientes apolares aumentando a 

intensidade da fluorescência provocando o deslocamento da banda para o azul do 

espectro “blue shift” e essas alterações ocorrem por conta do desdobramento da proteína 

e a exposição dos sítios hidrofóbicos. (HAWE et al., 2008). A oxidação da proteína pelas 

bromaminas também produziu fortes diferenças em relação à emissão de fluorescência 

da sonda ANS. A lisozima também foi oxidada em tampão glicina pH 7,0 e nesse pH 

demonstrou pouca sensibilidade a sonda ANS (HUNG et al., 2010). Assim a proteína foi 

oxidada pelas bromaminas em tampão glicina pH 9,2 e os resultados revelaram um 

aumento significativo na fluorescência da sonda ANS, efeito esse não observado na 

oxidação da proteína com os ácidos precursores. 
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Esta diferença entre os ácidos e as haloaminas foi similar ao processo de 

desdobramento da lisozima mediada pelo aumento do pH (HAMEED et al., 2007). Em pH 

12,75 a lisozima assumiu um estado de molten globule que possui alta afinidade pela 

sonda ANS. No entanto, em pH 13,2 a proteína se desdobrou totalmente e assim a sua 

afinidade pelo ANS foi diminuída (HAWKINS et al., 2008) Desta forma, a diminuição da 

fluorescência do ANS para a lisozima oxidada com os ácidos hipo-halosos poderia estar 

relacionada com um grau maior de desdobramento da proteína em relação à oxidação 

mais suave provocada pelas bromaminas. Assim, foi utilizado a lisozima nativa para a 

realização dos experimentos. Esse controle indicou uma menor fluorescência da sonda e 

essa característica foi relacionada a não exposição dos grupos hidrofóbicos que estavam 

internalizados na enzima, uma vez que a mesma possui uma estrutura dobrada e 

compacta. Os agregados formados através da oxidação da lisozima pelos ácidos hipo-

halosos HOCl e HOBr apresentaram propriedades espectroscópicas que sugeriram a 

formação de fibras amiloides. Dados semelhantes já haviam sidos descritos na literatura. 

Pesquisadores demonstraram que a oxidação das proteínas lisozima e STI (inibidor de 

tripsina de soja) foram submetidas à oxidação com o HOBr e esse estudo demonstrou 

que baixas concentrações molares de HOBr podem levar a inativação de ambas enzimas 

assim como, resultar na formação de agregados amiloidais (HAWKINS e DAVIES, 2005a). 

As fibras amiloides têm como característica grande concentração de folhas β. As 

folhas β das cadeias laterais possuem resíduos de aminoácidos orientadas 

alternadamente para um e outro lado da folha-β. Esse arranjo é mantido ao longo das 

folhas-β paralelas e anti-paralelas. Na estrutura fibrilar, as cadeias laterais das diferentes 

faces da folha-β, formam canais com orientação paralela ao eixo principal da fibra amilóide 

e perpendicular às cadeias β (SALEMME, 1983). A largura desses canais é estimada em 

cerca de 6,5 a 6,95 angstrom (SALEME, 1983). Sabendo-se desses dados utilizou-se a 

sonda Tioflavina T para a detecção das fibras amiloides. A sonda Tioflavina T se posiciona 

nos canais da folha -β com o seu eixo maior paralelo ao eixo das fibras (KREBS et al., 

2005). Assim, o aumento de fluorescência da Tioflavina T observado na presença de 

fibras amilóides, não se deve à ligação regular das moléculas da sonda, mas sim à 

limitação do espaço físico disponível para a Tioflavina T e consequente restrição da sua 

dinâmica molecular. Desta forma, a oxidação da lisozima utilizando os ácidos hipo-

halosos mostrou um aumento na emissão da fluorescência da Tioflavina T quando as 

fibras foram excitadas em 440nm e esse dado indicou a formação das fibrilas amiloides. 

