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RESUMO

As proteinas sdo macromoléculas complexas de alto peso molecular e que desempenham
inumeras fungdes nas células. Estas fungbes podem ser comprometidas caso ocorram
modificagdes nas suas estruturas. Fatores fisicos e quimicos podem provocar estas
alteragdes, inclusive processos oxidativos mediados por espécies reativas de oxigénio. Entre
essas modificacbes destaca-se a formacao de proteinas amiloidais que estao relacionadas
a diversas doengas como Parkinson e Alzheimer. O acido hipocloroso (HOCI) e o acido
hipobromoso (HOBr) sao oxidantes gerados pela ativagdo de leucécitos e ha abundantes
relatos de seus efeitos deletérios sobre proteinas. Nesse contexto, este trabalho teve como
objetivo estudar as alteragdes estruturais e funcionais na proteina lisozima provocadas por
sua oxidacao através dos acidos hipo-halosos, HOCI, HOBr e por suas haloaminas, taurina
cloramina (Tau-NHCI), taurina bromamina (Tau-NHBr) e taurina dibromamina (Tau-NBrz). A
oxidagao de lisozima pela adi¢do de Tau-NHBr ou Tau-NBr2 (excesso molar de quatro vezes)
causou deplecao completa da sua fluorescéncia intrinseca, entretanto, os acidos HOCI e
HOBr causaram a redugao de apenas 40% e 50% respectivamente. Em contraste com o seu
precursor, Tau-NHCI, foi incapaz de oxidar a lisozima. As haloaminas foram cerca de duas
vezes mais eficazes como inibidores da atividade enzimatica do que os seus precursores
HOCI e HOBr. Por outro lado, os acidos foram mais eficazes na promogéo da agregacao de
lisozima, efeito este, evidenciado pelo aumento da turbidez, espalhamento de luz e
anisotropia de fluorescéncia da proteina. Os agregados apresentaram propriedades
espectroscopicas que sugeriram a formacao de estruturas amiloidais, como foi observado
pelo ensaio de Tioflavina T. Em contraste com os acidos hipo-halosos, as haloaminas foram
inibidores parciais da formacao de proteinas amiloides. Em conclusdo, estes resultados
sugerem que HOBr, assim como suas haloaminas Tau-NHBr e Tau-NBrz2, sdo seletivas no
que diz respeito a oxidagao de residuos de triptofano em proteinas. Esta particularidade
afeta diretamente a atividade enzimatica da lisozima. Por outro lado, HOCI e HOBr foram
mais eficazes na indugao da agregagao da proteina. Em conjunto, estes resultados sugerem
potenciais efeitos deletérios desses oxidantes enddgenos e que podem estar associados a
doengas de cunho inflamatério 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 (HOCI) 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, HOCI, HOBr, and
haloamines taurine Chloramine (Tau-NHCI), taurine monobromamine (Tau-NHBr) and
taurine dibromamine (Tau-NBr2). The oxidation of lysozyme by addition of Tau-NHBr or Tau-
NBrz2 (molar excess of four times) caused complete depletion of its intrinsic fluorescence,
however, the acids HOCI| and HOBr caused a reduction of only 40% and 50% respectively.
In contrast to its precursor, Tau-NHCI was unable to oxidise the lysozyme. The haloamines
were about twice as effective inhibitors of enzyme activity than their precursors HOCI 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 HOBF, like their haloamines Tau-NHBr and Tau-NBrz, are selective
with regard to oxidation of tryptophan residues in proteins. This particularity directly affects
enzyme activity of lysozyme. On the other hand, HOCI 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.



LISTA DE ABREVIATURAS E SIMBOLOS

AA/min Variagao de absorbancia por Tempo
ANS Sal de Magnésio de 8-anilino-1-naftalenossulfonato

ATCC4698 Células Liofilizadas de Micrococcus lysodeikticus

CUP1 Cobre Metalotioneina

CLAE Cromatografia Liquida de Alta eficiéncia

Dioia Dioxindolalanina

DNPH 2,4-dinitrofenil-hidrazina

DPOC Doenga Pulmonar Obstrutiva Cronica

DUOX Dual Oxidase

EPO Peroxidase Eosinofilica

EROs Espécies reativas de oxigénio

FMK Formilquinurenina

HSF1 Heat Shock Factor 1

JAK Janus Kinase

Kyn Kinurenina

MAPKs Proteinas Quinases Ativadas por Mitbgenos

MPO Mieloperoxidase

NFK N-formilquinurenina

NADP Nicotinamida Adenina Dinucleotideo Fosfato

NADH Nicotinamida Adenina Dinucleotideo Reduzido
NADPH Nicotinamida Adenina Dinucleotideo Fosfato Reduzido
NOX NADPH oxidase

Oia Oxindolalanina

PIC 1,2,3,3a,8,8a-hexahidro-3a-hidroxipirrolo[2,3-b]-indol-2-acido carboxilico
p/v Peso/Volume

PBS Phosfate Buffer Saline (Salina tamponada com fosfato)
RAC Ras-Related C3 Botulinum Toxin Substrate

SDS Dodecil Sulfato de Sddio

SOD Superdéxido Dismutase

STAT Transducédo de Sinal e Ativador de Transcricao

STI Inibidor de Tripsina Soja



Trp
Tau-NHCI
Tau-NBr2
Tau-NHBr
TCA
TNF-a

viv

VEGF

Triptofano

Taurina Cloramina

Taurina Di-Bromamina
Taurina mono-Bromamina
Acido Tricloroacetico

Fator de Necrose Tumoral Alfa
Volume/Volume

Fator de Crescimento Endotelial Vascular



LISTA DE FIGURAS

Figura 1: Estrutura do aminoacido taurina..............c.ueiiiiiiiiiiiie e 26
Figura 2: Formacao das Haloaminas in VIVO...............uueiiiiiiiiiiiiie e 29
Figura 3: Estrutura 3D da lISOZIMa..........ouuuiiiii e 29

Figura 4: Esquema representativo do folding proteico através do funil energético proposto
Por Jahn € RadfOrd...........ccoo i e e e e e e et e eeeaeees 33

Figura 5: Ensaio de quimiluminescéncia da oxidagao do triptofano: (a, b) acido hipobromoso
(HOBr) versus o acido hipocloroso (HOCI) **(p<0,01) de acordo com o teste t. A reagéo
consistiu em 0,5 mM triptofano e 0,5 mM de oxidante em PBS, pH 7,4, a 25 ° C. (c) Efeito
da concentragao de HOBr na emissao de luz. A concentracao de triptofano foi 0,5 mM. Os
resultados sao apresentados como a meédia + DP de 3 experimentos

1o =T 0 =T g [T a1 (=T U 47

Figura 6: Perfil cinético da oxidac&o do triptofano. Acido hipobromoso (HOBr) versus &cido
hipocloroso (HOCI). (a) O consumo do triptofano foi monitorado através da fluorescéncia
intrinseca (Aex 295 Nnm / Aem 360 nm). (b) Formagao de produtos de oxidagao (Aex 340 nm /
Aem 440 nm). A mistura de reagao consistiu de 0,5 mM triptofano e 0,5 mM de oxidantes em
PBS, PH 7,4, @ 25°C ... ettt e e e e e e e e e e e e e e e e e a e e 48

Figura 7: Cromatogramas e espectros UV-Vis dos produtos de oxidagao do triptofano: acido
hipocloroso (HOCI) versus acido hipobromoso (HOBr). A mistura de reagéao foi injetada no
CLAE apés 5 minutos do inicio da reagao. As misturas de reacao consistiram em 0,5 mM de

triptofano e 0,5 mM de oxidante em PBS pH 7.4, a



Figura 9: Oxidagao das biomoléculas inddlicas com acido hipobromoso. (a) emissao de luz.
(b) cromatografia liquida de alta eficiéncia apos a oxidagdo do N-acetiltriptofano: (i) N-
acetiltriptofano, (ii) oxidagao do produto de N-acetiltriptofano. A reagao consistiu em 0,5 mM

de derivados de inddlicos e 0,5 mM de acido hipobromoso em PBS, pH 7,4, a

Figura 10: Efeito do aminoacido adicional na emisséo de luz a partir da oxidagdo do
triptofano. (a) Efeitos da taurina e alanina na emisséo de luz. (b) Oxidagao do triptofano por
HOBr na presenca de taurina e alanina respectivamente. ***(p< 0,001) quando comparados
com Trp + taurina usando ANOVA. (c¢) Oxidacao do triptofano por HOCI na presenca de
taurina e alanina respectivamente. As misturas de reacdo consistiram em 0,5 mM de
triptofano na auséncia ou presenca de 0,5 mM de alanina ou taurina e 0,5 mM dos oxidantes
*(p< 0,05) quando comparado com Trp usando ANOVA. A reacéao foi desencadeada por
adicao dos oxidantes através do injetor automatico do luminémetro. Os resultados sao
apresentados como a meédia t DP de 3 experimentos

1o =T 0 =T g [T a1 (=T USSR 52

Figura 11: Quimiluminescéncia da oxidagéo do triptofano: haloaminas x HOBr. a) espectro
ultravioleta-visivel de Tau-NHBr (i), (b) Tau-NHBr + Tau-NBr2, (ii) (c) Tau-NBr2 (iii) (d, e)
quimiluminescéncia da oxidacao do triptofano. A reacao foi desencadeada por adicdo dos
oxidantes. **(p<0,01) quando comparado com (i), ***(p<0,001) e 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 sdo apresentados como a média + DP de 3

experimentos INAEPENUENTES. ........u e e e e e e e e aaeaeas 53

Figura 12: Quimiluminescéncia da oxidagdo da albumina bovina. A mistura reacional
consistiu em 50 uM de albumina e 2 mM dos oxidantes. A reacao foi desencadeada pela

adicao de oxidante através do injetor do lumIiNOMEtro............eeevvvieiiiiiiiiii s 54
Figura 13: Proposta do mecanismo de OXidaGa0...........uuuuuuiumiiiiiiae e 55
Figura 14: Deplecdo da banda de emissédo do triptofano a) Deplegdo da fluorescéncia

intrinseca da lisozima pelos acidos hipo-halososo e haloaminas b) Oxidagao relativa de
lisozima pelos acidos-halosos e haloaminas. ***(p<0,001) quando comparados com o



Controle ou conforme indicado. ¢) Cinética de oxidagdo da lisozima e deplegcao da
fluorescéncia intrinseca. As reagdes consistiram em 5 uyM de lisozima e 20 uM de oxidantes
em tampao de fosfato 10 mM, pH 7,0 em 25°C. Os espectros foram realizados em cinética
de 5 minutos apos a adigao dos oxidantes (Aex 295 nm / Aem 344 nm). Os resultados sdo
apresentados como a media + DP de 3 experimentos

(1o [T oT=T g o (=1 o1 (=T 57

Figura 15: Inibicdo da atividade enzimatica de lisozima provocado pela oxidagdo com os
acidos hipo-halosos e haloaminas: a) cinética de hidrolise das ligagdes glicosidicas na
auséncia e na presencga de oxidantes b) perda relativa de atividade enzimatica. * (p<0,05)
quando comparado com Lys + HOCI, **(p<0,01) e ***(p<0,001) quando comparado com Lys
ou conforme indicado usando ANOVA. As misturas reacionais consistiram em 5 yM de
lisozima e 20 uM de oxidantes em tampéao de fosfato 10 mM, pH 7,4 a 25°C. Os resultados

sao apresentados como a meédia = DP de 3 experimentos independentes......................... 58

Figura 16: Producdo de grupos carbonilicos na oxidagdo da lisozima. As reagdes
consistiram em 50 uM de lisozima e 200 uM de oxidantes em tampé&o fosfato 10 mM, pH 7,0
a 25°C. Os grupos carbonilicos foram mensurados como derivados de hidrazona em DNPH
e expressos em nmol/mg de proteina. *(P<0.05), **(P<0.01) e ***(P<0.001) quando
comparados com Lys ou conforme indicado usando ANOVA. Os resultados séao
apresentados como a media + DP de 3 experimentos

1o [T o2=T g o [T o1 (=TS 59

Figura 17: Deplecéo da banda intrinseca no UV-vis de lisozima e espalhamento de luz. a)
oxidacao de lisozima por Tau-NHBr b) oxidacao de lisozima por HOBr ¢) espalhamento de
luz da lisozima apds a oxidagao. As misturas reacionais consistiram em 5 yM lisozima e 20
MM oxidantes em tampéo fosfato 10 mM, pH 7,0 a 25°C. Os espectros foram realizados em

(10T 0= [0 13 (=0 I .4 11 R RUPRP PPN 60

Figura 18: Aumento da fluorescéncia do ANS na lisozima provocada pela oxidagao: a)
medidas em tampao glicina pH 7,0 b) medidas em tampao glicina pH 9,2. c¢) efeitos da sonda
ANS em pH 9,2 na oxidagdo da lisozima ***(p<0,001) quando comparados com Lys ou

conforme indicado usando ANOVA. As misturas reacionais consistiram em 5 yM de lisozima,



20 uM e 90 uM de ANS em tampao fosfato 10 mM pH 7,0. Os resultados sao apresentados

como a média £ DP de 3 experimentos independentes.............cc.ceiiiiiiiiiiiiiic i 62

Figura 19: Aumento da anisotropia lisozima-ANS provocado pela oxidagao ***(P<0.001)
quando comparados com todos os grupos usando ANOVA. As misturas reacionais
consistiram de 5 uyM de lisozima, 20 uM de oxidantes e 90 yM ANS em pH 9,2. Os resultados
séo apresentados como a média + DP de 3 experimentos

1o =T 0T g0 [T a1 (=T 7SS 63

Figura 20: Espectros de emissao de fluorescéncia de Tioflavina T: a) efeito do SDS sobre a
lisozima em pH 9,2. b) efeito do SDS sobre a lisozima oxidada com os acidos HOCI e HOBr
e as haloaminas Tau-NHBr e Tau-NHBr2 em pH 9,2. ¢) efeito na fluorescéncia de Tioflavina
T na lisozima quando oxidada em pH 9,2. ***(P<0.001) quando comparado os outros grupos
usando ANOVA. As reagoes foram feitas com 50 yM de lisozima para 200 uM de oxidantes
em tampéo fosfato 10 mM pH 7,0, incubados por 30 minutos em temperatura ambiente sob

Loy = o | = Tor= Lo PP PP PRPPPPP 64

Figura 21: Efeito de SDS sobre o espectro de emissao de fluorescéncia de Tioflavina T a)
Oxidacao de lisozima por HOCI e Tau-NHBr na formacéo de fibras amiloides. b) Adigdo de
SDS apds a oxidagao. A lisozima foi oxidada em pH 7,0 e diluiu-se 10 vezes em tampao de
glicinaa pH 9,2 com 300 UM de SDS........ooommiieeeee e 65



SUMARIO

Capitulo 1

1. INTRODUGAO.........oieieieeeeeee ettt testeeee e e ene e 18
1.1 Espécies reativas de oxigénio: geracao, neutralizagdo e doengas.............ccccvuuenn... 19
1.2  Oxidagéao de proteinas por oxidantes end0genos € eXOgenos...........ceuvuevenicieeareennn 23
1.3  Oxidagédo de proteinas por HOCI € HOBK............ciiiiiiiiieeeeeeeeeee e 24
1.4 AMINOACIAO TAUINGA.......coiiiiiiiii e e e e e e eeanaaaes 26
1.5 Formacgao das haloaminas Tau-NHCIl e Tau-NHBr.............cooviieiiiiiiiiiieeeeee 28
T T 4 o - T 29
1.7  Formagéao de proteinas amilOides.........ccooouviiiiiiiiiiiieeee e 31
1.8 Formacgao de agregados proteicos mediados por oxXidagao.............cceeeeeveeviiiieeeennnns 34
2. OBUETIVOS . ...t ettt et e e e e e eaaaeaeaeaeeaaans 36
2.1 ODjJetiVOS ESPECITICOS. ...ttt e 37
3. MATERIAL E METODOS ..ottt 38
3.1 Reagentes € SOIUGOES.........uuiiiiieeece e e 39
3.2 Preparagado e analise de taurina cloramina (Tau-NHCI), taurina mono-bromamina
(Tau-NHBr) e di-bromamina (Tau-NBr2).........coooiiiiiiiieee e 39
3.3  Estudos de quimiluminescéncia do triptofano..............oooeviiiiiiiiii e, 40
3.4  Estudos de quimiluminescéncia de derivados indoliCos............ccceeveeeviiiiieieeeeeiinnn. 40
3.5 Estudos de quimiluminescéncia dos aminoacidos taurina e alanina............c............ 40
3.6  Estudos de quimiluminescéncia da oxidagao do triptofano pelas haloaminas.......... 40
3.7 Estudos de Fluorescéncia da oxidagao do triptofano...........cccccceeeeeeiiiiiiiiiniiiiiiiinnns 41
3.8  Estudos por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia.................iiiiiiiiiiiiiieeieiens 41
3.9  Estudos de Fluorescéncia iNtriNSECA............ouuuuuuuiiiiiiiiee e 41
3.10 Estudos de Fluorescéncia exXtrinSECa. ............uuuuuuuumiiiiieee e 41
3.11 Estudos de Espalhamento de [Uz............ooooeiiiiiiiiiiiii e 42
3.12  EStUdOS A& ANISOIOPIA. .. .uuuueiiiee et e e e e e e e e e e e e e e e e eees 42
1 T G T =l o 1= YT o [T Vo [ £ =Y F= L= o TR 43
3.14 Determinagao da concentragao relativa de grupos carbonilicos nas proteinas........ 43
3.15 Determinacao da Atividade Enzimatica da lisozima.............ccccceeeivviiiieiiiiiiiiiiec e, 44
3.16  Analise estatisStiCa..........uuuueiiiii i 44
4. RESULTADOS . ...ttt e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e enneeennneeeeeaaens 45



41 Estudos da oxidagao do triptofano...................cciiiiii 46
4.1.1 Avaliagdo da quimiluminescéncia produzida durante a oxidagcdo de
L] ] (o) =T L T USSR 46
4.1.2 Estudos de fluorescéncia da oxidagao do triptofano..............oeevvciiiiiiiiiiiieee, 47
4.1.3 Anadlises da oxidacdo de triptofano por cromatografia liquida de alta
L2 o= o o7 - T PRSP 48
4.1.4 Estudos da oxidagdo de outros COMPOSTOS.........ccvviiiiiiiiiiiieeeee e 50
4.1.5 Avaliagdo do efeito da adicdo de taurina e alanina na oxidagdo do
1041 0] (o] =1 Lo TP PPPPPOPRTRR 51
4.1.6 Avaliacgdo da quimiluminescéncia na oxidacdo de triptofano pelas
NAIOAMINGS.......cooiiie e ettt e e e e e e e e e e e e e st e e e e e e aeaa e e e eaaa e eeaaees 52

4.1.7 Avaliagao da quimiluminescéncia na oxidagao de residuos da triptofano na proteina

E= ]| o]0 o110 F= T oo 1Y/ = TP 54
4.1.8 Proposta de mecanismo de oxidagao do triptofano...........cccceeeeeiiiiiiiiiiiicciccieeeee, 54
4.2 Estudos de oxidagao da liSOzima...............cccoooiiiiiiiiiiiiii e 56
4.2.1 Avaliagéo da fluorescéncia na oxidagao de liSOzima........cccceeeeeeeeeiiiiiiiiiiiiee e, 56
4.2.2 Estudos de inibicao da atividade enzimatica da lisozima.............cccccceeeiiiiiiiineiinnnne. 57
4.2.3 Avaliagao da concentragao relativa de grupos carbonilicos...........ccccceeviviiiiiiiiienennn, 58

4.2.4 Avaliagdo de alteracbes estruturais por espalhamento de luz e fluorescéncia

NN PSSR 59
4.2.5 Avaliacao da anisotropia de fluorescéncia da lisozima oxidada...............cccccevvvvnnnen. 62
4.2.6 Verificacdo da formacgao de fibras amiloidais: Tioflavina T...........cccccvvviiieeen. 63
5. DISCUSSAD. ...ttt ettt en e aee e 66
5.1  Estudos de oxidagao do triptofano...........cccooooieiiiiiiiiiii s 67
5.2 Estudo de oxidagao da lISOZIMA..........ccoeuuiiiiiiiiiiie e 69
6. Lod0 ]\ o I U 1Y J0u 74
7. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS.........oooooieieeeeeeeee et 76

Capitulo 2
Artigo 1: Light emission from tryptophan oxidation by hypobromus acid........................... 92
Artigo 2: Effects of oxidation of lysozyme by hypohalous acids and haloamines on enzymatic

activity and aggregation. ... ... s 99



Capitulo 1




1. INTRODUGCAO



20

1.1 Espécies reativas de oxigénio: geragao, neutralizagao e doengas

A producao de espécies reativas de oxigénio (EROs), as quais séo potencialmente
deletérias aos organismos vivos, € um processo normal. Normal no sentido de ser inevitavel
e é por esta razdo que os organismos dispdéem de mecanismos de defesas capazes de
neutralizar os seus efeitos e promover o equilibrio redox celular (BARREIROS e DAVID,
2006). No entanto, esse equilibrio pode ser quebrado pelo excesso de EROs produzidas ou
diminuicdo 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 lipideos de membranas, proteinas e DNA
(DROGE, 2002). Entre as patologias em que ha evidéncias concretas do envolvimento de
EROs incluem-se: artrite reumatoide, cancer, aterosclerose, doengas autoimunes, doenca
de Parkinson, Alzheimer, entre outras (HALLIWELL e GUTTERIDGE, 1990, HALLIWELL,
1992; NOHL, 1993). Peroxidacado lipidica, danos em DNA e proteinas também sao
caracteristicas do processo de envelhecimento (HARMAN, 1956).

Entre os mecanismos de geragdo endogena de oxidantes destaca-se o vazamento
mitocondrial de radical anion superoxido Oz °. De fato, de 2 a 5% do oxigénio consumido na
cadeia respiratéria é transformado em (O2 *) (TURRENS e BOVERIS, 1980). Na cadeia de
transporte de elétrons, os locais para os quais ha evidéncias de formacédo de O2 * sdo: NADH
desidrogenase (BOVERIS e CHANCE, 1973), coenzima Q (TURRENS e BOVERIS, 1980)
e desidrogenases matriciais (STARKOV e FISKUM, 2002). A geracédo de Oz * através de
NADPH desidrogenase tem grande importancia fisiopatologica, tendo sido correlacionada
com doencgas neurodegenerativas como a doenca de Parkinson (SINGER e RAMSAY,
1990). O vazamento mitocondrial de O2 * esta relacionado com a sindrome do olho seco e
degeneragdo macular (ONOUCHI et al., 2012). A destruicdo da barreira hemato-retiniana
ocorre no inicio da retinopatia diabética conduzindo ao derrame vascular e edema na retina.
Esse efeito ocorre devido a elevagao dos niveis do fator de crescimento endotelial vascular
(VEGF) causado pelo excesso de Oz * (EL-REMESSY et al., 2013). Pacientes com diabetes
tipo 2 possuem niveis elevados de agucar no sangue propiciando o aumento de produgao
de Oz * via vazamento mitocondrial (TURRENS, 2003).

Ao contrario do vazamento mitocondrial, que pode ser considerado um “efeito
colateral” do processo de produgdo de energia pela cadeia de transporte de elétrons, a
producdo de O2* é um processo fisioldgico que ocorre em diferentes células quando
relacionado ao complexo NADPH oxidase. Por exemplo, em fagécitos, durante o processo
inflamatorio para combater bactérias, fungos e virus (BARREIROS et al., 2006). As células
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endoteliais e células do musculo liso, também s&o capazes de produzir Oz °, mas elas os
fazem em concentragdes menores (FRIDOVICH, 2001).

Além da funcéo microbicida, existem evidéncias do papel do Oz * e de seu produto o
peréoxido de hidrogénio (H202), como moléculas de sinalizagdo celular. Na bactéria
Escherichia coli o O2 * atua em fatores de transcricdo de proteinas (WEISS, 1991). Em outros
organismos o Oz * pode participar na modulagdo e sinalizagdo de Ca?* intracelular e
fosforilagdo de proteinas. Além disso, pode funcionar como regulador de diversos processos
bioldgicos, incluindo a expressao génica, o crescimento e diferenciagao celular, quimiotaxia
e apoptose (MANZANO et al., 2000). O H202 e O2 * s&o potentes indutores de vias de
sinalizagao em condigdes oxidativas, entre elas estao as vias de proteinas quinases ativadas
por mitdbgenos (MAPKSs) e transdutores de sinais e ativadores de transcricdo Janus quinase
(JAK/STAT). O O2 * e 0 H202 podem levar a morte celular através de vias de sinalizagio das
MAPKs e JAK/STAT (MOSLEHI e YAZDANPARAST, 2013). Em Saccharomyces cerevisiae
a HSF1 (Heat shock Factor 1) sofre fosforilagdo que ativa a transcrigdo de CUP1 (cobre
metalotioneina) para a protegéo celular em resposta a formacéo de Oz * (HONG et al., 2013).

O complexo multienzimatico NADPH oxidases (NOX) constitui um grupo de enzimas
transmembranas que catalisam a transferéncia de elétrons através da membrana celular
(BABIOR, 1999, BEDARD e KRAUSE, 2007) (Equacgao 1).

202 + NADPH —» 20, + NADP™* + H* (eq. 1)

As NOX sao compostas por seis subunidades: duas proteinas transmembrana
(p22rhox e gp91PhoXINOX2; essa Ultima codificada pelo gene CYBB) que formam o
flavocitocromo b558 e sdo formadoras do sitio catalitico da enzima (JOHNSON et al., 2002).
As outras subunidades constituem-se de trés proteinas citosélicas (p47phox, p67rhox, p4Qrhox
— phox de “phagocyte oxidase”) e uma GTPase (Rac1 ou Rac2) (EL-BENNA et al., 2005,
GROEMPING e RITTINGER, 2005).

A expressdao de NOX tem sido observada em diversos tecidos/células e seis
homodlogos da gp91rhox/NOX2 foram encontrados em células ndo fagociticas e denominados
NOX1, NOX3, NOX4, NOX5, DUOX1 e DUOX2. As proteinas DUOX possuem dois
dominios: um na extremidade C-terminal semelhante a NOX2 e o outro na extremidade N-
terminal referente ao dominio homélogo a peroxidase (LAMBETH, 2004). Entre os tecidos e
células que expressam NOX incluem-se coélon, endotélio, utero, placenta, musculo liso,
prostata, osteoclastos (NOX1), células mieldides e linféides, tecido vascular e células
fagociticas (NOX2), células fetais e tecido auricular (NOX3), rins, tecido fetal, endotélio,
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fibroblastos, queratindcitos, células renais, vasculares, osteoblastos e placenta (NOX4),
tecido linféide, testiculos, préstata, ovarios, pancreas, placenta (NOX5), tiredide, epitélio
respiratorio, epitélio lingual, cerebelo, testiculos (DUOX1) e tiredide, glandulas retais e
salivarias, epitélio gastrointestinal, epitélio respiratério, utero, vesicula biliar (DUOX2)
(QUINN et al., 2006, BEDARD e KRAUSE, 2007).

O 02 * é considerado uma EROs primaria, pois é a partir de sua dismutagéo que é
produzido o H202 via ac¢do catalitica da enzima superoxido dismutase (SOD) (eq.2). A SOD
tem como fungao proteger as células da agéo danosa do Oz * (ZELCO et al., 2002). A enzima
SOD possui diferentes isoformas, sendo elas: CuZn-SOD (SOD1), que € um homodimero
presente nos espacgos intracelulares do citoplasma. A Mn-SOD (SOD2) que contém um
peptideo lider que tem como alvos enzimas que contém manganés. Esta enzima encontrada
exclusivamente na mitocéndria é essencial para os organismos aerobios. A enzima EC-SOD
(SOD3) é um homotetramero contendo um peptideo que a direciona para os espacgos
extracelulares. Esta enzima foi detectada no plasma, na linfa, nos fluidos cérebros espinhais
e astrocitos (ZELCO et al., 2002, MIAO et al., 2009).

20,7 + 2H*— H,0, + 02 (eq. 2)

O H202 possui uma caracteristica fundamental que o distingue do O °. Trata-se de
sua maior estabilidade e lipofilicidade, uma vez que € uma molécula nao radicalar e sem
carga elétrica. Isso a torna capaz de difundir pela célula alcangando sitios distantes do local
onde é formada. Existem claras evidéncias do papel do H202 na sinalizagao celular, como
exemplo: transducdo de sinal, fatores de crescimento, sinalizacdo de citocinas,
neurotransmissores, fosfatases e canais de ions (STONE e YANG, 2006).

Destacamos aqui as enzimas mieloperoxidase (MPO) e peroxidase de eosindfilos
(EPO), as quais estao presentes em células fagociticas, e respectivamente em neutrdfilos e
eosindfilos (AGOSTI et al., 1987, PODREZ et al., 2000). A enzima mieloperoxidase (MPO)
pode compor até 5% do peso seco dos neutrofilos (KLEBANOF, 2005). As enzimas EPO e
MPO agem como catalizadores na reacao de formacdo de HOCI e HOBr utilizando o
peroxido de hidrogénio como substrato (equagao 3 e 4). Se por um lado a produg¢ao de HOCI
e HOBr é fundamental para o mecanismo de defesa imune inata, por outro lado sio
incontaveis as evidéncias descritas na literatura cientifica as quais demonstram claramente
que os mesmos estdo envolvidos nos processos oxidativos que permeiam os danos

tissulares em processos inflamatorios crénicos e degenerativos (PRUTZ, 1999, PATINSON
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e DAVIES, 2001). Um ponto fundamental neste contexto é o fato de que a MPO ¢é a unica
enzima no organismo humano capaz de produzir o HOCI, e esse por sua vez, € capaz de
levar a cloracdo de residuos de tirosina em proteinas (MOHIUDDIN et al., 2006). Assim,
encontrar 3-clorotirosina em material biolégico € uma prova inequivoca da importancia da
MPO na génese e/ou progressao de doengas de cunho inflamatério e/ou degenerativo
(ROMAN et al., 2007). A importancia da enzima mieloperoxidase foi comprovada, pois
demonstrou-se que o nivel sérico de MPO pode ser um biomarcador preditivo de acidentes
cardiovasculares, inclusive quando o nivel de troponina sérica esta dentro do valor normal
(BALDUS et al., 2003). Estes achados reforcam a importancia dessa enzima na génese de
processos inflamatérios crbnicos. Talvez um dos melhores exemplos disso seja o
envolvimento desse oxidante na aterogénese. A MPO € uma enzima chave neste processo,
onde através da geracao de acido hipocloroso pode iniciar processos oxidativos como a
geracao da 3-clorotirosina, que tem sido referida como uma “impressao digital” do
envolvimento da MPO em processos patoldgicos assim como foi citado acima (BALDUS et
al., 2003). A enzima MPO tem sido descrita como um biomarcador precoce de inflamagao
associada aos riscos de doencas cardiovasculares em criangas obesas na pré-puberdade
(OLZA et al., 2012). Na medicina veterinaria, a MPO tem sido reportada como um importante
biomarcador de doengas gastrointestinais, doengas pulmonares e doengas ortopédicas.
Recentemente tem sido citada como um importante biomarcador de infecgdo articular no
liquido sinovial de equinos (WAUTERS et al., 2013). A enzima EPO tem papel importante na
progressdo de doencas inflamatérias. Os niveis elevados de EPO e residuos de 3-
Bromotirosina foram detectados na expectoracdo de pacientes com asma (PATINSON e
DAVIES, 2004).

Producéo dos agentes microbicidas acido hipocloroso (eq. 3) e acido hipobromoso (eq. 4).

H,0, + CI + H* __MPO s HOCI + H0 (eq. 3)

H.0,+ Br + H* —EPO 5 HOBr + H,0 (eq. 4)

O oxigénio singlete ('O2) é uma forma eletronicamente excitada de oxigénio molecular
e tem como principal caracteristica o seu poder oxidante. A geracdo de 'O2 tem sido
evidenciada no meio biolégico através de reagdes que envolvem enzimas, tais como:
lactoperoxidase (KANOFSKY et al., 1983), cloroperoxidase (KANOFSKY et al., 1984),
mieloperoxidase (KANOFSKY et al., 1985) e eosindfilos humanos (KANOFSKY et al., 1988).
O seu papel como oxidante enddgeno foi evidenciado por Balasubramanian e colaboradores
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em 1990, quando foi demonstrado que o 'Oz pode reagir com proteinas do cristalino do olho,
resultando em modificacdo estrutural que pode ser importante no desenvolvimento de
catarata. Recentemente 'Oz tem sido associado como modulador da resposta apoptética em
células tumorais malignas. A interagao entre HOCI e H20:2 resulta na formagao de oxigénio
singlete que inativa a enzima superdxido dismutase (SOD) sobre a superficie das células
tumorais, e consequentemente aumenta a apoptose mediada pelo HOCI através do aumento

da concentrag&o de anion superoxido (BAUER, 2013).

1.2 Oxidacgao de proteinas por oxidantes endégenos e exégenos

As EROs sado moléculas instaveis e extremamente reativas sendo capazes de
modificar outras moléculas com as quais interagem. Entre as biomoléculas susceptiveis as
EROs incluem-se proteinas, carboidratos, lipideos e acido nucleicos (SILVA e GONCALVES,
2010).

As proteinas podem sofrer modificacoes através de diversos agentes oxidantes, tais
como fumaga de cigarro (EISERICH et al., 1995), EROs (DEAN et al., 1997), cations
metdlicos (Fe?*, Cu*) (BERLETT e STADTMAN, 1997), radiagdo ultravioleta
(BALASUBRAMANIAN e ZIGLER, 1990), ozénio (O3) (CROSS et al.,, 1992). Agentes
quimicos (CCls e acetominofeno) (TIRMENSTEIN e NELSON, 1990, HARTLEY et al.,1997),
xenobidticos (paraquat) (KORBASHI et al., 1986), H202 (GARRISON et al., 1962), HOCI e
HOBr (HEINECKE et al.,, 1994). Irradiacdo na presenca de oxigénio (DAVIES, 1987),
produtos de peroxidacao lipidica (HABERLAND et al., 1988), enzimas oxidorredutases
(FUCCI et al., 1983) e farmacos (VASCONCELOS et al., 2007).

As EROs ou metabdlitos secundarios gerados através do estresse oxidativo causam
modificagdes covalentes nas estruturas das proteinas (ULRICH e CERAMI, 2001). Essas
modificagdes incluem a oxidacdo das cadeias laterais dos residuos de aminoacidos em
proteinas, fragmentagdes, modificagdes na conformacao e modificacdes na hidrofobicidade
através da exposicdo de aminoacidos hidrofdbicos. Todas essas mudancas podem acarretar
na perda da estrutura ou inativagdo enzimatica das proteinas (HAWKINS e DAVIES, 2001).

As modificacbes nas estruturas proteicas podem resultar na formagao de produtos
carbonilicos, que sao usados como indicadores de estresse oxidativo e de doencas
derivadas do metabolismo proteico (DONNE et al., 2003). Os produtos carbonilicos séo
formados quando ocorre fragmentacéo das cadeias laterais e oxidagdo dos aminoacidos
treonina, prolina, arginina e lisina (BERLETT e STADTMAN, 1997). Desta forma, abstrai-se
o H* do carbono a (alfa) formando um radical em uma ligagéo peptidica (VASCONCELOS
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et al., 2007). Os produtos carbonilicos, uma vez formados podem ser neutralizados pelas
proteases. As proteinas podem conter sitios de ligagdes com metais que s&o especialmente
susceptiveis a reagdes reversiveis de oxidagdo e redugdo. Através das ligagdes metais-
proteinas surgem uma sequéncia de sinais que podem ser reconhecidos por proteases
celulares especificas que degradam as proteinas carboniladas (VASCONCELOS et al.,
2007).

Durante o processo de peroxidacao lipidica sdo formados os produtos citotoxicos 4-
hidroxinonenal, malondialdeido e 2-propenal que interagem através de reag¢des secundarias
com residuos de cisteina, histidina e lisina formando os compostos carbonilados
(HALLIWELL e GUTTERIDGE, 1999).

As reacgbes de agucares redutores ou os seus produtos de oxidagéo (glicoxidagao)
com residuos de lisina em proteinas podem gerar cetoaminas e cetoaldeidos; esse processo
pode ser chamado de glicagcao (DONNE et al., 2003).

Os dois aminoacidos que talvez sejam os mais propensos a oxidagcao sao cisteina
(RADI et al.,1991) e metionina (VOGT, 1995) os quais contém atomos de enxofre
susceptiveis a oxidagao. No caso da cisteina, a oxidacdo conduz a formacao de dissulfetos
ou acidos cistéicos (SHACTER, 2000). As proteinas com residuos de metionina podem
sofrer modificagdes reversiveis a sulféxidos ou sulfonas (VASCONCELOS et al., 2007).

Os residuos de triptofano sao facilmente oxidados a formilquinurenina, quinurenina,
hidroxi-quinurenina e o acido quinolinico (SHACTER, 2000). A fenilalanina quando oxidada
induz a formacao de tirosina e de outros derivados. A oxidagao da tirosina pode levar a
formacao 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 interagdo do éxido nitrico e do anion superéxido,
provoca nitrosilagdo em residuos de tirosina, e a oxidagdo de outros residuos de
aminoacidos tais como: cisteina, triptofano, metionina e fenilalanina (ISCHIROPOULOS e
AL-MEHDI, 1995). No entanto, € um fraco indutor de produtos carbonilicos (TIEN et al.,
1999).

1.3 Oxidacgao de proteinas por HOCIl e HOBr
O HOCI e o HOBr sao fundamentais para o mecanismo de defesa imune inata. No
entanto, existem evidéncias na literatura cientifica que demonstram claramente que os

mesmos estao envolvidos nos processos oxidativos que permeiam os danos tissulares em
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processos inflamatoérios cronicos e degenerativos (PRUTZ et al.,, 1999, PATINSON e
DAVIES, 2001).

O HOBr é um forte oxidante e reage rapidamente com biomoléculas tais como
proteinas (THOMAS et al., 1995, PATINSON e DAVIES, 2004), lipideos (CARR et al., 1996),
colesterol (VISSERS et al., 1998) e DNA (HENDERSON et al., 2001a). A reacdo de HOBr
com as ligagdes nao saturadas dos acidos graxos resulta na formagado de bromo-hidrinas
que sao extremamente citotoxicas (CARR et al., 1996, VISSERS et al., 2001). Os acidos
nucleicos e nucleosideos também sao alvos do HOBr, visto que reagdes com a base
nitrogenada uracila e com o analogo de nucleosideo 2'-desoxicitidina, geram os compostos
citotoxicos e mutagénicos 5-bromouracila e 5-bromo-2'-desoxicitidina, respectivamente
(HENDERSON et al.,, 2001a,b). Esses compostos podem exercer efeito citotdxico e
mutagénico em sitios de inflamagdo onde existe grande concentracdo de eosindfilos
(HENDERSON et al., 2001a). As proteinas sédo susceptiveis aos ataques do HOBr devido a
alta reatividade deste oxidante. Quando compara-se as constantes de velocidade de reagéo
de HOBr e HOCI com aminoacidos, observar-se que HOBr reage de 30-100 vezes mais
rapido com os residuos de aminoacidos em proteinas quando comparado com HOCI.
Reacgbes de halogenagdo no aminoacido tirosina sdo 5000 vezes mais rapidas, para os
aminoacidos cisteina e metionina a reagao € mais lenta (PATINSON e DAVIES, 2004).

O HOBr pode reagir com o grupo amino das cadeias laterais dos residuos de
aminoacidos lisina e histidina em proteinas para formar os intermediarios bromamina e di-
bromamina (WEISS et al., 1986). A decomposicao destes intermediarios pode induzir a
fragmentacao das proteinas, através da formacao de espécies reativas, tais como aldeidos
e nitrilas, (FRIEDMAN e MOGULIS, 1939, NIEDER e HAGER, 1985, HAWKINS e DAVIES,
2005a). Residuos de tirosina em proteinas sdo conhecidos como alvos preferidos do HOBE,
resultando na formacéao de 3-bromotirosina e 3,5-di-bromo-tirosina (BUCHBERGER, 1988).
Estes produtos tém sido empregados como biomarcadores em pacientes com asma devido
aos niveis elevados (WU et al., 2000).

O aminoacido n&o 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 residuos de triptofano em albumina bovina (XIMENES et
al., 2011).

O HOCI é um potente agente oxidante gerado por fagécitos durante a resposta imune
contra invasores do organismo (KLEBANOFF, 1999). No entanto, a producao excessiva de
HOCI pode acarretar na oxidagao de biomoléculas. A reagcdo do HOCI com o DNA é
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conhecida por resultar na formagao de cloraminas (HAYATSU et al., 1971, HAWKINS e
DAVIES, 2001). Essas espécies podem conduzir a dissociagao da fita dupla do DNA devido
a ruptura das ligagdes de hidrogénio (PRUTZ, 1998). A oxidagdo de nucleosideos por
cloraminas pode resultar na formacédo de produtos estaveis tais como: 5-clorocitosina, 5-
clorouracila, 8-cloroadenina e 8-cloroguanosina (WHITEMAN et al., 1997, HENDERSON et
al., 1999, MASUDA et al., 2001). A interacdo do HOCI com as duplas ligagdes dos acidos
graxos insaturados e o colesterol pode resultar na formagcdo de cloro-hidrinas. Esses
produtos possuem efeitos citotdoxicos para as células, além de desestabilizar as estruturas
de membrana (WINTEBOURN et al., 1992).

Em proteinas, HOCI pode oxidar aminoacidos que contém enxofre, tais como, cisteina
e metionina, mas também pode reagir com amino grupos da cadeia lateral de aminoacidos
tais como lisina, histidina, triptofano e tirosina (WINTEBOURN, 1985). A reacdo do HOCI
com cisteina produz dissulfetos, acido cisteico e sulfonamidas, (WINTERBOURN;
BRENNAN, 1997). O sulféxido de metionina é o produto da reagao entre a metionina e o
HOCI (PULLAR et al., 2001, SHAO et al., 2005). Esse produto tem sido proposto como o
causador da disfungéo e agregagao proteica (CHAPMAN et al., 2003). O HOCI também pode
clorinar residuos de tirosina resultando na formacgao de 3-clorotirosina, que tém sido utilizada
como biomarcador de processos oxidativos em pacientes com aterosclerose (HEINECKE et
al., 1994). O aminoacido hidrofobico triptofano também é suscetivel a oxidagcées por HOCI.
Quando esse aminoacido € oxidado gera quinurenina e N-formilquinurenina (ASPEE e LISSI,
2002).