No entanto, com as haloaminas a banda de emissão de fluorescência da sonda em 485 
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nm foi menos intensa, quando comparada com os ácidos. Então surgiu a seguinte 

pergunta: Por que a oxidação dos sítios de triptofano na lisozima pelas bromaminas eram 

menos eficazes na formação de agregados amiloidais? Uma possível explicação reside 

na necessidade do aminoácido triptofano fazer interações proteína-proteína. Sabe-se 

que, o triptofano é o resíduo predominante em (21%) dos locais que promovem as 

associações de proteína-proteína, e isso corrobora com a facilidade do triptofano formar 

interações π com grupos aromáticos (BOGAN e THORN, 1998). Esta propriedade do 

triptofano foi sugerida como um possível efeito inibitório que a ciclodextrina desenvolve 

sobre a formação de agregados amiloidais induzidas pelo agente surfactante SDS na 

lisozima. Ao limitar este aminoácido, a ciclodextrina impede a interação entre os resíduos 

de triptofano, bloqueando assim a interação de algumas regiões hidrofóbicas da lisozima 

responsáveis pela agregação (MOOSAVI-MOVAHEDI et al., 2007). Desta forma, o 

consumo dos resíduos de triptofano na lisozima pelas bromaminas poderia impedir 

parcialmente a sua agregação. Este fato foi visualizado nos experimentos de indução de 

agregação utilizando o agente surfactante SDS. As bromaminas impediram parcialmente 

a formação de fibras amiloidais, ao contrário do que ocorreu com os ácidos precursores. 

Como descrito anteriormente, a lisozima tem um papel importante na 

imunomodulação (VALISENA et al., 1996). O nível de lisozima no escarro é 

significativamente diminuído em pacientes com DPOC e pode contribuir para a 

persistência bacteriana nestes pacientes (PARAMESWARAN et al., 2011). As células do 

sistema imune, os neutrófilos e os eosinófilos desempenham papel importante em 

doenças pulmonares tais como: asma e DPOC (BAFADHEL et al., 2012). Essas células 

tornam o ambiente favorável para a formação das bromaminas Tau-NHBr, Tau-NBr2. 

Assim, a inibição da lisozima por esses oxidantes pode representar uma via na progressão 

das doenças pulmonares. Nesta tese, demonstramos que Tau-NHBr e Tau-NBr2 foram 

significativamente mais eficazes do que os ácidos precursores HOCl e HOBr como 

inibidores da atividade enzimática da lisozima. Em síntese, foi demonstrado nessa tese 

que a oxidação da lisozima pelos ácidos hipo-halosos e bromaminas pode representar 

uma nova via nas alterações das propriedades biológicas e funções da proteína. As 

capacidades de Tau-NHBr e particularmente Tau-NBr2 como inibidores da atividade 

bactericida da lisozima pode representar uma nova via para a exacerbação da infecção 

pulmonar, uma vez que os leucócitos são fontes ricas em taurina e HOBr. Por outro lado, 

a oxidação da lisozima por um pequeno excesso de oxidantes, uma condição que, 
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também pode ser encontrada em processos inflamatórios podendo representar uma nova 

via para a iniciação da agregação da proteína e formação de fibras amilóides.  



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

6. CONCLUSÕES 
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- O ácido hipobromoso e o ácido hipocloroso oxidam o triptofano com a mesma eficiência e 

mesma intensidade; 

- O grupo α-amino do triptofano precisa estar livre para que ocorra a emissão de luz; 

- A emissão de luz gerada após a oxidação do triptofano pelo HOBr acontece devido à 

formação de reações secundárias; 

- As haloaminas Tau-NHBr e Tau-NBr2 mostraram ser seletivas para a oxidação de triptofano 

em resíduos de proteínas; 

- Os ácidos hipo-halosos mostraram ser potentes indutores na formação de fibras amiloides 

após a oxidação da lisozima, e esse fato aconteceu com menos intensidade com as 

haloaminas; 

-Com relação à atividade da enzima, as haloaminas demonstraram ser inibidores da 

atividade o que não ocorre com os ácidos hipo-halosos. 
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