1.4 Aminoacido taurina

A taurina (acido 2-aminoetanosulfénico) € um analogo de aminoacido sulfurado e
possui caracteristicas proprias diferenciando-se dos demais aminoacidos. E mais acido que
os demais aminoacidos por conter em sua estrutura o grupo sulfénico (SOsH) em
substituicdo ao grupo carboxila (COOH) e por possuir um grupo amino na posic¢ao 3 (figura

1) (HUXTABLE et al., 1992).
O
||

S
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O

Figura 1: Estrutura do aminoacido taurina.
Fonte: ACD/ChemSKetch
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Foi descoberta e isolada pelos pesquisadores austriacos Friedrich Tiedemanne;
Leopold Gmelin, 1827 ao ser encontrada na bile de boi em altas concentragbes. Seu nome
originou-se do latim da espécie Bos taurus (OLIVEIRA, 2008). A taurina, encontrada
livremente no liquido intracelular, € um dos aminoacidos livres mais abundantes no cérebro,
musculo esquelético e coragao, sendo de fundamental importancia no desenvolvimento do
sistema nervoso central, na modulagao do calcio durante as contracdes musculares e na
estabilizacdo celular (SHULLER-LEVIS e PARK, 2003). A concentragdo de taurina pode
variar de tecido para tecido. Segundo Green e pesquisadores, 0s niveis no coragao séo de
25-30 mM, no pulmao de 11-17 mM e no musculo esquelético 15-20 mM por miligrama tecido
(DAWSON et al.,, 2002). No reino vegetal a taurina foi encontrada em pequenas
concentragbes em nozes e feijdes 29-100 nM (PASANTES-MORALES e FLORES, 1991).
Essencial para a nutricio humana, descobriu-se na década de 70 que bebés prematuros
alimentados através de nutrigdo parenteral ndo conseguiam manter niveis plasmaticos e
urinarios normais de taurina, ao contrario de bebés alimentados com leite materno. O estudo
com leite materno revelou grandes quantidades de taurina, sendo o segundo aminoacido
mais abundante, atras apenas do aminoacido n&do essencial glutamato (AGOSTINI et al.,
2000, OLIVEIRA, 2008). A deficiéncia de taurina esta associada a diversos processos
patologicos. Incluindo cardiomiopatia, degeneragao da retina e retardo no crescimento que
ocorre na fase de desenvolvimento (OLIVEIRA, 2008). A taurina € indispensavel para manter
a integridade da retina do olho. Na retina, a taurina € encontrada até 400 vezes maior do
que no sangue. Descobriu-se, em meados da decada de 70, que em gatos uma deficiéncia
crbnica de taurina induz a uma degeneragao progressiva da retina levando a cegueira total.
A correcao da dieta permite parar a evolucdo, mas as lesdbes ndo sao reversiveis
(ANDERSON, 1979). Em condi¢des normais, a sua necessidade diaria pode ser alcangada
por meio de uma dieta equilibrada, porém em situagcdes de desequilibrio do sistema
enzimatico e/ou em condi¢des de estresse metabdlico, suas necessidades fisioldgicas estao
aumentadas e, portanto, necessita ser suplementada. A suplementagdao pode ser obtida
através de uma dieta rica em frutos do mar, carnes e ovos ou pela ingestdo de aminoacidos
precursores como a metionina e a cisteina na presenca de vitamina B6 no figado
(HUXTABLE, 1992). No figado, a cisteina é oxidada pela cisteina dioxigenase levando a
formacao de acido sulfinico, o qual é descarboxilado pela enzima cisteina acido sulfinico
descarboxilase para produzir hipotaurina que € oxidado a taurina (BOUCHENOOGHE et al.,
2006).
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1.5 Formacao e efeitos biolégicos das haloaminas Tau-NHCI e Tau-NHBr

O aminoacido nao essencial taurina pode ser oxidado pelos acidos hipo-halosos HOCI
e HOBr gerados via agéo catalitica das enzimas mieloperoxidase (MPO) e peroxidase de
eosindfilos (EPO) (WEISS et al., 1986). Os produtos dessas oxidagdes sao as haloaminas,
taurina cloramina (Tau-NHCI), taurina bromamina (Tau-NHBr) e taurina di-bromaminama
(Tau-NBrz2) (WEISS et al., 1986, PETRONIO et al., 2012) (Figura 2).

Estas moléculas estdo envolvidas quimicamente em vias de sinalizagdo, regulagéo
do sistema redox, alteragdes na expressao e na atividade de mediadores inflamatérios,
incluindo 6xido nitrico, prostaglandinas, NADPH oxidase, fator de necrose tumoral-a (TNF-
a), citocinas e interleucinas (KONTNY et al., 2007).

As haloaminas Tau-NHCI e Tau-NHBr apresentam boa atividade antimicrobiana e
antiparasitaria. Essas haloaminas, em niveis fisiologicos ndo apresentam citotoxicidade
quando comparadas com HOCI e HOBr, além disso s&do capazes de diminuir
significativamente a produgao de espécies reativas de oxigénio geradas através de diversos
processos oxidativos em nosso organismo (KIM et al., 1996). Em 2005 Klebanoff descreveu
que Tau-NHCI e Tau-NHBr mostraram forte agdo microbicida para bactérias patogénicas do
tipo Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Propionibacterium acnes e a Tau-NHBr exibiu
atividade antiparasitaria ao eliminar o Schistossoma mansoni causador da esquistossomose
(YAZDABAKHSH et al., 1987). A Tau-NHCI e Tau-NHBr estdo sendo alvos de diversos
estudos biolégicos a fim de elucidar ainda mais as suas propriedades farmacoldgicas. Para
comprovar esse fato, Marcinkiewicz (2009), demonstrou propriedades anti-inflamatoérias da
Tau-NHBr, sendo assim, essa biomolécula foi incorporada para tratamento de acne,
revelando a sua importancia como agente terapéutico. Nesse contexto, ressaltamos a
importancia de estudar as haloaminas uma vez que ainda estao obscuras muitas fungdes

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

Fonte: Elaborada pelo autor.

1.6 Lisozima
Lisozima é uma proteina globular monomérica de cadeia polipeptidica com 129

aminoacidos de peso molecular de 14.305 Daltons, foi descoberta pelo médico escocés

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
Disponivel em: http://www.rcsb.org/pdb/explore/explore.do?structureld=5LYZ acesso em
Nov. 2014
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A lisozima possui dois dominios estruturais: um dominio alfa (a) e um dominio beta
(B)- A proteina adota essencialmente a conformagéao helicoidal (~ 30% a-hélice e ~ 6% folha-
B). O dominio a é formado pela sequéncia de aminoacidos de 1-39 e 89-129, ainda é
composto por quatro a- hélices, duas perto do C-terminal, dois perto do N-terminal e um C-
terminal com hélices 310. O dominio beta é formado pela sequéncia de aminoacidos de 40-
88, apresentando uma cadeia tripla de folhas anti-paralelas, uma hélice 310, € uma longa
alca. A hélice 310 € ligeiramente mais curta em comparagdo com um a-hélice, e tem cerca
de trés residuos por sua vez (VANEY et al., 1996). A lisozima apresenta quatro ligagcdes
dissulfetos entre os residuos de cisteina 6:127, 30:115, 64:86 e 76:94, que atuam para
estabilizar a sua estrutura (MATAGNE e DOBSON, 1998). Através dos residuos cataliticos
glutamato 35 e aspartato 52, a lisozima catalisa a quebra das ligagdes glicosidicas 8 1-4
entre o acido N-acetilmuramico e N-acetilglicosamina presentes no peptidoglicano da parede
celular bacteriana (MARANA et al., 2006). Também apresenta atividade de quitinase, ou
seja, rompe as ligagbes glicosidicas da quitina presente na parede dos fungos
(BERNASCONI et al., 1987). Pode ser encontrada em secre¢gbes como lagrimas, saliva,
mucosa hasal, bem como em grénulos citoplasmaticos de neutréfilos e na clara do ovo. Tem
como principais fungdes: atividade antimicrobiana e atividade na resposta imune inata
(SWAMINATHAN et al.,, 2011). A lisozima, sob determinadas condi¢gdes (baixo pH,
temperatura elevada, na presencga de etanol), pode se transformar em fibras amildides, tendo
este processo sido bem caracterizado (TREXLER et al., 2007). Em lisozima de humanos ja
foram descritas variantes que apresentam mutag¢des: uma mutagao (156T, F571, W64R e
D67H) ou duas mutacgdes (F571/T70N e T70N/W112R) no gene que codifica para a lisozima.
Essas mutacgdes estao associadas a amiloidose sistémica ndo-neuropatica, onde se observa
a deposicao de fibras em certos 6rgaos, tais como: o figado, o bago e o rim (SWAMINATHAN
et al., 2011). Além de estar envolvida em doengas amiloides a lisozima também esta
associada a doenca pulmonar obstrutiva crénica (DPOC) (LOIVOS, 2009). A DPOC se
caracteriza por uma leve inflamacao crénica por todas as vias aéreas, parénquima e
vasculatura pulmonar. A destruicido da parede alveolar resulta de um desequilibrio entre as
proteases e anti-proteases no pulméo. A lisozima € produzida pelas células serosas do
pulmao e é liberada em processos inflamatérios e infecciosos (LOIVOS, 2009).
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1.7 Formacao de proteinas amiloides

As proteinas sdo macromoléculas formadas pela sequéncia de varios aminoacidos,
unidos por ligagcdes peptidicas (cadeia polipeptidica). Desempenham diversas fungdes no
organismo, tais como: estrutural, hormonal, enzimatica, imunoldgica, nutritiva e de transporte
citoplasmatico (MARZZOCO, 2007). Para realizar todas essas fungdes, as proteinas
possuem estruturas tridimensionais adquiridas por um processo de dobramento da cadeia
polipeptitica (folding proteico), conduzindo-as a uma estrutura nativa estavel e funcional. O
folding proteico € um processo natural que ocorre em todas as proteinas e leva a formagao
da estrutura nativa, enquanto o estado desnaturado refere-se ao conjunto de conformacgdes
proteicas nao-nativas que sao formadas através de ambientes desfavoraveis, tais como:
agentes desnaturantes, pH, temperatura, presséao, e etc (LEHNINGER et al., 2008). Nesse
contexto, a transicdo dos estados desdobrados para os estados nativos pode produzir
estruturas intermediarias. A transicao do estado desdobrado para o estado dobrado pode
ser chamado de dois estados de enovelamento onde se enquadram proteinas tipicamente
pequenas que apresentam menos de 150 aminoacidos (FERSHT et al., 1993). As proteinas
maiores requerem mais cuidados, sdo mais complexas e assim, tendem a se dobrar por
meio de um ou mais intermediarios de dobragem como exemplo: as chaperonas (FENTON;
HORVICH, 2003). Em um modelo de dois estados de enovelamento a proteina 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
espontanea e controlada por forgcas 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 movimentagado dos aminoacidos hidrofébicos para o interior da proteina
e 0s aminoacidos hidrofilicos para o exterior da proteina (JAHN e RADFORD, 2005).

O folding proteico é passivel de falhas e assim algumas proteinas nédo conseguem
atingir a forma nativa necessaria para o correto desempenho biologico. Essas falhas na
maquinaria proteica podem resultar no aparecimento de muitas doencas associadas a
agregacgao proteica e ao estado amildide, como Alzheimer, Parkinson, Esclerose Lateral
Amiotrofica, Encefalopatia Espongiforme Bovina e Scrapie (CHITI e DOBSON, 2006).

O correto enovelamento das proteinas € dependente de energia estabilizadora junto
a maquinaria proteica. O mecanismo de formacdo da estrutura da proteina € complexo,
depende da conformacao da cadeia polipeptidica no espaco, da diversidade na sequéncia
dos aminoacidos e das diferentes interagdes que os estabilizam. Desta forma, torna-se dificil
a previsao da formacgao das estruturas desordenadas (DILL et al., 2008). Tornou-se cada
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vez mais evidente que a capacidade de uma proteina se dobrar corretamente esta
relacionada a um perfeito e delicado equilibrio energético. Este equilibrio pode ser
perturbado por mutag¢des nas sequéncias das proteinas ou mudangas no seu ambiente, por
exemplo, a mudanga do pH ou da temperatura. O equilibrio energético consiste em diversas
interagcdes tais como: ligagdes de hidrogénio (8-21 kd/mol), interagcbes eletrostaticas (~21
kd/mol) forgcas de Van der Waals (0,04-0,8 kd/mol por par de atomo) e efeito hidrofébico.
Cada interacédo tem um efeito pequeno, mas, quando todas as interagdes estdo em equilibrio
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 formagao de agregados proteicos. De acordo com esta teoria o topo do funil possui
um conjunto de proteinas com conformagdes desnaturadas que estdo em elevados niveis
energéticos. Do outro lado do funil encontram-se as proteinas nativas com mais baixo nivel
energético. Esse nivel energético mais baixo existe por conta das interagdes eletrostaticas
e interacdes hidrofobicas das proteinas estabilizando-as no nivel mais baixo de energia.
Através de interagdes intermoleculares entre agregados proteicos e proteinas parcialmente
dobradas pode-se levar a formacado de oligbmeros, 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 formacao das fibras amildides € um processo complexo e minucioso envolvendo
diversas etapas. Os possiveis processos de formagao das fibras amildides incluem a
ativacdo de mondmeros, a formacdo de espécies pré-nucleares, nucleagao primaria,
processo de crescimento secundario, alongamento por adigdo de monémeros e coagulagéo,
rearranjo conformacional, associacao lateral ou agregacdo de mondmeros, e a separagao
de fases (MANKAR et al., 2011). As proteinas amiléides s&o caracterizadas por terem uma
estrutura rica em folha-f3, que séo orientadas perpendicularmente ao eixo maior da fibra na
cadeia polipeptidica, resultando numa série de folhas- 3 que se propagam ao longo da fibra.
A torcdo das fibras-B faz com que essas adquiram um arranjo helicoidal. Uma das
caracteristicas das cadeias B é terem as cadeias laterais dos residuos de aminoacidos
orientadas alternadamente para um e outro lado da folha-3. Este arranjo € mantido ao longo

das folhas-f3 paralelas e anti-paralelas (SUNDE et al., 1997). In vivo as mutagdes pontuais



35

podem desestabilizar as sequéncias de aminoacidos causando a formacado de proteinas
amildides. Esse fato ja foi descrito para a lisozima humana (VALLEIX et al., 2002), B-2
microglobulina (SMITH et al., 2003) e transtirretina (McCUTCHEN et al., 1995).

Os oligbmeros sdo altamente heterogéneos e estruturalmente desorganizados; sao
formados através de processos termodinamicamente desfavoraveis na fase de laténcia da
agregacao proteica. Os monémeros sao convertidos em oligbmeros através do mecanismo
de crescimento de nucleac&o na fase inicial da cinética de formacéao das fibras (JARRETT e
LANSBURY, 1993, LOMAKIN et al., 1996). O nucleo pode se associar rapidamente a outros
mondmeros e assim desenvolvendo os agregados amiloides (LOMAKIN et al., 1996). Os
oligbmeros tém sido descritos como moléculas tdéxicas para as células neuronais devido ao
seu acumulo. Através da clivagem do peptideo amiloide da proteina precursora de amiloide
(PPA) esse peptideo se remonta formando dimeros, trimeros e oligbmeros (ZHAO et al.,
2012). Os agregados amorfos sao formados por problemas no prolongamento da fase inicial
da cinética de formacdo de fibras. Evidéncias experimentais recentes sugerem que
agregados amorfos podem iniciar a formagdo das proteinas amiloides a partir de
polipeptideos desdobrados (FOLLMER e NETTO, 2013).

Na via do folding existem ainda os intermediarios proteicos que sdo chamados de
molten globule. Estes molten globule possuem estrutura secundaria nativa, mas com pouca
ou nenhuma estrutura terciaria, com muitas zonas hidrofébicas expostas (YON, 1997). Estes
intermediarios podem potencializar a agregag¢ao na neurodegeneragao (MAHLEY e HUANG,
2006, SKORA et al., 2010).

1.8 Formacao de agregados proteicos mediados por oxidagao

Ha evidéncias de que processos oxidativos podem mediar a formagao de agregados
proteicos. A imunoglobulina IgG pode ser oxidada por ERO gerados no processo inflamatério
caracterizando a artrite reumatoide. A oxidagao de IgG pode causar a sua desnaturacéao e
agregacao (LUNEC et al.,1985). Os agentes oxidantes HOCI e HOBr tém sido alvos de
muitos estudos no que diz respeito a oxidagado e agregacéo de proteinas. Estudos com as
proteinas apomioglobina e apo-hemoglobina demonstraram que a oxidagao pelo HOCI levou
a formagao de agregados e oligbmeros proteicos (CHAPMAN et al., 2003). As proteinas
lisozima e STI (inibidor de tripsina de soja) foram submetidas a oxidagdo com o HOBr e o
estudo demonstrou que baixas concentracdes molares de HOBr podem levar a inativacao
de ambas enzimas assim como, resultar na formagao de agregados proteicos (HAWKINS e
DAVIES, 2005a). Muitos estudos estdo sendo realizados sobre o mecanismo pelo qual o
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HOCI atua contra micro-organismos invasores. Assim, pesquisadores demonstraram que a
oxidacdo de proteinas termolabeis de E. coli pelo HOCI pode causar desnaturagao e
agregacado levando a destruicdo da bactéria. Desta forma, conclui-se que os efeitos
deletérios do HOCI sobre a bactéria seriam provavelmente devido a capacidade de provocar
a desnaturagao e agregacgao de proteinas essenciais para a sua sobrevivéncia (WINTER et
al., 2008). Em doencgas de cunho inflamatério onde o HOCI é elevado ocorre desequilibrio
de ferro resultando em acumulo de ferro livre. O ferro livre é toxico devido a sua capacidade
de gerar radicais livres atraves de reagdes de Fenton. Estudos recentes demonstram que o
HOCI se liga ao grupo heme da hemoglobina (Hb) e gera espécies férricas intermediarias.
Essas espécies geradas participam na agregacao da metaloproteina e destruicdo do grupo
heme (MAITRA et al., 2012). A produgao dos acidos hipo-halosos (HOCI e HOBr) e das
haloaminas (Tau-NHCI, Tau-NHBr e Tau-NBr2), esta intimamente ligada a processos
inflamatdrios e infecciosos através da grande concentracao de neutrdfilos e/ou eosindfilos e
taurina presente na parede celular dos neutréfilos (SCHULLER-LEVIS e PARK, 2004, BEHE,
SEGAL, 2007). Sendo assim, a produgéo descontrolada de HOCIl e HOBr tem sido associada
na iniciacdo e progressao de muitas doencgas inflamatérias e degenerativas (GUNGOR et
al., 2010, NUSSHOLD et al., 2010). Além disso, a oxidacao de lisozima por HOCI provoca a
perda de atividade enzimatica e promove o desdobramento da proteina (HAWKINS e
DAVIES, 2005b). Este desdobramento pode promover o inicio da formacao de agregados
amiloidais, sendo descrito uma correlagéo entre a fibrilogénese de lisozima e alteragbes na
composicao do meio de redox representada pela concentragao de cisteina e cistina (WANG
et al., 2009). Considerando-se: a relevancia dos residuos de triptofano no sitio ativo da
lisozima (KURODA et al., 1975), a evidéncia de que este aminoacido é essencial para a
estabilidade da proteina apomioglobina evitando a sua agregacgédo e formagao de fibras
amiloides (SIRANGELO et al., 2002), a recente descoberta de que Tau-NHBr apresenta
seletividade na oxidacao residuos de triptofano na albumina bovina (XIMENES et al., 2011)
e ainda a importancia de estudar as haloaminas uma vez que muitas funcdes dessas
biomoléculas sao obscuras, ressaltamos nessa tese a relevancia de estudar as alteracdes
na atividade enzimatica da lisozima, bem como sua propensao de agregacdo da quando
submetida a oxidacao pelos acidos HOCI e HOBr, e pelas haloaminas Tau-NHCI, Tau-NHBr
e Tau-NBr2.



2. OBJETIVOS
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O presente trabalho teve por objetivo estudar as alteragdes estruturais e funcionais na
proteina lisozima provocadas por sua oxidagao pelo acido hipocloroso, acido hipobromoso

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

2.1 Objetivos especificos

1) Estudar a oxidagao do triptofano pelos acidos hipo-halosos e haloaminas.

Il) Estudar a oxidagao da lisozima pelos acidos hipo-halosos e haloaminas.

lll) Estudar a inibicdo da atividade enzimatica da lisozima provocada por sua oxidagao.

IV) Estudar a formacgao de agregados amiloides na lisozima provocados por sua oxidagao.



3. MATERIAL E METODOS
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3.1 Reagentes e Solugoes

2,4-dinitrofenil-hidrazina (DNPH), 5,5'-ditio-bis(2- acido nitrobenzdico), acetonitrila,
acido acético, acido férmico, acido fosforico, acido tricloroacético, acido trifluoracético,
alanina, albumina bovina, brometo de sdédio, células liofilizadas de Micrococcus
lysodeikticus, cloreto de sédio, dodecil sulfato de sédio (SDS), glicina, hidrocloreto de
guanidina, lisozima de ovo de galinha, melatonina, metanol, N-acetiltriptofano, sal de
magnesio 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 preparagao da solugéo salina tamponada (PBS, phosphate
buffered saline), demais tampdes, solu¢des e fases modveis foram de grau HPLC. Solugdes
de trabalho de acido hipocloroso (HOCI) foram preparadas a partir de uma solugdo comercial
de hipoclorito de sédio (5%) Sigma-Aldrich Chemical Co. (St. Louis, MO, USA), e suas
concentragdes foram determinadas por espectrofotometria apés diluicdo em 0,01 M NaOH
(€2920m = 350 M~'cm~"). O HOBF foi sintetizado pela combinagdo de 100 mM HOCI e 200 mM
NaBr em agua. A solugéo de lisozima na concentragdo de 1 mM foi preparada em tampao
fosfato 10 mM pH 7,0 e estocada a 4°C e a sua concentracdo foi determinada por
espectrofotometria (e280nm = 43 824 M~ cm™). A solugdo de ANS 3 mM foi preparada em

tampao fosfato 10 mM pH 7,0. Estas solu¢des foram preparadas no momento de uso.

3.2 Preparacao e anadlise de taurina cloramina (Tau-NHCI), taurina mono-bromamina
(Tau-NHBr) e di-bromamina (Tau-NBr2)

A solucéao de trabalho Tau-NHCI foi preparada pela adicdo de 5 mM de HOCI em 50
mM de taurina em tampéao fosfato 10 mM pH 7,0. A concentragcdo de Tau-NHCI foi
determinada por sua absorbancia (£252nm= 429 M-' cm). Taurina di-bromamina (Tau-NBrz)
foi preparada pela combinacdo de HOBr 5 mM e taurina 2,5 mM em tampéao fosfato 10 mM
pH 7,0. Tau-NHBr foi preparada pela combinagcao de HOBr 5 mM e 500 mM de taurina em
tampao fosfato 10 mM pH 7,0. As concentracbes de Tau-NBr: e Tau-NHBr foram
determinadas por suas absorbancias (€241nm = 2713 M~'cm™) e (g288nm = 430 M~'cm™),
respectivamente (THOMAS et al., 1995). As haloaminas Tau-NHCI, Tau-NHBr e Tau-NBr2
foram analisadas utilizando um espectrofotdmetro com arranjo de fotodiodos Hewlett
Packard 8452 (Agilent, Santa Clara, CA, USA).
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3.3 Estudos de quimiluminescéncia do triptofano

As reagdes foram constituidas por 0,5 mM dos oxidantes (HOCI/HOBr) e 0,5 mM do
triptofano na presenca ou auséncia de taurina ou alanina em PBS, pH 7,4, a 25°C. As
reacdes foram iniciadas pela adicdo dos acidos hipo-halosos ou haloaminas e a luz emitida
foi medida usando luminémetro de microplaca LB 960 (Berthold Technologies, Oak Ridge,
TN, EUA). Para os ensaios, utilizando haloaminas as substancias foram sintetizadas como
indicado anteriormente e adicionadas a solugao de triptofano. As rea¢des foram iniciadas

pela adigdo dos oxidantes através de injetor automatico.

3.4 Estudos de quimiluminescéncia de derivados inddlicos

As reagbes foram constituidas por 0,5 mM dos oxidantes (HOCI/HOBr) e 0,5 mM dos
derivados de inddlicos (triptofano, melatonina, serotonina e N-acetiltriptofano) em PBS, pH
7,4, a 25°C. As reacoes foram iniciadas pela adigdo dos acidos hipo-halosos (HOCI/HOBr)
e a luz emitida foi medida usando luminémetro de microplaca LB 960 (Berthold Technologies,
Oak Ridge, TN, EUA). As reagdes foram iniciadas pela adicdo dos oxidantes através de

injetor automatico.

3.5 Estudos de quimiluminescéncia dos aminoacidos taurina e alanina

As reagdes foram constituidas por 0,5 mM dos oxidantes (HOCI/HOBr) e 0,5 mM do
triptofano na presenca ou auséncia de taurina (0,5 mM) ou alanina (0,5 mM) em PBS, pH
7,4, a 25°C. As reacdes foram iniciadas pela adigao dos acidos hipo-halosos e a luz emitida
foi medida usando luminémetro de microplaca LB 960 (Berthold Technologies, Oak Ridge,
TN, EUA). As reagdes foram iniciadas pela adicdo dos oxidantes através de injetor

automatico.

3.6 Estudos de quimiluminescéncia da oxidagao do triptofano pelas haloaminas
As reacgdes foram constituidas por 0,5 mM das haloaminas e 0,5 mM do triptofano em
PBS, pH 7,4, a 25°C. As reagdes foram iniciadas pela adigdo das haloaminas e a luz emitida
foi medida usando lumindbmetro de microplaca LB 960 (Berthold Technologies, Oak Ridge,
TN, EUA). As reagdes foram iniciadas pela adigdo dos oxidantes através de injetor

automatico.
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3.7 Estudos de fluorescéncia da oxidagao do triptofano

As reacodes foram constituidas por 0,5 mM dos oxidantes e 0,5 mM dos derivados de
inddlicos em PBS, pH 7,4, a 25°C. As reacdes foram iniciadas pela adicdo dos acidos hipo-
halosos e a fluorescéncia intrinseca do triptofano foi monitorada em Aex 295 nm e Aem 360
nm. A formacgéo dos produtos foi monitorada em Aex 340 nm € Aem 440 nm. Os experimentos

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

3.8 Estudos por cromatografia Liquida de alta eficiéncia

As reacbes foram constituidas por 0,5 mM dos oxidantes (HOCI e HOBr) e 0,5 mM
dos derivados de inddlicos em PBS, pH 7,4, a 25°C. Apds incubacgao por 5 minutos, aliquotas
das misturas de reagéo (20 uL) foram injetadas no sistema cromatografico (Jasco, Easton,
MD, EUA). O consumo dos reagentes e formagao dos produtos foram analisados utilizando
um detector de arranjo de fotodiodos, monitorado em 254 nm. As analises foram realizadas
em modo isocratico utilizando uma coluna de fase reversa C1s Phenomenex® LUNA (2) (250
X 4.6 mm, 100A, 5 ym) com fase moével constituida por uma solugéo aquosa de 0,1% de
acido formico:metanol (6: 94, v/ v). A bomba de fluxo foi de 1,0 mL / min, foi utilizado injetor

automatico e a temperatura do forno a 25°C, nao foi utilizado pré-coluna.

3.9 Estudos de Fluorescéncia intrinseca

A fluorescéncia intrinseca da lisozima foi medida usando espectrofluorimetro Perkin
Elmer LS 55 (Perkin Elmer, Shelton, CT, USA) nas seguintes condi¢des: Aex 295 nm, e
varredura de emissao na faixa de 310 a 500 nm. As fendas para excitacdo e emissao foram
fixadas em 5 nm. Foi utilizado cubeta de quartzo de 3 mL com caminho 6tico de 10 mm sob
agitacdo magnética. A mistura da reagao foi constituida por 5 uM lisozima e 20 uM oxidantes
em tampéao fosfato 10 mM pH 7,0. A fluorescéncia foi medida apds 5 minutos de adigdo dos
oxidantes. Para os estudos cinéticos, as reagcbes foram disparadas pela adicdo dos

oxidantes com excitacdo e emissdo em Aex 295 e Aem 344 NmM, respectivamente.

3.10 Estudos de Fluorescéncia extrinseca

Os estudos de fluorescéncia extrinseca da lisozima, ou seja, utilizando a sonda ANS
foram realizados nas seguintes configuragdes: Aex 378 nm e varredura de Aem 410 a 600 nm.
As fendas para excitagdo e emissao foram fixadas em 5 nm. Foi utilizado uma cubeta de
quartzo de 3 mL com caminho ético de 10 mm sob agitagdo magnética. A mistura da reacao
foi constituida por 5 uM lisozima e 20 uM de oxidantes em tampéao fosfato 10 mM pH 7,0.
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Ap6s a oxidacdo, adicionou-se 100 uM de metionina para a supressao de oxidantes
remanescentes e incubado por mais 5 minutos em temperatura ambiente. Apds a incubagao
foram adicionados 90 yM da sonda ANS e incubado por mais 30 minutos antes da leitura.
Para os experimentos em pH 9,2 as condi¢cdes de reagao foram: 50 uM de lisozima e 200
MM de oxidantes em tampao fosfato 10 mM pH 7,0. Apds a oxidagao foram adicionados 1000
MM de metionina para supressao de oxidantes remanescentes e incubados por mais 5
minutos. Apds a incubagao foram adicionados 90 uM da sonda ANS e incubou-se mais 30
minutos antes da leitura. Entdo a mistura da reacéo foi diluida 10 vezes em tampé&o glicina
100 mM pH 9,2 antes da leitura.

3.11 Estudos de Espalhamento de luz

O espalhamento da luz € uma indicagdo da formagéo de agregados proteicos. Para
realizacdo desse experimento no espectrofluorimetro, a emissao deve ser monitorada em
uma faixa que compreende a excitacao. Para isso, a excitagao foi fixada em Aex 280 nm e a
emissao varrida Aem 270 nm e 300 nm. As fendas para excitacdo e emissado foram fixadas
em 5 nm. Foi utilizado uma cubeta de quartzo de 3 mL com caminho 6tico de 10 mm sob
agitacao magnética. A mistura da reagao foi constituida por 5 uM lisozima e 20 uM oxidantes
em tampéao fosfato 10 mM pH 7,0. As medidas foram realizadas 5 minutos ap6s a adigao

dos oxidantes.

3.12 Estudos de Anisotropia

A medida da anisotropia € uma indicacado do grau de liberdade de uma molécula em
um sistema. Para isso, os ensaios foram realizados afim de investigar a formacado de
agregados apos a oxidagdo da lisozima pelos acidos hipo-halosos e haloaminas. Os
comprimentos de onda foram fixados em excitagdo Aex 378 nm e Aem 485 nm para emissao.
As fendas para excitacdo e emissao foram fixadas em 5 nm. Foi utilizado uma cubeta de
quartzo de 3 mL com caminho 6tico de 10 mm sob agitacdo magnética. As misturas de
reacdes foram constituidas por 50 uM lisozima 500 uM oxidantes em tampéao fosfato 10 mM
pH 7,0. Apés a oxidagao, foi adicionado 1000 uM de metionina para a supressao de residuos
dos oxidantes remanescentes e incubados por 5 minutos em temperatura ambiente. Na
sequéncia, a mistura da reacao foi diluida em tampé&o glicina 0,1 M pH 9,2 e entéo,

adicionado 90 uM da sonda ANS e incubado por 30 minutos antes da leitura.
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3.13 Ensaio de agregacao

A possivel formacdo de agregados amiloidais foi avaliada por meio da sonda
fluorescente tioflavina T. O meio de reagao foi constituido por 50 yM lisozima e 200 yM
oxidantes em tampéao fosfato 10 mM pH 7,0, incubados por 30 minutos em temperatura
ambiente sob leve agitagdo. Apds a oxidagao, foi adicionado 1000 yM de metionina para a
supressao de residuos dos oxidantes remanescentes e incubados por 5 minutos em
temperatura ambiente. A mistura da reacgéo foi diluida 20 vezes em tampao glicina 0,1 M de
pH 9,2 contendo 10 yM de Tioflavina T e a mistura foi incubada por 15 minutos. A
fluorescéncia da Tioflavina T, que € a indicagcédo de sua ligagdo a agregados amiloidais foi
mensurada como segue. A excitacao foi fixada em 440 nm e a emissao varrida entre 450
nm e 600 nm. As fendas para excitagdo e emissédo foram fixas em 5 nm. Foi utilizado uma
cubeta de quartzo de 3 mL com caminho 6tico de 10 mm sob agitacdo magnética. Nos
experimentos na presencga de SDS, este composto foi adicionado (300 uM) apés as reacgoes

de oxidagao e incubado por 15 minutos antes da adigao de Tioflavina T.

3.14 Determinagao da Concentragcao Relativa de Grupos Carbonilicos nas Proteinas

A lisozima 50 yM foi incubada com 200 uM de oxidantes em 10 mM de tampéao fosfato
de sddio pH 7,0 durante 30 min a 25°C sob leve agitagdo. Em seguida, 1 mM de metionina
foi adicionado ao meio de reagao para remover possiveis residuos de oxidantes e incubada
por mais 5 min. A formacéo de grupos carbonilicos nas proteinas produzidas pela oxidagéo
com as haloaminas ou acidos hipo-halosos foi analisada como descrito na literatura
anteriormente com pequenas modificagdes (FAGAN et al., 1999). A mistura da reagao
contendo a lisozima oxidada (0,5 mL) foi adicionado a 0,5 mL DNPH (10 mM em HCI 2 M) e
foi incubada durante 1 hora em temperatura ambiente e agitando em intervalos de 10
minutos. A proteina foi precipitada pela adi¢cao de 0,5 mL de TCA gelado (concentragao final:
30% P/V) e incubada em banho de gelo durante 30 minutos. A solugédo foi submetida a
centrifugagéo a 11.000 rpm durante 10 minutos e apds a centrifugagéo o sobrenadante foi
descartado. A proteina precipitada foi lavada trés vezes com 1 mL de uma mistura de etanol
1:1 acetato de etila (v/v). A proteina precipitada foi entao dissolvida em 0,5 mL de cloridrato
de guanidina 6 M (preparada em 20 mM de fosfato de potassio pH 2,3) e incubada a 37 ° C
durante 1 hora. Em seguida, a mistura da reacgao foi centrifugada a 11.000 rpm durante 10
min e o teor de grupos carbonilicos formados foi determinado em espectrofotdmetro (€370 nm

= 22.000 M-' cm™") e expresso em nmol/mg de proteina.
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3.15 Determinagao da Atividade Enzimatica da lisozima

A atividade da lisozima foi determinada medindo a taxa de perda na turvagdo de uma
suspensao de Micrococcus lysodeikticus (ATCC 4698). As misturas reacionais foram 5 uM
de lisozima e 20 uM de oxidantes em tampao fosfato de sédio 10 mM pH 7,0. Apds a
oxidacdo, 100 yM metionina foi adicionado para a supressdo de oxidantes residuais e
incubado durante 5 minutos a temperatura ambiente. Uma aliquota de 50 yL da mistura de
reagao foi adicionada a 2950 pyL de uma suspensao de Micrococcus lysodeikticus (0,01%
p/v em tampao fosfato de potassio 66 mM pH 6,24) em cubeta de quartzo de 3 mL sob
agitacao magnética a 25°C (SHUGAR et al., 1952). A taxa de decaimento da absorbancia
foi medida a 450 nm e a atividade enzimatica foi mensurada em AA/min na parte linear da

curva, tendo o controle como referéncia.

3.16 Analise estatistica

A analise estatistica dos resultados foi realizada pelo programa GraphPadPrism,
aplicando-se teste t ou analise de variancia (ANOVA) com comparagdes multiplas e teste de
Tukey como poés-teste, com determinacéo do nivel de significancia para p<0,05. Foram

realizados pelo menos trés experimentos independentes em ftriplicata.



4. RESULTADOS
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4.1 Estudos da oxidagao do triptofano

4.1.1 Avaliagcao da quimiluminescéncia produzida durante a oxidacao de triptofano

Este trabalho teve como base estudos anteriores que demonstraram que as
haloaminas oxidavam com eficiéncia, a proteina albumina e nessa reagdo observava-se
emissao de luz (XIMENES et al., 2011). Este achado somado ao fato de que a oxidagéo de
derivados inddlicos sdo susceptiveis a geracédo de estados excitados (LAKOWICZ, 2000),
nos levou ao estudo da oxidacdo do aminodacido triptofano pelos acidos hipo-halosos e
haloaminas.

Iniciamos esse trabalho submetendo o aminoacido triptofano a oxidacdo e
comparando a eficiéncia da geragéo de quimiluminescéncia quando utilizado HOCI ou HOBYr.
Os resultados apresentados na Figura 5a e 5b mostram que a oxidagdo promovida pelo
HOBr foi significativamente mais eficiente na geracao de luz se comparado ao HOCI. Como
pode ser observado, trata-se de uma reagao rapida, sendo necessaria a utilizacdo do
sistema de inje¢cdo automatica para néo perder o inicio da emissdo. Na Figura 5c observa-
se o estudo da variacdo da concentragdo do HOBr mantendo fixa a concentracdo do
aminoacido. O maximo de emissao foi alcangado em uma relagao de 1:2 (triptofano:HOBY).
Deve-se esclarecer que a emissao de luz, embora aparentemente alta, trata-se de emissao

classificada como ultra-fraca, sendo visivel apenas em luminbmetro altamente sensivel.
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Figura 5: Ensaio de quimiluminescéncia da oxidagao do triptofano: (a, b) acido hipobromoso (HOBY)
versus o acido hipocloroso (HOCI) **(p<0,01) de acordo com o teste t. A reacao consistiu em 0,5 mM
triptofano e 0,5 mM de oxidante em PBS, pH 7,4, a 25°C. (c¢) Efeito da concentragdo de HOBr na
emissao de luz. A concentracao de triptofano foi 0,5 mM. Os resultados sdo apresentados como a

meédia £ DP de 3 experimentos independentes.

4.1.2 Estudos de fluorescéncia da oxidagao do triptofano

No experimento anterior o HOBr mostrou-se mais eficiente na geragéo de luz quando
comparado ao HOCI. Desta forma, o proximo passo foi avaliar e comparar o perfil cinético
de oxidagao do triptofano por HOCI e HOBr. Os resultados apresentados na Figura 6a
mostram a eficiéncia dos acidos hipo-halosos na oxidagao do triptofano, pois houve uma
diminuicao, praticamente instanténea, de cerca de 50% da sua fluorescéncia. Esse resultado
indica que ambos os acidos oxidam o triptofano com a mesma velocidade e com a mesma
eficiéncia.

Considerando-se que nao houve diferencas no que diz respeito a eficiéncia e a
velocidade de oxidacdo para ambos os acidos, buscou-se entao indicios na formacao dos
produtos secundarios durante a oxidacdo. Como o triptofano € um derivado inddlico e ha
relatos de que, quando oxidados, esta classe de compostos emite luminescéncia em cerca
de 400 nm (XIMENES et al., 2005), procuramos indicios da formacao de substancia

fluorescentes nesta regido do espectro. Para isso, acompanhamos as rea¢gdes monitorando
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a fluorescéncia em 340/440 nm. Na Figura 6b observamos que o consumo do triptofano foi
seguido por uma reagao secundaria e mais lenta quando oxidado com HOBr. Ao contrario,
para o HOCI n&o se observou essa reagdo secundaria. Esses dados sugeriram que a
oxidagdo do triptofano com HOBr gera produtos secundarios que sao posteriormente
oxidados pelo HOBr gerando espécies que emitem fluorescéncia.

Esses achados corroboram com os dados anteriores (Figura 5a) indicando a
possibilidade de que rea¢des secundarias de oxidacao do triptofano por HOBr podem ser as

responsaveis pela eficiéncia do HOBr na geragéo de luz quando comparado com o HOCI.
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Figura 6: Perfil cinético da oxidagdo do triptofano. Acido hipobromoso (HOBr) versus acido
hipocloroso (HOCI). (a) O consumo do triptofano foi monitorado através da fluorescéncia intrinseca
(Aex 295 Nm / Aem 360 nm). (b) Formacéo de produtos de oxidagao (Aex 340 nm / Aem 440 nm). A mistura
de reacao consistiu de 0,5 mM triptofano e 0,5 mM de oxidantes em PBS, pH 7,4, a 25°C.

4.1.3 Analise da oxidacao de triptofano por cromatografia liquida de alta eficiéncia

Os dados apresentados no experimento anterior mostraram a formacao de produtos
secundarios gerados pela oxidagao do triptofano por HOBT.

Para estudar os produtos formados utilizou-se cromatografia liquida de alta eficiéncia
acoplada a um detector de arranjo de fotodiodos (CLAE-DAD). As analises foram
monitoradas em A=254 nm. Inicialmente, foi injetado triptofano (0,5 mM) para a padronizagao
do método. As condicdes de reacao foram as mesmas utilizadas nos estudos de
quimiluminescéncia. Como pode ser observado e corroborando com os resultados
anteriores, o consumo de triptofano foi 0 mesmo para ambos oxidantes (Figura 6a).

A Figura 7 traz os espectros UV-Vis dos principais produtos (picos) formados na
oxidacdo do ftriptofano, 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-acido carboxilico (Pic), oxindolalanina (Oia) e dioxindolalanina (DiOia) (SALMINEN e
HEINONEN, 2008). Os produtos formados para ambos os acidos foram os mesmos, no
entanto, na oxidagdo com o HOBr os picos apresentaram menor area, o que pode sugerir
gue os mesmos foram formados com menor eficiéncia ou oxidados ao serem formados com
excecdao do produto DiOia. Esta segunda hipotese se ajusta melhor aos resultados

anteriores, pois somente para o HOBr foram observadas reagcbes secundarias.

DiOia
o) COOH
200-
252 NH;
1004 NH;
361
Kyn
o- T T
0 5 10 15 20 25 30 300 400 500
Minutes
231 200
304 O COOH COOH
150 HO
20- 261 N2 NH
NHCOH 100
104 237
324 E
50+
0 NFK 294
PIC
i ) 0- T T
300 400 500 300 400 500
60 300
COOH COOH
HO
40-
NH i
252 . 2 200 NH,
S —Q
20- N 255 N
285 H 100+ H
oi 291
ia e
0- DiOia
T T 0 r F
300 400 500 300 400 500
nm nm

Figura 7: Cromatogramas e espectros UV-Vis dos produtos de oxidagdo do triptofano: acido
hipocloroso (HOCI) versus acido hipobromoso (HOBr). A mistura de reacao foi injetada no CLAE
apos 5 minutos do inicio da reacdo. As misturas de reagao consistiram em 0,5 mM de triptofano e
0,5 mM de oxidante em PBS, pH 7,4, a 25°C.
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4.1.4 Estudos da oxidagcao de outros compostos indélicos

Para um melhor entendimento do processo de emissao de luz durante a oxidagao do
triptofano por HOBr, realizamos estudos com outros derivados inddlicos. Para isso foi
utilizado o horménio melatonina, o neurotransmissor serotonina e a forma acetilada do

triptofano, ou seja, N-acetiltriptofano (Figura 8).

0 0
\ |
OH OH
| NH, | HN CHy
N N Y
H

|
o)

C Tri ptofano N-acetiltriptofano
HO
T T
| N
0 H
Melatonina Serotonina

Figura 8: Estrutura dos derivados inddlicos
Fonte: ACD/ChemSKetch

Os resultados da Figura 9a demonstraram que, diferente do ftriptofano, estas
biomoléculas quando oxidadas nao produziram emissdo de luminescéncia. Deve-se
enfatizar que nido se trata de auséncia de oxidacdo, pois todos os compostos foram
eficientemente oxidados, como pode ser verificado para o N-acetiltriptofano (Figura 9b).
Observa-se também que a oxidacdo do N-acetiltriptofano resultou em apenas um produto
majoritario, o que o difere totalmente do triptofano (Figura 7). Em conjunto, esses resultados
sugerem que a emissdo de luz é dependente da presenca do grupo amino livre e,
provavelmente, as reagdes secundarias responsaveis pela emissdo estdo a ele

relacionados.
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Figura 9: Oxidacdo das biomoléculas inddlicas com acido hipobromoso. (a) emisséo de luz. (b)
cromatografia liquida de alta eficiéncia apds a oxidagédo do N-acetiltriptofano: (i) N-acetiltriptofano, ii)
oxidacao do produto de N-acetiltriptofano. A reagéo consistiu em 0,5 mM de derivados de inddlicos
e 0,5 mM de acido hipobromoso em PBS, pH 7,4, a 25° C.

4.1.5 Avaliacao do efeito da adicao de taurina e alanina na oxidagao do triptofano

A partir dos resultados precedentes, parecia evidente o envolvimento de produtos
intermediarios na geracao de fluorescéncia e para isso 0 grupo a-amino precisava estar livre.
Desta forma, estudamos o efeito de um segundo aminoacido adicionado a reacao. Escolheu-
se 0s aminoacidos alanina e taurina. Foi utilizado o injetor automatico do luminédmetro para
nao perder o inicio das reagdes. Os resultados apresentados na Figura 10 mostram que a
oxidacdo do triptofano por HOBr na presenca de taurina resultou em um aumento
significativo na emissao de luz. Por outro lado, a presenca de alanina nao alterou a eficiéncia
de emissdo. No contexto aqui explorado, a diferengca entre alanina e taurina esta na
estabilidade das espécies intermediarias formadas. Como se sabe, enquanto a taurina
produz haloaminas relativamente estaveis, a alanina € degradada na presenca dos acidos
hipo-halosos (DRABIK e NASKALSK, 2001). Diferente dos resultados com HOBr, a presenca
de taurina ou alanina nao causou alteragcao na emissao de luz quando utilizado HOCI como

oxidante (Figura 10c).



53

200

N

a

o
I

I\ Trp
1 —— Trp + taurina
| —— Trp + alanina

Emissao de luz (10°R.L.U)
N
o
o

a
o
I

Integral de emissao de luz (10° RLU x min)

T
Trp +
Tempo (min) taurina alanina

c) HOCI

* *

Integral de emisséo de luz (10 ® RLU x min)

Trp Trp + Trp +
taurina alanina

Figura 10: Efeito do aminoacido adicional na emissao de luz a partir da oxidagao do triptofano. (a)
Efeitos da taurina e alanina na emissao de luz. (b) Oxidacao do triptofano por HOBr na presenca de
taurina e alanina respectivamente. ***(p< 0,001) quando comparados com Trp + taurina usando
ANOVA. (¢) Oxidacao do triptofano por HOCI na presenca de taurina e alanina respectivamente. As
misturas de reacdo consistiram em 0,5 mM de triptofano na auséncia ou presenca de 0,5 mM de
alanina ou taurina e 0,5 mM dos oxidantes *(p< 0,05) quando comparado com Trp usando ANOVA.
A reacao foi desencadeada por adicao dos oxidantes através do injetor automatico do luminémetro.

Os resultados sao apresentados como a média £ DP de 3 experimentos independentes.

4.1.6 Avaliagao da quimiluminescéncia na oxidagao de triptofano pelas haloaminas

Os resultados dos ensaios anteriores mostraram que a formagcdo de bromaminas
poderiam estar envolvidas na quimiluminescéncia observada na oxidagao do triptofano por
HOBr. Desta forma, preparamos as haloaminas, taurina di-bromamina (Tau-NBrz) e taurina
monobromamina (Tau-NHBr) pela mistura dos reagentes nas seguintes proporgoes: HOBr
5 mM e taurina 2,5 mM que leva a formacao de Tau-NBrz; HOBr 5 mM e taurina 50 mM,
levando a formacado de 90% Tau-NHBr e 10% de Tau-NBr2 e HOBr 5 mM e 500 mM de
taurina levando a formacao de Tau-NHBr (HAWKINS et al., 2008).

A formacao desses compostos foi confirmada por seus espectros de absorcdo na
regidao do (UV). Os espectros na Figura 11 mostram a diferenca entre a Tau-NBrz (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). Apos a confirmagéo da sintese dos compostos utilizamos a equivaléncia molar de
1:1 triptofano:oxidantes para as reacbdes de oxidagdo. Os resultados das oxidacdes
demonstraram que Tau-NBrz foi o mais eficiente na emissao de luz a partir da oxidagao de
triptofano. No entanto, Tau-NHBr que possui um excesso de taurina na sua composi¢gao nao

foi um promotor eficiente na geragao de luz quando comparado com Tau-NBr2 e HOBr.
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Figura 11: Quimiluminescéncia da oxidagao do triptofano: haloaminas x HOBr. a) espectro na regido
do ultravioleta de Tau-NHBr (i), (b) Tau-NHBr + Tau-NBr2, (ii) (c¢) Tau-NBr2 (iii) (d, e)
quimiluminescéncia da oxidagao do triptofano. A reagéo foi desencadeada por adigéo 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 sao apresentados como a média + DP de 3 experimentos

independentes.



55

4.1.7 Avaliagao da quimiluminescéncia na oxidagado de residuos de triptofano na
proteina albumina bovina

Tendo em vista todos os dados obtidos sobre a emissdo de luz na oxidacdo do
triptofano pelas haloaminas e seus precursores, nos propomos a estudar as oxidagdes de
residuos de triptofano em proteinas. Desta forma escolhemos inicialmente a albumina bovina
que possui dois residuos 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-NBrz foram mais eficientes na geragdo de luz quando utilizados como

oxidantes de residuos de triptofano.
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Figura 12: Quimiluminescéncia da oxidagdo da albumina bovina. A mistura reacional consistiu em

50 uM de albumina e 2 mM dos oxidantes. A reacao foi desencadeada pela adicdo de oxidante

através do injetor do luminémetro.

4.1.8 Proposta de mecanismo para a oxidagao do triptofano

ApOs a identificagdo dos produtos secundarios na Figura 7 (item 4.1.3, p. 49) gerados
através da oxidacao do triptofano pelo HOBr, foi possivel montar uma proposta para a
formacao desses produtos. Ficou evidente pelo cromatograma que o intermediario DiOia
estava aumentado apds a oxidacao do triptofano pelo HOBr. Esse fato ndo ocorreu na
oxidacao do triptofano pelo HOCI. Esses indicios levaram a acreditar que esse intermediario
€ o responsavel pela emissao de luz.
. Formacado do produto Oia. O HOBr faz um ataque no anel inddlico do triptofano
gerando-se as espécies intermediarias ‘HO-Br*, posteriormente ocorre o rompimento dessa
ligacdo saindo —OH". A molécula de agua faz um ataque nucleofilico no intermediario de
reacao liberando um préton. No intermediario formado ocorre a eliminagao de HBr formando-

se o tautdbmero com equilibrio cetoenol oxindolalanina (Oia).



56

o Formacado do produto Pic. O HOBr faz um ataque no anel inddlico do triptofano,
ciclizando e formando um anel de trés membros com o Br*, O Nitrogénio faz um ataque no
carbono C+ rompendo o ciclo. O *HO faz um ataque nucleofilico no C+ liberando o ion
brometo e formando o intermediario 1,2,3,3a,8,8a-hexahidro-3a-Hidroxipirrolo[2,3-b]-indol-
2-acido carboxilico (Pic).

. Formacéao do produto NFK e Kyn: O HOBr faz a abstragcdo de um H* formando uma
espécie radicalar. O radical sofre oxidagdo formando um anel de quatro membros. Assim
com o deslocamento da nuvem eletrénica para o nitrogénio radicalar rompe-se a ligagcao
dioxi do anel levando a formacgao da N-formilquinurenina (NFK). A N-formilquinurenina sofre
a eliminacado de um acido gerando a quinurenina (Kyn).

o Formacao do produto DiOia: Apds ocorrer a formacgéo do intermediario Oia, 0 mesmo
sofre uma oxidag¢ao formando um radical, que sofre outra oxidagcéo levando a formacgao do

dioxindolalanina (DiQia).
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Figura 13: Proposta do mecanismo de oxidagao do triptofano pelo HOBEr.
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4.2 Estudos da oxidagao da lisozima

4.2.1 Avaliacao da fluorescéncia intrinseca na oxidagao 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 oxidagao de
triptofano livre, ou mesmo como um residuo em albumina. Tendo isso como ponto de partida,
somado ao fato de que a lisozima € uma proteina util para os estudos de formacao de
agregados amiloidais e também por possuir seis residuos de triptofano, resolvemos estudar
como a sua oxidacao afetaria suas caracteristicas estruturais.

Primeiramente, o estudo focou-se na fluorescéncia intrinseca da lisozima, que é
resultado dos seus seis residuos de triptofano. Na Figura 14a apresentamos o perfil cinético
de deplecdo da fluorescéncia intrinseca da lisozima quando oxidada pelos acidos hipo-
halosos e haloaminas. Utilizando um excesso molar de apenas 4 vezes de Tau-NHBr ou
Tau-NBrz2em relagéo a lisozima, ja foi suficiente para deplegdo quase completa da banda de
fluorescéncia. Por outro lado, HOCI e HOBr provocaram uma deplecao de apenas 40% e
50% (Figura 14a e 14b). Além da diferenca na eficiéncia da reacédo, foi observado que as
reagdes com Tau-NHBr e Tau-NBrz eram mais lentas se comparado ao HOBr e HOCI, que
instantaneamente depletaram o triptofano (Figura 14c). A reagdo com Tau-NHCI com
lisozima causou apenas uma pequena diminuicdo na fluorescéncia, demonstrando ser um

fraco oxidante.
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Figura 14: Deplecao da banda de emissao do triptofano a) Deplecéo da fluorescéncia intrinseca da
lisozima pelos acidos hipo-halososo e haloaminas b) Oxidagao relativa de lisozima pelos acidos-
halosos e haloaminas. ***(p<0,001) quando comparados com o Controle ou conforme indicado. c)
Cinética de oxidagao da lisozima e deplecao da fluorescéncia intrinseca. As reacdes consistiram em
5 uM de lisozima e 20 uM de oxidantes em tampéao de fosfato 10 mM, pH 7,0 em 25°C. Os espectros
foram realizados em cinética de 5 minutos apds a adi¢ao dos oxidantes (Aex 295 Nnm / Aem 344 nm).

Os resultados sao apresentados como a média £ DP de 3 experimentos independentes.

4.2.2 Estudos de inibigcao da atividade enzimatica da lisozima

A lisozima é uma enzima extremamente importante no organismo humano tendo
como principais fungdes: a atividade antimicrobiana e a atividade na resposta imune inata
em processos infecciosos e inflamatérios (SWAMINATHAN et al., 2011). Os dados
anteriores demonstraram indicios de seletividade das haloaminas na oxidagao de
residuos de triptofano em proteinas. Partindo do pressuposto que o sitio ativo da lisozima
contém trés residuos de triptofano (Trp 62, Trp 63 e Trp 108) e que 0s mesmos sao

essenciais para a sua atividade, avaliou-se entao o efeito das oxidacdes causadas pelas
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haloaminas e acidos hipo-halosos na sua atividade enzimatica. Neste ensaio, apods a
oxidagéao, a lisozima foi incubada com M. lysodeikticus e a sua atividade foi medida pela
taxa de diminuicdo da absorbancia a 450 nm, que € uma consequéncia da hidrolise das
ligacdes glicosidicas R-1,4, entre o acido N-acetiimuramico e a N-acetilglucosamina na
parede bacteriana e a diminuicdo da turvagdo do meio. Na Figura 15a foi possivel
observar o efeito da oxidagao na cinética de hidrélise das ligagdes glicosidicas. Mais uma
vez, uma diferenca significativa entre os oxidantes foi observada, Tau-NHBr e Tau-NBr2
foram mais eficazes como inibidores da atividade enzimatica do que os acidos
precursores HOCI e HOBr. Esse fato se deve pela seletividade das haloaminas aos sitios

de triptofano que estéo localizados no sitio ativo da lisozima.
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Figura 15: Inibigdo da atividade enzimatica de lisozima provocado pela oxidagdo com os acidos hipo-
halosos e haloaminas: a) cinética de hidrdlise das ligagbes glicosidicas na auséncia e na presenga
de oxidantes b) perda relativa de atividade enzimatica. *(p<0,05) quando comparado com Lys +
HOCI, **(p<0,01) e ***(p<0,001) quando comparado com Lys ou conforme indicado usando ANOVA.
As misturas reacionais consistiram em 5 uM de lisozima e 20 uM de oxidantes em tampéao de fosfato

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

independentes.

4.2.3 Avaliagao da concentragao relativa de grupos carbonilicos

Além de oxidar residuos de triptofano, € sabido que acidos hipo-halosos oxidam
proteinas levando a formacdo de grupos carbonilicos. Os produtos carbonilicos séo
formados quando ocorre fragmentacado das cadeias laterais e oxidacdo dos aminoacidos
treonina, prolina, arginina e lisina (BERLETT e STADTMAN, 1997). Por esta razéo

estudamos a sua formagédo em nossos modelos de oxidagao.
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Os resultados apresentados na Figura 16 demonstram que Tau-NHBr foi menos
eficaz na geragéo de grupos carbonilicos. Diferentemente de Tau-NHBr, a Tau-NBrz2 e 0 seu
precursor HOBr mostraram-se potentes geradores de grupos carbonilicos. Esses dados ja
eram esperados uma vez que a reacao de HOBr com proteinas pode resultar na formagao
desses produtos (SHARMA e ROKITA, 2012). Como esperado, e observado nos
experimentos, a Tau-NHCI nédo foi um bom oxidante, ndo gerando grupos carbonilicos
diferentemente de seu precursor HOCI que assim como o HOBr € um forte indutor de grupos

carbonilicos.
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Figura 16: Producédo de grupos carbonilicos na oxidagéo da lisozima. As reagdes consistiram em 50
MM de lisozima e 200 uM de oxidantes em tampao fosfato 10 mM, pH 7,0 a 25°C. Os grupos
carbonilicos foram mensurados como derivados de hidrazona em DNPH e expressos em nmol/mg
de proteina. *(P<0.05), **(P<0.01) e ***(P<0.001) quando comparados com Lys ou conforme indicado
usando ANOVA. Os resultados sao apresentados como a média £+ DP de 3 experimentos

independentes.

4.2.4 Avaliagao de alteragcoes estruturais por espalhamento de luz e fluorescéncia de
ANS

Ap0ds a oxidacao da enzima com os acidos hipo-halosos, verificou-se que visualmente
havia turvacdo do meio reacional. Esses dados indicaram a agregac¢ao da lisozima. Para as
haloaminas nao foi observado visualmente qualquer tipo de alteracdo. Os resultados
apresentados na Figura 17 mostraram as alteragbes espectrais causadas pelas haloaminas
e acidos hipo-halosos apds a oxidacao da proteina. As misturas reacionais consistiram em

5 uM lisozima e 20 pM oxidantes em tampao fosfato 10 mM, pH 7,0 a 25°C. A oxidagao da
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proteina foi monitorada através das alteracbes na banda centrada em 280 nm no UV-Vis,
com espectros sequenciais a cada minuto. As Figuras 17a e 17b mostram que a adi¢cao das
haloaminas provocou uma diminuigdo 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
reagcao. Na Figura 17c demonstrou-se o espalhamento de luz quando a amostra € excitada
em 280 nm e emissao varrida na faixa 270-300 nm (espalhamento Rayleigh). Assim foi
possivel observar que a oxidacao da proteina por HOCI e por HOBr resultou numa alteragéo
significativa na estrutura da proteina indicando a formagdo de agregados. Para as
haloaminas, Tau-NHBr e Tau-NBrz isso n&o ocorreu, embora os residuos de triptofano

tenham sido oxidados com maior eficiéncia.
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Figura 17: Deplecao da banda intrinseca no UV-vis de lisozima e espalhamento de luz. a) oxidagao
de lisozima por Tau-NHBr b) oxidagédo de lisozima por HOBr ¢) espalhamento de luz da lisozima
apos a oxidagao. As misturas reacionais consistiram em 5 uM lisozima e 20 uM oxidantes em tampao

fosfato 10 mM, pH 7,0 a 25°C. Os espectros foram realizados em intervalos de 1 min.
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As alteragdes estruturais da lisozima foram também estudadas no contexto de
exposi¢cao de sitios hidrofobicos apds a oxidagcdo. Para isso os estudos foram realizados
utilizando a sonda fluorescente ANS que se caracteriza pelo aumento na eficiéncia da
fluorescéncia quando estd em contato com sitios hidrofébicos em proteinas. Para
garantirmos que nao havia excesso de oxidantes no meio reacional, adicionamos o
aminoacido 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 sensivel a presenga de
ANS neste pH. Por esta razdo, os experimentos foram iniciados em pH 9,2 pois tinhamos
indicacbes de que neste pH essa proteina era mais susceptivel a sondas fluorescentes.
Como pode ser observado, em pH alcalino houve, de fato, um aumento na eficiéncia da
fluorescéncia (Figuras 18a e 18b).

Os resultados apresentados na Figura 18 mostram ainda uma diferenca significativa
na fluorescéncia apdés oxidagdo, sendo que a Tau-NBr2 causou uma alteracdo mais
significativa na fluorescéncia do ANS. Pode-se ainda observar um deslocamento das bandas
de fluorescéncia para regides de menor comprimento de onda, o que sugere a exposi¢cao da
sonda ANS a sitios hidrofébicos na proteina apds a oxidagdo com as haloaminas. Esse
fendmeno pode ser chamado de “Blue Shift’ (HAWE et al., 2008).
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Figura 18: Aumento da fluorescéncia do ANS na lisozima provocada pela oxidagao: a) medidas em
tampéao glicina pH 7,0 b) medidas em tampéao glicina pH 9,2. ¢) efeitos da sonda ANS em pH 9,2 na
oxidagdo da lisozima ***(p<0,001) quando comparados com Lys ou conforme indicado usando
ANOVA. As misturas reacionais consistiram em 5 uM de lisozima, 20 uM e 90 uM de ANS em tampéao
fosfato 10 mM pH 7,0. Os resultados sao apresentados como a média + DP de 3 experimentos

independentes.

4.2.5 Avaliagao da anisotropia de fluorescéncia da lisozima oxidada

Considerando os resultados acima e que demonstravam que havia a formagcao de
agregados quando a lisozima era oxidada, foi realizado experimentos com o intuito de avaliar
a alteragcdo na anisotropia de fluorescéncia do meio. As medidas de anisotropia podem
indicar, além de outras propriedades, uma medida da dimens&o 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 oxidagao por HOCI e HOBr foi significativamente mais
eficaz na promogéo da agregacéo da lisozima o que acarretou no aumento de anisotropia

do sistema.

Anisotropia

Figura 19: Aumento da anisotropia lisozima-ANS provocado pela oxidacdo ***(P<0.001) quando
comparados com todos os grupos usando ANOVA. As misturas reacionais consistiram de 5 uM de

lisozima, 20 uM de oxidantes e 90 uM ANS em pH 9,2. Os resultados sdo apresentados como a

meédia £ DP de 3 experimentos independentes.

4.2.6 Verificacao da formagao de fibras amiloidais: Tioflavina T

A agregacao de uma proteina pode ser um indicio da formacao de fibras amiloidais.
Um método para deteccao da presenca de fibras amiloidais € o aumento de fluorescéncia
da sonda Tioflavina T, a qual possui elevada afinidade por fibras amiloidais em proteinas e
resulta em um aumento de sua fluorescéncia quando ligada as mesmas (MOOSAVI-
MOVAHEDI et al., 2007).

Para maior certeza da formacgao dessas fibras, foi reproduzido um método utilizado
para induzir a formacao desses agregados amiloidais em proteinas. Trata-se da incubacgao
da proteina com o agente desnaturante SDS em pH alcalino (JAIN et al., 2011). O resultado
apresentado na Figura 20a mostra o aumento da fluorescéncia da Tioflavina-T quando a
lisozima foi incubada com SDS.

Assim, tendo em maos estes controles experimentais, passamos aos estudos, onde

a proteina foi inicialmente oxidada nas diferentes condi¢gdes aqui empregadas e entao diluida
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em tampao pH 9,2 e adicionado Tioflavina T. Na Figura 20, observamos que a oxidagao
prévia da lisozima também causou um aumento na fluorescéncia de Tioflavina T, 0 que € um
indicativo da formacéao de fibras amiloidais. O resultado mais significativo foi obtido com a
oxidagcao com HOCI seguido de HOBEr. Estes resultados coincidem com aqueles obtidos nos

ensaios de espalhamento de luz e anisotropia.
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Figura 20: Espectros de emissao de fluorescéncia de Tioflavina T: a) efeito do SDS sobre a lisozima
em pH 9,2. b) efeito do SDS sobre a lisozima oxidada com os acidos HOCI e HOBr e as haloaminas
Tau-NHBr e Tau-NBr. em pH 9,2. ¢) efeito na fluorescéncia de Tioflavina T na lisozima quando
oxidada em pH 9,2. ***(P<0.001) quando comparado os outros grupos usando ANOVA. As reagdes
foram feitas com 50 uM de lisozima para 200 uM de oxidantes em tampao fosfato 10 mM pH 7,0,

incubados por 30 minutos em temperatura ambiente sob leve agitagao.

Em um segundo conjunto de experimentos, foi analisado como a adigdo de SDS

poderia alterar a fluorescéncia da Tioflavina T em uma amostra de lisozima ja oxidada. Os
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resultados apresentados na Figura 21a e 21b mostraram a banda de florescéncia antes e
depois da adi¢ao de SDS, respectivamente. Como pode ser observado, a oxidagao por Tau-
NHBr impediu parcialmente que a adicdo de SDS provocasse um aumento significativo na

fluorescéncia da Tioflavina T, o que sugere uma inibicdo na formagao do agregado amiloidal.
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Figura 21: Efeito de SDS sobre 0 espectro de emisséo de fluorescéncia de Tioflavina T a) Oxidagao
de lisozima por HOCI e Tau-NHBr na formagéo de fibras amiloides. b) Adigcdo de SDS apds a

oxidacao. A lisozima foi oxidada a pH 7,0 e diluiu-se 10 vezes em tampao de glicina a pH 9,2 com
300 pM de SDS.



5. DISCUSSAO



51 Estudos da oxidagao do triptofano

A emissao ultra-fraca de luz através da oxidacdo de biomoléculas pode ser
considerada uma ferramenta importante na analise de oxida¢des enddgenas e exdgenas.
Moléculas inddlicas estdo presentes em todos os organismos vivos, como exemplo:
triptofano em proteinas, serotonina como neurotransmissor e melatonina como neuro-
horménio. Essas moléculas participam de diversas reagdes no organismo, podendo ser
oxidadas principalmente por espécie reativas de oxigénio (EROs). Essas reacgbes
merecem uma atengdo especial, pois sdo frequentemente associadas a processos
quimiluminescentes. Diversos exemplos podem ser citados, tais como: oxidacdo de
melatonina catalisada por peroxidases (SILVA et al., 2000) oxidagao de triptofano por
HOCI (ASPEE et al., 2002), peroxinitrito (POLLET et al., 1998) e oxigénio singlete
(ALARCON et al., 2007).

Para compreender melhor as diferentes caracteristicas quimicas entre os acidos
hipo-halosos HOCI e HOBr, foi necessario entender que sao potentes oxidantes
endoégenos e ambos foram capazes de oxidar grupos inddlicos (XIMENES et al.,2005).
Nesta tese, foram utilizadas técnicas de fluorescéncia e quimiluminescéncia para avaliar
a oxidacao do triptofano. Assim, o triptofano foi instantaneamente oxidado por ambos
oxidantes HOCI e HOBr. No entanto, observou-se apenas um consumo parcial do
triptofano, o qual pode ser facilmente explicado, uma vez que o produto primario oxidado
pode ser oxidado posteriormente, resultando em varios outros produtos. Desta forma,
pode-se sugerir que a emissdo de luz esta relacionada com a formacédo de produtos
secundarios apos a oxidacdo do triptofano. Esse fato ndo é novo, foi descrito
anteriormente que a oxidacdo do triptofano pelo radical hidroxil gerava produtos
secundarios (ROSARIO et al., 2003). Analise dos produtos formados apds a oxidacdo do
triptofano pelos acidos hipo-halosos mostrou uma diferenga significativa entre os acidos.
Os produtos de oxidacao 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-carboxilico (SALMINEN e HEINONEN, 2008).
Esses produtos foram diminuidos pelo HOBr como oxidante ou quando o HOBr foi
adicionado na reagao apos a oxidacao por HOCI. Estes resultados indicaram que a maior
eficiéncia na emissao de luz pode estar relacionada com a oxidagao destes compostos.
Verificou-se também um aumento do composto DiOia apés a adicdo do HOBr na reacgao
de oxidacao do HOCI. Através desses dados foi possivel propor que o composto DiOia foi

o responsavel pela emissao de luz. Assim, também foi demonstrado que a velocidade de
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formacéao da reagao secundaria foi coincidente com a cinética da emissao de luz, quando
utilizado HOBt.

Os estudos de luminescéncia com as biomoléculas analogas do triptofano
(melatonina, N-acetiltriptofano e serotonina) demonstraram que existe a necessidade do
grupo a-amino estar livre para que ocorra uma maior eficiéncia na emisséao de luz. Essas
biomoléculas possuem o grupo a-amino bloqueado o que foi preponderante para que nao
ocorresse a emissao de luz. Esta bem relatado na literatura que as cloraminas sao
oxidantes brandos quando comparados com HOCI, e assim, a formacao deste tipo de
intermediario provavelmente implica numa baixa reatividade das moléculas frente ao
triptofano. Inversamente, as bromaminas sao significativamente mais reativas do que as
cloraminas (XIMENES et al., 2011), e assim, a sua produgéo implica em maior eficiéncia
na formacao de reagdes secundarias. De acordo com este conceito, a emisséo de luz era
ainda mais eficiente utilizando Tau-NHBr e Tau-NBr2 como oxidantes, e ao contrario das
bromaminas a oxidacdo do triptofano por Tau-NHCI foi completamente ineficaz na
emissao de luz.

Ficou evidente nos experimentos de luminescéncia que o grupo a-amino livre
estava envolvido com a formagado de reagdes secundarias. Essa afirmacéao ficou ainda
mais clara quando a forma acetilada do triptofano, o N-acetiltriptofano foi oxidada, pois foi
possivel observar através de cromatografia liquida de alta eficiéncia a formagao de um
produto majoritario comprovando a ndo ocorréncia de reagdes secundarias. Esses dados
nos levaram a fazer a seguinte pergunta: Por que a formagao das bromaminas estava
envolvida na emissao de luz? Uma proposta plausivel seria o envolvimento de radicais
livres na homolise da ligagao N-Br. De fato, a emissao de luz gerada apds a oxidagao do
triptofano com HOCI pode ser atribuida a reagcdes secundarias mediadas por cloraminas
(ASPEE e LISSI, 2002).

A maior reatividade das bromaminas na oxidagao do grupo a-amino também pode
explicar as oxidagdes subsequentes. Um desses compostos € oxindolalanina, a sua
auséncia apos oxidagdao por HOBr sugere a sua conversao em DiOia. Os estudos
relacionados com a adicdo da taurina no meio reacional mostraram um aumento na
emissado de luz. Esses dados também podem ser explicados levando em conta o
envolvimento de radicais livres como espécies intermediarias de reacdo responsaveis
pela emissao de luz.

O aminoacido triptofano também foi oxidado como residuo em proteina. A proteina
albumina bovina foi oxidada com os acidos hipo-halosos e haloaminas e também foi
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verificado um aumento significativo na emissdo de luz quando a albumina bovina foi

oxidada com Tau-NBr.

5.2 Estudos de oxidacao da lisozima

O dano oxidativo em proteinas esta envolvido com inUmeras doengas inflamatorias
e degenerativas (GARCIA et al.,, 2012) Em processos inflamatérios e infecciosos a
ativagédo da resposta imune inata libera uma gama de moléculas oxidantes no organismo
e entre essas moléculas estdo os acidos hipo-halosos HOCI e HOBr. Em altas
concentragcbes esses agentes oxidantes podem causar danos em proteinas oxidando
varios aminoacidos entre eles estdo: cisteina, metionina, tirosina e triptofano
(SZUCHMAN-SAPIR et al., 2010). Neste contexto, muitas evidéncias apontam a oxidagao
do triptofano como um biomarcador de oxidagdo em proteinas, sendo possivel
desenvolver métodos imunologicos para avaliar essa alteragdo e sua correlagcdo com
doengas inflamatdrias e degenerativas (EHRENSHAFT et al., 2009). Alguns oxidantes
endogenos apresentam seletividade em relagdo a oxidagao de triptofano em proteinas.
Este é o caso do acido hipotiocianoso (HOSCN), que é produzido pela oxidagao do anion
tiocianato (SCN), por meio de catalise da enzima mieloperoxidase (MPO) de neutrofilos
ou peroxidase eosinofilica (EPO) de eosindfilos (HAWKINS et al., 2008). Assim como o
acido hipotiocianoso tem afinidade pela oxidacdo de residuos de triptofano, foi
demonstrado recentemente que a haloamina Tau-NHBr apresentou seletividade para a
oxidacao de residuos de triptofano na proteina albumina bovina (XIMENES et al, 2011).

Nesta tese, obtivemos evidéncias de que residuos de triptofano na proteina
lisozima também sao preferencialmente oxidados por Tau-NHBr. Entretanto, Tau-NBrz
também foi eficaz na oxidagdo do triptofano na proteina. Isto é relevante uma vez que
Tau-NBr2 é produzida sem excesso de taurina e pode ser facilmente produzida em sitios
inflamatdrios, onde existe uma grande concentragao de neutréfilos e/ou eosindfilos, que
séo fontes importantes de HOBr e taurina (BEHE et al., 2007). Os acidos hipo-halosos
apresentaram uma cinética de oxidagao mais rapida na deplecdo da fluorescéncia do
triptofano quando comparado com as haloaminas e isso reflete na baixa eficacia dos
acidos hipo-halosos em relagao a seletividade apresentada pelas haloaminas nos sitios
de triptofano. As haloaminas Tau-NHBr e Tau-NBrz foram mais eficazes como inibidores
da atividade enzimatica da lisozima, quando comparado com os acidos precursores HOCI
e HOBr. A reducao no decaimento da turvacao indica comprometimento na atividade da

enzima e evidencia a hidrélise das ligagdes glicosidicas [-1,4, entre o acido N-acetil
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muramico e a N-acetilglucosamina na parede bacteriana do M. lysodeikticus provocados
pelas bromaminas. Esses dados confirmaram a seletividade das haloaminas por residuos
de triptofano, uma vez que, os residuos Trp 62, Trp 63 e Trp 123 fazem parte do sitio ativo
da enzima e estdo diretamente envolvidos na ligagdo da enzima aos seus substratos
(WIERZCHOWSKI, 1997). KURODA e colaboradores (1975) demonstraram que oxidagao
de Trp 62 pelo ozbénio levou a formacado do derivado N-formilquinurenina e também
provocou a inativacdo da enzima. Esse produto apresentou uma banda UV-vis centrada
em 322 nm. Essa banda também foi visivel quando a lisozima foi oxidada com
bromaminas, o que n&o ocorreu com os acidos hipo-halosos.

A formagao de produtos carbonilicos esta relacionada a fragmentagao das cadeias
laterais e oxidagdo dos aminodacidos treonina, prolina, arginina e lisina (BERLETT e
STADTMAN, 1997). Neste contexto, os produtos carbonilicos formados na lisozima estédo
ligados principalmente a oxidagao dos grupos a-aminos, onde os acidos HOCI e HOBr
sdo mais eficazes na promogao da oxidacdo quando comparados com as haloaminas
(HIMMELFARSB et al., 2000). A diferenca entre os acidos hipo-halosos e as bromaminas
no que diz respeito a oxidagao também teve efeito sobre a estrutura da lisozima. Os acidos
provocaram forte agregagao na proteina, que foi evidenciado pelo desenvolvimento de
turbidez, espalhamento de luz e anisotropia. Os estudos de turbidez demonstraram que a
oxidagao da lisozima pelo HOBr desenvolveu turbidez, esse achado € um indicativo da
formacao de agregados. A formacdo de agregados também foi observada através dos
experimentos de espalhamento de luz. A oxidagao da lisozima causou um aumento no
espalhamento de luz para HOCI e HOBr e nao 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 proteinas em ambientes apolares aumentando a
intensidade da fluorescéncia provocando o deslocamento da banda para o azul do
espectro “blue shift’ e essas alteragdes ocorrem por conta do desdobramento da proteina
e a exposicao dos sitios hidrofébicos. (HAWE et al., 2008). A oxidag&o da proteina pelas
bromaminas também produziu fortes diferencas em relacdo a emissao de fluorescéncia
da sonda ANS. A lisozima também foi oxidada em tampéao glicina pH 7,0 e nesse pH
demonstrou pouca sensibilidade a sonda ANS (HUNG et al., 2010). Assim a proteina foi
oxidada pelas bromaminas em tampéao glicina pH 9,2 e os resultados revelaram um
aumento significativo na fluorescéncia da sonda ANS, efeito esse ndo observado na

oxidacgao da proteina com os acidos precursores.
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Esta diferengca entre os acidos 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 proteina se desdobrou totalmente e assim a sua
afinidade pelo ANS foi diminuida (HAWKINS et al., 2008) Desta forma, a diminuicdo da
fluorescéncia do ANS para a lisozima oxidada com os acidos hipo-halosos poderia estar
relacionada com um grau maior de desdobramento da proteina em relagdo a oxidagao
mais suave provocada pelas bromaminas. Assim, foi utilizado a lisozima nativa para a
realizacdo dos experimentos. Esse controle indicou uma menor fluorescéncia da sonda e
essa caracteristica foi relacionada a ndo exposigcao dos grupos hidrofébicos que estavam
internalizados na enzima, uma vez que a mesma possui uma estrutura dobrada e
compacta. Os agregados formados através da oxidagao da lisozima pelos acidos hipo-
halosos HOCI| e HOBr apresentaram propriedades espectroscopicas que sugeriram a
formacao de fibras amiloides. Dados semelhantes ja haviam sidos descritos na literatura.
Pesquisadores demonstraram que a oxidagao das proteinas lisozima e STI (inibidor de
tripsina de soja) foram submetidas a oxidagdo com o HOBr e esse estudo demonstrou
que baixas concentragdes molares de HOBr podem levar a inativagao de ambas enzimas
assim como, resultar na formacao de agregados amiloidais (HAWKINS e DAVIES, 2005a).

As fibras amiloides tém como caracteristica grande concentragao de folhas (3. As
folhas B das cadeias laterais possuem residuos de aminoacidos orientadas
alternadamente para um e outro lado da folha-B. Esse arranjo € mantido ao longo das
folhas- paralelas e anti-paralelas. Na estrutura fibrilar, as cadeias laterais das diferentes
faces da folha-f3, formam canais com orientagao paralela ao eixo principal da fibra amiléide
e perpendicular as cadeias  (SALEMME, 1983). A largura desses canais € estimada em
cerca de 6,5 a 6,95 angstrom (SALEME, 1983). Sabendo-se desses dados utilizou-se a
sonda Tioflavina T para a detecgao das fibras amiloides. A sonda Tioflavina T se posiciona
nos canais da folha -B com o seu eixo maior paralelo ao eixo das fibras (KREBS et al.,
2005). Assim, o aumento de fluorescéncia da Tioflavina T observado na presenga de
fibras amildides, ndo se deve a ligacao regular das moléculas da sonda, mas sim a
limitacao do espaco fisico disponivel para a Tioflavina T e consequente restrigdo da sua
dindmica molecular. Desta forma, a oxidacdo da lisozima utilizando os acidos hipo-
halosos mostrou um aumento na emissao da fluorescéncia da Tioflavina T quando as
fibras foram excitadas em 440nm e esse dado indicou a formacao das fibrilas amiloides.
No entanto, com as haloaminas a banda de emiss&o de fluorescéncia da sonda em 485
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nm foi menos intensa, quando comparada com os acidos. Entdo surgiu a seguinte
pergunta: Por que a oxidagao dos sitios de triptofano na lisozima pelas bromaminas eram
menos eficazes na formagéo de agregados amiloidais? Uma possivel explicagéo reside
na necessidade do aminoacido triptofano fazer interagdes proteina-proteina. Sabe-se
que, o triptofano é o residuo predominante em (21%) dos locais que promovem as
associagdes de proteina-proteina, e isso corrobora com a facilidade do triptofano formar
interagdes 1 com grupos aromaticos (BOGAN e THORN, 1998). Esta propriedade do
triptofano foi sugerida como um possivel efeito inibitério que a ciclodextrina desenvolve
sobre a formagao de agregados amiloidais induzidas pelo agente surfactante SDS na
lisozima. Ao limitar este aminoacido, a ciclodextrina impede a interagao entre os residuos
de triptofano, bloqueando assim a interagcao de algumas regides hidrofobicas da lisozima
responsaveis pela agregagcdo (MOOSAVI-MOVAHEDI et al., 2007). Desta forma, o
consumo dos residuos de triptofano na lisozima pelas bromaminas poderia impedir
parcialmente a sua agregacao. Este fato foi visualizado nos experimentos de inducao de
agregacéo utilizando o agente surfactante SDS. As bromaminas impediram parcialmente
a formacéo de fibras amiloidais, ao contrario do que ocorreu com os acidos precursores.

Como descrito anteriormente, a lisozima tem um papel importante na
imunomodulagdao (VALISENA et al., 1996). O nivel de lisozima no escarro é
significativamente diminuido em pacientes com DPOC e pode contribuir para a
persisténcia bacteriana nestes pacientes (PARAMESWARAN et al., 2011). As células do
sistema imune, os neutrofilos e os eosindfilos desempenham papel importante em
doengas pulmonares tais como: asma e DPOC (BAFADHEL et al., 2012). Essas células
tornam o ambiente favoravel para a formacdo das bromaminas Tau-NHBr, Tau-NBr2.
Assim, a inibi¢do da lisozima por esses oxidantes pode representar uma via na progressao
das doencas pulmonares. Nesta tese, demonstramos que Tau-NHBr e Tau-NBr2 foram
significativamente mais eficazes do que os acidos precursores HOCI e HOBr como
inibidores da atividade enzimatica da lisozima. Em sintese, foi demonstrado nessa tese
que a oxidacao da lisozima pelos acidos hipo-halosos e bromaminas pode representar
uma nova via nas alteracbes das propriedades biologicas e fungbes da proteina. As
capacidades de Tau-NHBr e particularmente Tau-NBr2 como inibidores da atividade
bactericida da lisozima pode representar uma nova via para a exacerbacao da infecgao
pulmonar, uma vez que os leucdcitos sao fontes ricas em taurina e HOBr. Por outro lado,

a oxidagao da lisozima por um pequeno excesso de oxidantes, uma condi¢do que,
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também pode ser encontrada em processos inflamatdrios podendo representar uma nova

via para a iniciacao da agregacao da proteina e formacgao de fibras amildides.
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6. CONCLUSOES
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- O acido hipobromoso e o acido hipocloroso oxidam o triptofano com a mesma eficiéncia e
mesma intensidade;

- O grupo a-amino do triptofano precisa estar livre para que ocorra a emisséo de luz;

- A emissao de luz gerada apds a oxidagado do triptofano pelo HOBr acontece devido a
formacéao de reagdes secundarias;

- As haloaminas Tau-NHBr e Tau-NBr2 mostraram ser seletivas para a oxidacao de triptofano
em residuos de proteinas;

- Os acidos hipo-halosos mostraram ser potentes indutores na formacgao de fibras amiloides
apos a oxidagcao da lisozima, e esse fato aconteceu com menos intensidade com as
haloaminas;

-Com relagdo a atividade da enzima, as haloaminas demonstraram ser inibidores da

atividade o que ndo ocorre com os acidos hipo-halosos.
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Light emission from tryptophan oxidation by
hypobromous acid

Maicon Segalla Petrénio®” and Valdecir Farias Ximenes®®*

ABSTRACT: The emission of ultraweak light from cells is a phenomenon associated with the oxidation of biomolecules by
reactive oxygen species. The indole moiety present in tryptophan, serotonin and melatonin is frequently associated with
the emission of light during the oxidation of these metabolites. This study presents results for hypobromous acid (HOBr)
oxidation of tryptophan as a putative endogenous source of ultraweak light emission. We found that chemiluminescence
elicited by the oxidation of tryptophan by HOBr was significantly higher than by hypochlorous acid (HOCI). This difference was
related to secondary oxidation reactions, which were more intense using HOBr. The products identified during oxidation
by HOCI, but depleted by using HOBr, were N-formylkynurenine, kynurenine, 1,2,3,3a,8,8a-hexahydro-3a-hydroxypyrrolo
[2,3-b]-indole-2-carboxylic acid, oxindolylalanine and dioxindolylalanine. The emission of light is dependent on the free
a-amino group of tryptophan, and hence, the indole of serotonin and melatonin, although efficiently oxidized, did not
produce chemiluminescence. The emission of light was even greater using taurine monobromamine and dibromamine as
the oxidant compared to HOBr. A mechanism based on bromine radical intermediates is suggested for the higher efficiency
in light emission. Altogether, the experimental evidence described in the present study indicates that the oxidation of free
tryptophan or tryptophan residues in proteins is an important source of ultraweak cellular emission of light. This light
emission is increased in the presence of taurine, an amino acid present in large amounts in leukocytes, where this putative
source of ultraweak light emission is even more relevant. Copyright © 2012 John Wiley & Sons, Ltd.

Keywords: Tryptophan; chemiluminescence; hypobromous acid; hypochlorous acid; taurine bromamine; taurine dibromamine
__________________________________________________________________________________________]

acid in the heart, retina, skeletal muscle, brain, and leukocytes
(14), giving rise to taurine monochloramine (Tau-NHCI) and taurine
monobromamine (Tau-NHBr) (15). Eosinophils produce Tau-NHBr,
which is capable of killing schistosomula of Schistosoma mansoni
at physiological concentrations (16). Important chemical properties
of Tau-NHBr compared to Tau-NHCI include its higher reactivity,
membrane permeability and stronger microbicidal activity (17).
In agreement with this finding, we recently demonstrated that
Tau-NHBr shows increased efficiency regarding the oxidation of
tryptophan in proteins and light emission during the reaction
(18). For these reasons and considering the importance of HOBr
in the deleterious process underlying chronic inflammatory
diseases, we aimed to study the oxidation of tryptophan by
HOBr, focusing on the emission of light produced by this reaction.

Introduction

From the highly efficient luciferin-luciferase bioluminescent
reactions to ultraweak cellular emission, the chemiluminescence
phenomenon is ubiquitous in living organisms (1-3). In the
latter, non-enzymatic redox reactions such as lipid peroxidation
(4,5) and the oxidation of proteins by hypochlorous acid (HOCI)
(6) and by peroxynitrite (7) are examples of sources of ultraweak
cellular light emission. Ultraweak emission of light is also called
intrinsic chemiluminescence, to be differentiated from the
emission of light produced by luminescent probes such as
luminol and lucigenin. The intrinsic emission of light from cells
has been associated with the production of reactive oxygen
species (ROS), and therefore, its detection can be applied in
analytical methods to detect the production/involvement of ROS
in biological experimental models (8,9). Another important source
of intrinsic cellular light emission occurs in phagocytes. In this
case, a cascade of reactions is initiated by the production of the
superoxide anion radical (O,~), which spontaneously dismutates
to hydrogen peroxide (H,0,) and is converted to HOCI by the
chlorinating activity of myeloperoxidase (MPQ). These ROS are
responsible for the production of electronically excited carbonyl

Materials and methods

Chemicals

Tryptophan, taurine, alanine, melatonin, serotonin, bovine
serum albumin and N-acetyltryptophan, were purchased from

products, which have been implicated in the emission of light (10).

Hypobromous acid (HOBr) is an endogenous oxidant produced
by human eosinophils. These innate immune cells are endowed
with eosinophil peroxidase (EPO), an enzyme whose main
substrate is the bromide anion (11). As with HOCI, the endogenous
production of HOBr has been implicated in the pathogenesis
of chronic inflammatory diseases such as asthma and cystic
fibrosis (12,13). Both HOCI and HOBr react rapidly with taurine,
a non-protein amino acid that is the most abundant free amino
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Sigma-Aldrich Chemical Co. (St. Louis, MO, USA). The reagents
used for preparation of phosphate-buffered saline (PBS) and
mobile phases were of analytical grade. HOCI was prepared
by diluting a 5% stock solution, and the concentration was
determined spectrophotometrically after dilution in 0.01m
NaOH, pH 12 (g202nm =350 M~ ecm™). HOBr was synthesized
by combining 100 mm HOC and 200 mm NaBr in 10 mm
PBS (19).

Preparation of chloramine and bromamine

A working solution of Tau-NHCl was prepared immediately
before use by the addition of 5 mm HOCI to 50 mm taurine in
PBS at pH 7.4. The concentration of Tau-NHCI was determined
spectrophotometrically in PBS at pH 7.4 (£352,m =429 M em™)
(20). Taurine dibromamine (Tau-NBr,) was prepared immediately
before use by adding 5 mm HOBr to 2.5 mm taurine in PBS at
pH 7.4. Tau-NHBr was prepared by the addition of 5 mm HOBr
to 500 mm taurine in PBS at pH 7.4. The concentrations of
Tau-NBr, and Tau-NHBr were determined spectrophotometri-
cally in PBS at pH 7.4 (241, =2713 M7 cm™ and £455,,m, =430
M em™, respectively) (20). The production of Tau-NHCI,
Tau-NHBr and Tau-NBr, was analyzed using a Hewlett Packard
8452 diode array spectrophotometer (Agilent, Santa Clara,
CA, USA).

Chemiluminescence studies

Unless otherwise stated the reaction mixture was constituted
by 0.5 mm oxidant and 0.50 mm indole derivative in PBS, pH
7.4, at 25°C. Reactions were initiated by adding the haloamine
or hypohalous acid, and the light emitted was measured using
a Centro LB 960 microplate luminometer (Berthold Technolo-
gies, Oak Ridge, TN, USA). For the experiments using alanine
and taurine as additive in the oxidation of tryptophan by HOCI
and HOBr, these amino acids were added in the solution of
tryptophan before the addition of oxidants. For experiments
using haloamines, these substances were pre-synthesized and
added to the tryptophan solution. The reactions were triggered
by adding the oxidant using the automatic injector installed in
the luminometer.

Fluorescence studies

Oxidants (0.5 mm) were added to 0.50 mm tryptophan in
PBS, pH 7.4, at 25°C. Reactions were initiated by the addition
of the hypohalous acid, and the intrinsic fluorescence of trypto-
phan (4.,=295 nm, 4., =360nm) and formation of products
(lex =340, %.n=440 nm) were monitored using an LS55
spectrofluorimeter (Perkin Elmer, Waltham, MA, USA).

High performance liquid chromatography analysis

A solution containing 0.5 mm tryptophan or N-acetyltryptophan
was added to 0.25 mm oxidant in PBS, pH 74, at 25°C. Reactions
were initiated by the addition of tryptophan and were incubated
for 5 min, unless otherwise stated. Consumption of tryptophan
and N-acetyltryptophan was measured by HPLC in line with a
diode array detector set at 254nm (Jasco, Easton, MD, USA).
The analyses were carried out isocratically on a Luna C18
reversed-phase column (250 x 4.6 mm, 5 um) with a mobile

phase consisting of 0.1% formic acid-methanol (6:94 v/v).
The flow rate was 1.0 mL/min.

Results

We found that light emission was produced when tryptophan
was oxidized by HOBr. The efficiency of light emission was
dependent on the HOBr concentration reaching a plateau at
a molar ratio (HOBr-Trp) higher than 2. Moreover, the light
emission was significantly greater with HOBr than HOCI as
the oxidizing agent (Fig. 1). These results led us to search for

a)
40
—+—Trp + HOBr
'é“ —=—Trp + HOCI
o
mC)
E 204
3 -
; Y
=
(=]
3
04
0 1 2 3 4 5
Time (min)
4 b)
% 4
2
&
S 3+
=
8
2 2
5
B
g ol P
2 HOBr HOCI
c)
£
3 164
£
| -
1o
N 03 06 09 1.2
HOBr (mM)

Figure 1. Chemiluminescence from tryptophan oxidation: hypobromous acid
(HOBr) versus hypochlorous acid (HOCI). (a,b) Reaction mixture consisted of 0.5
mm tryptophan and 0.5 mm oxidant in phosphate-buffered saline, pH 7.4, at
25°C. (c) Effect of HOBr concentration on light emission. The concentration
of tryptophan was fixed at 0.5 mm. The results are representative of at least
three experiments.
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differences in the reaction features that could explain the higher
efficiency of HOBr. First, the intrinsic fluorescence of tryptophan
was used to follow its consumption after the addition of
oxidants. The results depicted in Fig. 2(a) show that both HOCI
and HOBr reacted instantaneously with tryptophan. However,
the consumption of tryptophan was followed by a secondary
and slower reaction that was monitored by the formation of
fluorescent products (Fig. 2b). Unlike HOBr, HOCl did not
elicit this secondary reaction. Moreover, the time course for
this secondary reaction was coincident with the kinetics of
light emission (Figs 1a and 2b).

Next, the reaction mixtures were injected into the HPLC
system to compare the consumption of tryptophan and
formation of products. Using both oxidants, tryptophan was
partially consumed and generated several products, which are
typically obtained when this amino acid is oxidized using oxidants
such as hydrogen peroxide (21) and chlorine dioxide (22)
and electrochemical oxidation (23). Among these products,
N-formylkynurenine, kynurenine, 1,2,3,3a,8,8a-hexahydro-3a-
hydroxypyrrolo[2,3-b]-indole-2-carboxylic acid, oxindalylalanine
and dioxindolylalanine (Fig. 3) were identified by matching their
ultraviolet-visible (UV-Vis) spectra, as has been previously
reported (Fig. 4) (21). The oxidation by HOBr was similar
to that by HOO regarding the consumption of tryptophan.
However, except for the compound dioxindolylalanine, which
showed a small increase, the other products were signifi-
cantly decreased compared to oxidation using HOCI. As this
result could indicate their later oxidation, in an additional
experiment, we added HOBr at the end of the reaction
between tryptophan and HOCI and confirmed their depletion
(data not shown).

The presence of the free z-amino group in tryptophan
was essential for the emission of light through oxidation by
HOBr. As can be observed in Fig. 5(a), the indole compounds
melatonin and serotonin, which were also rapidly oxidized by
both HOCI and HOBr, did not produce light. Similarly, the
acetylation of the amino group of tryptophan resulting in
N-acetyltryptophan blocked the emission of light when it
was submitted to oxidation by HOBr. By monitoring the
oxidation of N-acetyltryptophan by fluorescence (data not
shown), its rapid oxidation was confirmed but without evidence
of secondary reactions using either HOBr or HOCI. Moreover,
unlike with tryptophan, the oxidation of N-acetyltryptophan
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Figure 3. Tryptophan (Trp) and its oxidation products: N-formylkynurenine (NFK),
kynurenine (Kyn), 1.2,3,3a88a-hexahydro-3a-hydroxypyrrolo[2,3-bl-indole-2-carboxylic
acid (Pic), oxindolylalanine (Oia) and dioxindolylalanine (Dioia).

led to its complete consumption and formation of a major
product (Fig. 5b). This is consistent with the absence of
secondary reactions, which are responsible for depleting part
of the oxidant and demonstrate involvement of the z-amino
group in these reactions.

Considering the importance of the z-amino group for
light emission, and the putative involvement of intermediate
haloamines in the light-generating pathway, we focused our
attention on the effect of a second amino acid added to
the reaction mixture. The choice of taurine was based on
the fact that this [i-amino acid produces stable chloramine
and bromamine, whereas [-amino acids such as alanine
produces unstable products (20,24). We found that alanine

b
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Figure 2. Kinetic profile for tryptophan oxidation: hypobromous acid (HOBr) versus hypochlorous acid (HOCI). (a) Depletion of tryptophan monitored by its intrinsic
fluorescence (e, 295 NM/lem 360 nmy). (b) Formation of oxidation products (7. 340 nm/i. 440 nm). Reaction mixture consisted of 0.5 mm tryptophan and 0.5 mm oxidant
in PBS, pH 7.4, at 25°C. The results are representative of at least three experiments.
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mixture was injected 5 min after initiation of the reaction. Reaction mixtures consisted of 5.0 mm tryptophan and 5.0 mm oxidant in phosphate-buffered saline,

pH 7.4, at 25°C.

had a concentration-dependent inhibitory effect on light
emission during oxidation by HOBr (Fig. 6). On the other
hand, taurine had a dual effect, increasing the light emission
at low concentration and causing a decrease at higher
concentration (Fig. 7). Using HOCI as oxidant, the addition
of alanine and taurine always produced a decrease in light
emission.

Considering the above results, preformed taurine bromamine
was used to oxidize tryptophan. In this case, three different
preparations of taurine bromamine were used: taurine-HOBr
(1 : 2), which leads to the formation of Tau-NBr,; taurine-HOBr
(10 : 1), where a mixture of about 90% Tau-NHBr and about
10% of Tau-NBr; are in equilibrium in the reaction mixture;
and taurine-HOBr (100 : 1), where the conversion to Tau-NHBr
is complete (20). The UV-Vis spectra in Fig. 7 show the differ-
ence between Tau-NBrs (UV-Vis band centered at 241 nm)
and Tau-NHBr (UV-Vis band centered at 288 nm) and the
mixture of both forms, where a small increase at 241 nm can
be noted (20). As can be observed, Tau-NBr, was the more
effective promoter of light emission from tryptophan oxidation
and Tau-NHBr was less effective.

The higher capacity of HOBr and Tau-NBr, as promoters
of light emission from the oxidation of tryptophan was also

abserved when this amino acid was a residue in a protein.
This effect can be observed in Fig. 8, where bovine albumin
was submitted to oxidation.

Discussion

Emission of ultraweak light from cells is a phenomenon
associated with the oxidation of biomolecules by ROS. In
this regard, the indole moiety, which is ubiquitous in living
organisms as a component of tryptophan in proteins, the
neurotransmitter serotonin and the pineal neurochormone
melatonin, deserves special attention, as oxidation of these
biomolecules is frequently associated with chemilumines-
cence. Examples are oxidation of melatonin catalyzed by
peroxidases (25) and oxidation of tryptophan by HOCI (26),
peroxynitrite (27) and singlet oxygen (28).

To understand the different chemical features between
HOCI and HOBr, it must be understood that HOCI and HOBr
are potent endogenous oxidants and that both are able to
oxidize the indole moiety (29). In agreement, tryptophan
was instantaneously oxidized by both oxidants. However,
only partial consumption of tryptophan was observed, which
can be easily explained, considering that the primary
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Figure 5. Oxidation of indole derivatives by hypobromous acid. (a) Emission of light.
(b) High-performance liquid chromatography after oxidation of N-acetyltryptophan:
(i) N-acetyltryptophan, (ii) oxidation product of N-acetyltryptophan. Reaction
mixtures consisted of 0.5mm indole derivative and 0.5mm hypobromous acid in
phosphate-buffered saline, pH 7.4, at 25°C.

oxidation product can be further oxidized resulting in several
products, which obviously accounts for part of the consump-
tion of hypohalous acids (Fig. 9). From this initial observation,
it can be suggested that the initial step in this chain reaction
does not seem to be the major factor for the emission of
light. On the other hand, a significant difference between
HOCI and HOBr can be observed regarding the distribution
of the products. Among the oxidation products identified,
the peaks corresponding to N-formylkynurenine, kynurenine,
oxindolylalanine and 1,2,3,3a,8,8a-hexahydro-3a-hydroxypyr-
rolo[2,3-b]-indole-2-carboxylic acid were decreased using
HOBr as the oxidant or when HOBr was added after oxidation
by HOCI. These results indicate that the higher efficiency in
emission of light may be related to oxidation of these
compounds. Indeed, as demonstrated, the time course for
secondary reaction was coincident with the kinetics of light
emission using HOBr.

The necessity of a free z-amino group for a higher efficiency
of light emission seems to be related to the formation of
intermediate haloamines. It is well established that chlora-
mines are poor oxidants compared to HOCI, and thus, forma-
tion of this kind of intermediate would likely imply a lower
reactivity. Conversely, bromamines are significantly more
reactive than chloramines (18-20), and thus, their generation
would imply more efficient secondary reactions. In line with
this notion, the emission of light was still more efficient using
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Figure 6. Effect of additional amino acid on light emission from Trp
oxidation. The reaction mixtures consisted of 0.5mm Trp in the absence or
presence of 0.5mm alanine or 0.5 mm taurine and 0.5mm oxidant. The reaction
was triggered by the addition of oxidant. The results are representative of at
least three experiments. HOBr, hypobromous acid; HOCI, hypochlorous acid;

Trp, tryptophan.

Tau-NHBr and Tau-NBr, as oxidants instead of HOBr, and
conversely, oxidation by Tau-NHCI was completely ineffective.
The involvement of secondary reactions involving the free
z-amino group was also evidenced by their absence during
the oxidation of N-acetyltryptophan.

From the above, the remaining question is: How is the
formation of bromamines involved in light emission? One
proposal is the involvement of a free radical reaction in
the homolysis of the N-Br bond. Aspée and Lissi previously
demonstrated that oxidation of tryptophan results in light
emission when subjected to treatment with HOCl and that
the mechanism may be attributed to free radical-mediated
secondary reactions of the initially produced chloramines
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Figure 7. Chemiluminescence from oxidation of tryptophan: haloamines versus HOBr. The reaction mixtures consisted of 0.5mm tryptophan and 0.5 mM oxidant.
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Figure 8. Chemiluminescence from oxidation of albumin. The reaction
mixtures consisted of 50 um tryptophan and 2 mm oxidant. The oxidants were
prepared as described in Materials and methods. The reaction was triggered
by the addition of oxidant. The results are representative of at least three
experiments. HOBr, hypobromous acid; HOCI, hypochlorous acid; Tau-NHBr,
taurine monobromamine.

(26). In agreement with a radical pathway for promoting light
emission, the bromamines would be advantageous compared
to chloramines, as bromine radicals are more easily formed
compared to chlorine radicals due to their lower electroneg-
ativity and larger atomic radius. The higher reactivity of
bromamines generated in the z-amino group may also

explain subsequent oxidations. One of these compounds is
oxindolylalanine, and its absence after oxidation by HOBr
suggests its conversion to DiOia.

The dual effect of taurine on light emission can be also
explained taking into account the involvement of intermediate
free radicals species as responsible for light emission. Indeed,
for the preparation of pure Tau-NHBr, a 100-fold excess of
taurine is necessary. As taurine is also able to react with free
radical species, we believe that parts of the light emission
reactions were suppressed. In agreement with that, the addi-
tion of reducing endogenous substances such as glutathione
and ascorbic acid were also able to deplete the light emission
(data not shown).

In summary, the experimental evidence described in the
present study indicates that the oxidation of free tryptophan
or tryptophan residues in proteins is an important source of
ultraweak cellular emission of light. This light emission is
increased in the presence of taurine, an amino acid present in
large amounts in leukocytes, where this putative source of
emission of light is even more relevant.
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Hen egg white lysozyme (HEL), an antibacterial enzyme, is a prototype protein for studying the physical and
chemical events that underlie the formation of amyloid fibril aggregates. Here, we studied alterations in
enzymatic activity and aggregation provoked by oxidation of HEL by hypochlorous acid (HOCI), hypobromous
acid (HOBr), taurine chloramine (Tau-NHCI), taurine monobromamine (Tau-NHBr), and taurine dibromamine
(Tau-NBr;). Addition of only 4-fold molar excess of Tau-NHBr or Tau-NBr; to HEL caused complete depletion
ofits intrinsic fluorescence, whereas HOCl and HOBr caused 40%-50% bleaching. Tau-NHO was unable to oxidize
lysozyme. The selective effect of bromamines on tryptophan residues had a direct effect on enzymatic activity;
bromamines were about two-fold more effective as inhibitors of lysozyme than the acid precursors. The oxida-
tion of HEL by HOCl and HOBr was more effective regarding the aggregation of the protein, which was evidenced
by increased turbidity, Rayleigh scattering, and anisotropy. The aggregates presented spectroscopic properties
that suggested the formation of amyloid fibrils, as measured by the thioflavin assay. In conclusion, the capacity
of Tau-NHBr and Tau-MBr; as inhibitors of the bactericidal activity of HEL could represent a role in the exacer-
bation of pulmonary infection, since leukocytes are rich sources of both taurine and HOBr. Moreover, the oxida-
tion of HEL by just a small excess of hypohalous acids, a condition that could be found in inflammatory sites, may
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Hypobromous acd
Hypochlorous acid
Taurine monobromamine
Taurine dibromamine

represent a new pathway for initiation of aggregation.

© 2012 Elsevier B.V. All rights reserved.

1. Introduction

Lysozyme, discovered by Alexander Fleming in 1922, is an antimi-
crobial enzyme that hydrolyzes the 3-1,4 glycosidic linkages between
N-acetylmuramic acid and N-acetylglucosamine that occur in the
peptidoglycan cell wall structure of Gram-positive and Gram-negative
pathogens [1]. In addition to its antimicrobial properties, lysozyme is
also involved in modulating the inflammatory response. Accordingly,
lysozyme inhibitors have an immuno-enhandng effect, which is directly
proportional to their inhibitory activity on lysozyme in mice, an effect
that has been explained by taking into account the modulation of the
immune response and through activation of non-specific suppression
mechanisms [2]. The level of lysozyme in sputum is significantly
decreased in COPD patients and could contribute to bacterial persistence
in these patients [3]. In canine models of septic shock, lysozyme that is
released from leukocytes plays a role in myocardial depression and arte-
rial vasodilation through the generation of hydrogen peroxide [4].

Lysozyme is a prototype protein for studying the physical and
chemical events that underlie the formation of amyloid fibril aggregates,

* Corresponding author at: Departamento de Quimica, Faculdade de Ciéncias de
Bauru, Universidade Estadual Paulista, CEP 17033-360, Brazil. Tel.: +55 14 3103 6088;
fax: 45514 3103 6099,
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1570-9639/3 - see front matter © 2012 Elsevier BV, All rights reserved.
doi:10.1016/j.bbapap.2012.06.013

a phenomenon associated with degenerative conditions, such as prion
diseases, type Il diabetes, Alzheimer's disease, and Parkinson's disease
[5,6]. Lysozyme is an amyloidogenic protein that can be in vitro
converted into amyloid fibrils when submitted to high temperature
[7], changes in pH [8], presence of surfactants [9], etc. The use of
lysozyme for studying the formation of amyloid fibrils is justified,
since several proteins are able to ageregate in vitro into fibrils similar
to those found in amyloid diseases [10], and the formation of amyloid
fibrils is a property common to many natural polypeptide chains
under appropriate conditions [11].

Hypochlorous (HOC!) and hypobromous acids (HOBr) are antimi-
crobial oxidants produced by innate immune cells, including neutro-
phils and eosinophils [ 12]. The process is initiated by activation of the
transmembrane NADPH oxidase enzymatic complex. NADPH oxidase
catalyzes the reduction of molecular oxygen to superoxide anion
radical, which dismutates to hydrogen peroxide and HOC| or HOBr
through myeloperoxidase (MPOQ)-catalyzed oxidation of chloride or
bromide, respectively [13,14]. In eosinophils, a defense cell usually
associated with helminthic infections and various inflammatory and
allergic diseases, the equivalent of MPO is eosinophil peroxidase
(EPO), which oxidizes bromide to HOBr, but is unable to oxidize chloride
[15]. Leukocytes are rich in taurine [16], a sulfur-containing amino acdid
that has many physiological functions, including neuromodulatory and
immunoregulatory roles [17]. Taurine reacts with HOQ [ 18] and HOBr
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[19] leading to the haloamines taurine chloramine (Tau-NHCI) and
taurine bromamine (Tau-NHBr), which has higher oxidant capacity
than Tau-NHCL.

The uncontrolled production of HOCl and HOBr has been implicated
in the initiation and progression of many degenerative and inflammatory
diseases [20-22 ]. Moreover, the oxidation of lysozyme by HOCI provokes
the loss of enzymatic activity and unfolding [23]. This last alteration
could have implications in the initiation of aggregate formation, which
cumulates in amyloid fibrils; indeed, a correlation was demonstrated
between fibrillogenesis of lysozyme and the redox composition of the
medium represented by the concentration of cysteine and cystine [24].

Considering the relevance of tryptophan residues in the active site
of lysozyme [25], the evidence that this amino acid is essential for the
stability of apomyoglobin avoiding its aggregation and amyloid-like
fibril formation [26], and our recent finding that Tau-NHBr showed
selectivity in oxidizing tryptophan residues in albumin [27], here
we studied the alterations in enzymatic activity and aggregation pro-
pensity of lysozyme subjected to oxidation by HOCI, HOBr, Tau-NHCI,
Tau-NHBr, and TauNBr,.

2. Materials and methods
2.1. Chemicals and solutions

Hen egg white lysozyme, thioflavin T, taurine, sodium chloride,
sodium bromide, 5,5'-dithio-bis(2-nitrobenzoic add), 8-anilino-1-
naphthalenesulfonate magnesium salt { ANS), 2 4-dinitrophenylhydrazine
(DNPH), sodium dodecyl sulfate (SDS), Micrococcus lysodeikticus ATCC
4698 lyophilized cells, guanidine-hydrochloride, and trifluoroacetic acid
were purchased from Sigma-Aldrich Chemical Co. (St. Louis, MO, USA).
Hypochlorous acid (HOC1) was prepared by diluting a 5% concentrated
solution, and the concentration was determined spectrophotometrically
after dilution in 0.01 M NaOH at pH 12 (£2¢2 nm= 350 M~ ! em ). HOO
was prepared daily in 10 mM sodium phosphate bufter at pH 7.0 to give
a stock solution of 100 mM. HOBr was synthesized by combining
100 mM HOQ and 200 mM NaBr in 10 mM sodium phosphate buffer
at pH 7.0 [28]. Lysozyme was dissolved in 10 mM phosphate buffer at
pH7.0to givea 1 mM stock solution and stored at 4 °C. Accurate protein
concentration was determined by measuring its absorbance at 280 nm
on a Perkin Elmer Lambda 35 UV-visible spectrophotometer (Shelton,
CT, USA). The molar extinction coefficient of lysozyme at 280 nm is
43824 M~ ' em™! [29]. ANS stock solution (3 mM) was prepared in
10 mM sodium phosphate buffer at pH 7.0 and stored at 4 °C.

2.2. Preparation of chloramine and bromamine

Working solutions of Tau-NHC were prepared immediately prior
to use by the addition of 5 mM HOQ to 50 mM taurine in 10 mM
phosphate buffer at pH 7.0. The concentration of Tau-NHCl was
determined spectrophotometrically (€252 nm=429 M~ ' cm™") [30].
Taurine dibromamine (Tau-NBr,) was prepared immediately prior
to use by adding 5 mM HOBr to 2.5 mM taurine in 10 mM phosphate
bufter at pH 7.0. Tau-NHBr was prepared by the addition of 5 mM HOBr
to 500 mM taurine in 10 mM phosphate buffer at pH 7.0. The concen-
trations of Tau-NBr, and Tau-NHBr were determined spectrophoto-
metrically (8241 nm=2713 M~ ' cm™ ' and €288 nmn=430 M ' cm™,
respectively) [30]. The production of Tau-NHCI, Tau-NHBr, and Tau-
NBr, was analyzed using a Hewlett Packard 8452 Diode Array spectro-
photometer (Agilent, Santa Clara, CA, USA).

2.3. Tryptophan fluorescence

The fluorescence spectra which were uncorrected for lamp and
phototube response were obtained using a Perkin Elmer LS 55 spec-
trofluorimeter (Shelton, CT, USA) adjusted as follows: excitation at
295 nm and emission scanning between 310 and 500 nm, slit width

of 5.0 nm for both excitation and emission wavelengths, 3 mL quartz
cuvette witha 10 mm path length, and a magneticstirrer. The reaction
mixtures contained 5 M lysozyme and 20 pM oxidants in 10 mM
sodium phosphate buffer at pH 7.0. The fluorescence measurements
were performed 5 min after the addition of oxidants. For kinetic studies,
the reactions were triggered by adding the oxidants, and the excitation
and emission wavelengths were set at 295 and 344 nm, respectively.

2.4. ANS fluorescence

ANS fluorescence measurements were made on a Perkin Elmer LS
55 spectrofluorimeter adjusted as follows: exdtation at 378 nm and
emission scanning between 410 and 600 nm, slit width of 5.0 nm for
both excitation and emission wavelengths, 3 mL quartz cuvette with
a 10 mm path length, and a magnetic stirrer. The reaction mixtures
contained 5 uM lysozyme and 20 pM oxidants in 10 mM sodium
phosphate buffer at pH 7.0. After oxidation, 100 pM methionine was
added for scavenging residual oxidants and incubated for an additional
5 min at room temperature. Next, 90 pM ANS was added and incubated
for 30 min before measurement. Forexperiments at pH 9.2, the reaction
conditions were 50 pM lysozyme and 200 pM oxidants in 10 mM sodium
phosphate buffer at pH 7.0. Then, the reaction mixtures were 10-fold
diluted in 0.1 M glycine buffer at pH 9.2 and 90 uM ANS was added [31].

2.5. Rayleigh scattering

The elastic scattering of light, an indication of protein aggregation,
was measured at 90° geometry on a Perkin Elmer LS 55 spectrofluori-
meter adjusted as follows: excitation at 280 nm and emission scanning
between 270 and 300 nm, slit width of 5.0 nm for both excitation and
emission wavelengths, a 3 mL quartz cuvette with a 10 mm path
length, and a magnetic stirrer [32]. The reaction mixtures contained
50 UM lysozyme and 200 pM oxidants in 10 mM sodium phosphate
buffer at pH 7.0. Then, the reaction mixtures were 10-fold diluted in
0.1 M glycine buffer at pH 9.2 for the measurements.

2.6. Fluorescence anisotropy

The anisotropy of lysozyme was measured using a Perkin Elmer LS 55
spectrofluorimeter at a constant wavelength (M., 378 nm, h.,, 485 nm),
a slit width of 5.0 nm for both exdtation and emission wavelengths, a
3 mL quartz cuvette with a 10 mm path length, and a magnetic stirrer.
An integration time of 10 s was used to obtain a satisfactory signal-
to-noise ratio. The anisotropy r= (Iyy— Glyu)/(Ivy + 2 Glyy), where Ly
and [y, are fluorescence intensities measured using the parallel and
perpendicular geometry of the polarizers, respectively, and the perpen-
dicular components were corrected using the respective G-factors. The
reaction mixtures contained 50 uM lysozyme and 500 pM oxidants in
10 mM sodium phosphate buffer at pH 7.0. After oxidation, 1 mM
methionine was added to scavenge residual oxidants and incubated for
an additional 5 min at room temperature. Next, the reaction mixtures
were diluted in 0.1 M glydne buffer at pH 9.2, 90 UM ANS was added,
and the reactions incubated for 30 min before measurement.

2.7. Thioflavin T assay

Lysozyme (50 pM) was incubated with 200 pM oxidants in
10 mM sodium phosphate buffer at pH 7.0 for 30 min at 25 °C with
gentle agitation. After oxidation, 1 mM methionine was added to
scavenge residual oxidants, and the reactions were incubated for an
additional 5 min at room temperature. The reaction mixture was
20-fold diluted in 0.1 M glycine buffer at pH 9.2 containing 10 uM
thioflavin and incubated for 15 min. The fluorescence was measured on
a Spectramax M2 microplate reader (Molecular Devices, Sunnyvale, CA,
USA) adjusted as follows: excitation at 440 nm and emission scanning
between 450 and 600 nm [33]. For experiments with SDS (300 uM), the
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anionic surfactant was added after oxidation and incubated for an addi-
tional 15 min before the addition of 10 pM thioflavin.

2.8. Determination of carbonyl group content

Lysozyme (50 pM) was incubated with 200 pM oxidants in
10 mM sodium phosphate buffer at pH 7.0 for 30 min at 25 °C with
gentle agitation. Next, 1T mM methionine was added to scavenge
residual oxidants, and the reaction was incubated for an additional
5 min. The formation of protein carbonyl groups produced by oxidation
with haloamines or hypohalous acids was analyzed as previously
described [34] with minor modifications. Briefly, the reaction mixture
containing oxidized lysozyme (0.5 mL) was added to 0.5 mL DNPH
(10 mM in 2 M HQ) and was incubated for 1 h at room temperature
being vortex at 10 min intervals. The protein was then precipitated
with 0.5 mL cold TCA (final concentration: 30% w;v) by incubation in
an ice bath for 30 min. The solution was subjected to centrifugation at
11,000 rpm for 10 min, and the supernatant was discarded. The precip-
itated protein was washed three times with 1 mL of an ethanol:ethyl
acetate mixture (1:1 v/v). The precipitated protein was then dissolved
in0.5 mL6 M guanidine hydrochloride (prepared in 20 mM potassium
phosphate at pH 2.3) and incubated at 37 °C for 1 h. Next, the reaction
mixture was centrifuged at 11,000 rpm for 10 min, and the carbonyl
group content was determined spectrophotometrically (£370 nm=
22,000 M~ ! cm™!) and expressed as nmol/mg protein.

2.9. Lysozyme activity

Lysozyme activity was determined by measuring the rate of loss of
turbidity of a suspension of M. lysodeikticus. The reaction mixtures
contained 5 UM lysozyme and 20 uM oxidants in 10 mM sodium
phosphate buffer at pH 7.0. After oxidation, 100 uM methionine was
added for scavenging residual oxidants and incubated for an additional
5 minat room temperature. A 50 pL aliquot of the reaction mixture was
added to a 2950 pL suspension of M. lysodeikticus (0.01% w/v in 66 mM
potassium phosphate buffer at pH 6.24) in a quartz cuvette with a
magnetic stirrer at25 °C [35]. The rate of absorbance decay was measured
at 450 nm and the relative enzymatic activity measured as AA/min in the
linear part of the curve and taking the control as reference.

3. Results

In this study, we compared alterations in the structure and function
of lysozyme when submitted to oxidation by hypohalous adds, HOC
and HOBr, and their haloamines, Tau-NHC| and Tau-NHBr. These
haloamines were prepared by reacting the acids with a 100-fold and
10-fold excess of taurine to ensure complete conversion of HOBr to
Tau-NHBr and HOCI to Tau-NH(, respectively [ 30]. Due to the oxidant
features of Tau-NHBr, we also prepared and studied Tau-NBr» as an
oxidant. In this case, the stoichiometry used was 1:1 (HOBr:taurine).
The UV-vis spectra of Tau-NHCI (UV-vis band centered at 252 nm),
Tau-NHBr (UV-vis band centered at 288 nm), and Tau-NBr; (UV-vis
band centered at 241 nm) confirmed the formation of these oxidants
[30] (data not shown).

Initially we focused on the intrinsic fluorescence of lysozyme,
which is mainly attributed to the six tryptophan residues in lysozyme.
The addition of a 4-fold molar excess of Tau-NHBr or Tau-NBr, to
5 uM lysozyme caused an almost complete depletion of the fluorescence
band within 5 min, which is an indication of bleaching of tryptophan
residues. On the other hand, HOCl and HOBr provoked only 40%-50%
fluorescence bleaching (Fig 1a and b). A significant difference was
also found regarding the rate of oxidation, since the reactions with
Tau-NHBr and Tau-NHBr; were slower compared to the instantaneous
depletion of tryptophan caused by HOBrand HOCI (Fig. 1c). The addition
of Tau-NHCl caused only a small and statistically insignificant decrease
in fluorescence, which was different from that seen with Tau-NHBr.
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Fig. 1. Depletion of tryptophan emission band in lysozyme: a) the reaction mixtures
consisted of 5 uM lysozyme and 20 pM oxidants in 0.01 M phosphate buffer, pH 7.0 at
25 °C. The spectra were taken 5 min after addition of the oxidants {he 295 nm/ .,
344 nm); b) relative efficiency of oxidation; ¢) rate of oxidation,

The higher efficacy of the haloamines as oxidants of tryptophan
residues in lysozyme did not correspond with the generation of
carbonyl groups when the protein was subjected to oxidation. Of note,
protein carbonylation is a chemical modification that can be provoked
by reactive oxygen species [36]. For hypohalous acids, the generation
of haloamines in the side chains of amino acids, such as lysine and
arginine, is a well-known pathway for formation of carbonyl groups
[37]. The results in Fig. 2 show that Tau-NBr, was as effective as HOBr
and more effective than Tau-NHBrin the generation of carbonyl groups.
As expected, Tau-NHCI was a poor oxidant.

The differential features of Tau-NHBr and Tau-NBr, compared to
HOBr and HOC| were verified by monitoring the oxidation of lysozyme
by UV-vis absorption. The results in Fig. 3a and b show that the addition
of haloamines provoked a decrease in the band centered at 280 nm,
whereas the acids provoked an increase in the baseline due to the
development of turbidity in the reaction medium.
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The turbidity of the reaction medium, an indication of lysozyme
aggregation, was confirmed by measuring the Rayleigh scattering at
90° at the maximum of the elastic peaks of excitation light at
280 nm. The data depicted in Fig. 3c show that the oxidation by
HOCI and HOBr provoked a significant alteration in the structure of
the protein leading to aggregates. Despite their higher efficacy in
the depletion of tryptophan in the protein, turbidity was not observed
using Tau-NHBr or Tau-NBr» as oxidants (inset at Fig. 3c). This char-
acteristic was observed using 4-fold and higher excess of oxidants.
However, we chose to use a 4-fold excess in further experiments to
avoid precipitation of the protein.

The differential properties of the oxidants were also studied in the
context of unfolding and exposition of hydrophobic sites of the protein.
These studies were performed using ANS as fluorescent probe, which is
not fluorescent in hydrophilic medium, but has increased quantum
yield when binding to buried hydrophobic sites in proteins. Increased
fluorescence of ANS probes has been linked to protein unfolding [38].
In these experiments, the amino acd methionine was added after the
oxidation reaction to remove excess oxidant that could oxidize the
fluorescent probe. As seen in Fig. 4, native and oxidized lysozymes
were poorly sensitive to ANS with only a small increase occurring
after oxidation. The effect of ANS was better visualized by increasing
the pH to 9.2, an experimental condition that has been used to study
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Fig.4. Increase in the lysozyme ANS fluorescence provoked by oxidation: a) measurement
at pH 7.0; b) measurement at pH 92. The reaction mixtures consisted of 5 uM lysozyme
and 20 pM oxidants and 90 M ANS; ¢) effect of ANS at pH 9.2 on oxidized lysozyme.
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lysozyme aggregation [31]. A significant difference was obtained
between the acids and the haloamines, with the oxidation by Tau-NBra
being maore effective in promoting increased ANS fluorescence. Besides
the inarease in the quantum yield, oxidation by haloamines provoked a
blue shift in the fluorescence band, which is generally attributed to the
development of a more hydrophobic environment for binding of ANS
[38].

Considering that the rotational motion could be restricted due toan
increase in the size of the protein as a result of aggregation [39], the
effect of oxidation upon lysozyme was also studied by fluorescence
anisotropy measurements. Since the intrinsic tryptophan fluorescence
of the protein was depleted by oxidation, the measurement of anisotropy
was made using ANS fluorescence. The results in Fig 5 confirmed
the previous light scattering experiments; the oxidation by HOCl and
HOBr was significantly more effective at promoting the aggregation of
lysozyme.

The effect of oxidation on the formation of amyloid fibrils in lyso-
zyme was also evaluated. Lysozyme was induced to aggregate into
amyloid fibrils by incubation with SDS at pH 9.2, and this structural
change was evaluated by thioflavin T assay [33], which has been
widely used to detect the formation of amyloid fibrils. This probe is
not fluorescent in aqueous solution but has high affinity for amyloid
fibrils, and once bound, its fluorescence quantum yield is significantly
increased. Prior oxidation of lysozyme also caused an increase in the
fluorescence of thioflavin, which is indicative of amyloid fibril aggre-
gation. The effect was more intense using HOCI and followed by HOBr
(Fig. 6). Addition of SDS after oxidation revealed that the molecular
alterations in lysozyme caused by bromamines have an inhibitory
effect on the formation of fibrillar structures induced by SDS (Fig. 7).

The effect of the oxidants on the glucosidase activity of lysozyme
was also evaluated. In these experiments, after oxidation with the
different oxidants, lysozyme was incubated with M. lysodeikticus, and
lysozyme activity was measured by the rate of absorbance decay at
450 nm, a consequence of hydrolyses of the p-1,4 glycosidic linkages
between the N-acetylmuramic acid and N-acetylglucosamine in the
bacterial wall. The results in Fig. 8 show the effect of oxidation on the
kinetic profile of hydrolysis of glycosidic linkages. Again, a significant
difference among the oxidants was obtained, with Tau-NHBr and
Tau-NBr, being more effective as inhibitors of enzymatic activity than
the add precursors.

4. Discussion

Oxidative damage in proteins is involved in a number of inflammatory
and degenerative disorders [40]. Among the amino add residues in pro-
teins that are susceptible to oxidation by hypohalous acids are cysteine,
methionine, tyrosine, and tryptophan [41]. In this context, the evidence
that tryptophan oxidation is a biomarker for protein damage has led to

Anisotropy

Fig. 5. Increase in the lysozyme-ANS anisotropy provoked by oxidation. The reaction
mixtures consisted of 5 pM Iysozyme, 20 uM oxidants, and 90 pM ANS at pH 92.
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Fig. 6. Fluorescence emission spectra of thioflavin T: a) effect of 5DS on lysozyme at pH
92; b, ¢) effect of oxidation of lysozyme on thioflavin T fluorescence at pH 92.

the development of immunological methods to assess the alteration of
tryptophan in proteins [42]. Some endogenous oxidants have a degree
of selectivity regarding the oxidation of tryptophan in proteins. This is
the case with hypothiocyanous adid (HOSCN), which is produced by the
oxidation of thiocyanate anion (SCN ™), through MPO and EPO catalyses
[43]. Accordingly, we demonstrated that Tau-NHBr has a degree of selec-
tivity for tryptophan in albumin [27]. Here, we obtained evidence that
tryptophan residues in lysozyme are also preferentially oxidized by
Tau-NHBr. Moreover, Tau-NBr., was also effective at oxidizing lysozyme.
This is relevant since Tau-NBr, is produced without an excess of taurine
and can be easily produced in inflammatory sites where neutrophils or
eosinophils, sources of both HOBr and taurine, are present [ 14-16]. Addi-
tional evidence of the preference for bromamines by tryptophan residues
was the partial inversion tendency regarding the oxidation of amino add
residues to carbonyl products. The formation of carbonyl products in pro-
teins is linked to the oxidation of amino groups, at which hypohalous
acids are effective [37]. Hence, some of the oxidants are depleted by
these reactions, which could explain the lower efficacy in the oxidation
of tryptophan residues in proteins. Associated to the lower efficacy, the
depletion of tryptophan residues was faster using the acids, which is
also an indication of lower selectivity compared to the bromamines.
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The difference between hypohalous acid and bromamines also
had consequences on the structure of oxidized lysozyme. The acids,
but not the haloamines, provoked an intense aggregation of the
protein, which was evidenced by the development of turbidity, Rayleigh
scattering, and anisotropy measurements. Using 10-fold excess, visible
floccus was observed and also provoked the precipitation of the
protein, which made spectroscopic studies difficult. For this reason,
we maintained the 4-fold excess for comparison between oxidants.

Aggregates produced by the oxidation of lysozyme presented
spectroscopic properties that suggested the formation of amyloid
fibrils, as measured by the thioflavin assay. As ex pected from previous
experiments, oxidation using the acids was more effective at inducing
amyloid fibril formation. Therefore, why is the preferential oxidation
of tryptophan by the bromamines less effective in the formation of
protein aggregates? A possible explanation lies in the necessity of this
amino add for protein-protein interactions. Indeed, as a hydrophobic
amino acid able to form aromatic m-interactions, tryptophan is the
predominant residue (21%) in hot spots sites that promote protein-
protein association [44]. This property of tryptophan was suggested
to be involved in the inhibitory effect that cyclodextrin develops
upon the formation of SDS-induced amyloid aggregates of lysozyme.
By capping this amino acid, cyclodextrin precludes the interaction
between tryptophan residues, thereby preventing the interaction of
some hydrophobic regions of lysozyme responsible for aggregation
[33]. By depleting the tryptophan residues in lysozyme with higher
efficacy, the bromamines could partially impede its aggregation.
Corroborant with that, oxidation with bromamines, but not with the
acid precursors, decreased the formation of SDS-induced fibril amyloids
of lysozyme.

The oxidation by bromamines also produced strong differences
regarding ANS fluorescence emission. As is well established, ANS
binds to nonpolar microenvironments in proteins, and as such, the
fluorescence intensity and blue-shifting of the spectrum are indications
of protein unfolding and exposition of surface hydrophobiaty [38].
Here, we found that lysozyme oxidized at pH 7.0 was insensitive to
the addition of ANS. Indeed, native lysozyme was less sensitive to
ANS, a feature that has been correlated with fact that the hydrophobic
groups are hidden inside the native enzyme, which has a folded and
compact structure [9]. On the other hand, the proteins oxidized by
bromamines at pH 9.2 revealed a significant increase in the ANS fluores-
cence, an effect that was not observed for the oxidation by the add
precursors. This difference has some similarity with the unfolding
process of lysozyme mediated by increasing the pH [45]. At pH 12.75,
lysozyme assumes an intermediate molten globular state with high
affinity for ANS. However, at pH 13.2, with the protein in a completely
unfold state, its affinity for ANS is decreased [43]. Hence, the lower ANS
fluorescence for lysozyme oxidized with the acids could be related to a
higher degree of unfolding compared to the milder oxidation provoked
by the bromamines.

As stated previously, lysozyme plays a role in immunomodulation
[2-4]. The level of lysozyme in sputum is significantly decreased in
COPD patients and can contribute to bacterial persistence in these
patients [3]. If we accept the fact that neutrophils and eosinophils
play an important role in pulmonary diseases like COPD and asthma
[46,47], then Tau-NHBr and Tau-NBr, may be generated in the lungs.
Hence, the inhibition of lysozyme by this oxidant could represent a
pathway for the progression of these diseases. Our findings that Tau-
NHBr and Tau-NBr, were significantly more effective than HOCl and
HOBr as inhibitors of lysozyme enzymatic activity could have high
biomedical significance.

The capacity of the bromamines as more effective inhibitors of
lysozyme activity than the acid precursors is also an additional confir-
mation of their selectivity for tryptophan residues. In agreement, the
solvent-accessible tryptophan residues Trp62, Trp63, and Tmp123 in
lysozyme are involved in binding to its oligosaccharide substrates
[48]. The oxidation of lysozyme with 2-nitro-4-carboxyphenylsulfenyl
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chloride, which provoked the conversion of Trp108 to a 2-thioaryl-
derivative provoked the loss of 90% of the enzymatic activity [49]. The
oxidation of lysozyme by N-bromo-succnimide, which oxidizes trypto-
phan residues to the oxindole derivative, provoked a 97% loss of its
enzymatic activity [50]. The oxidation of Trp62 by ozone leading to its
N-formylkynurenine derivative also inactivated the enzyme [25]. Of
note, the formation of N-formylkynurenine during oxidation of lysozyme
by ozone provoked a characteristic UV-vis band centered at 322 nm
[25]. This band was also visible in our studies using the bromamines
but not the add precursors.

In summary, we have demonstrated that oxidation by hypohalous
acid and bromamines could represent a new pathway for altering the
biological properties and functions of lysozyme. The capacities of
Tau-NHBr and particularly Tau-NBr. as inhibitors of lysozyme's
bactericidal activity may represent a novel route for exacerbation of
pulmonary infection, since leukocytes are rich sources of both taurine
and HOBr. From another point of view, the oxidation of lysozyme by a
small excess of oxidants, a condition that could also be found in
inflammatory sites, may represent a new pathway for the initiation of
protein aggregation and amyloid fibril formation. However additional
experiments must be performed to further characterize the formation
of amyloid fibrils.
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