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RESUMO

PAVIANI, V. Oxidacédo de residuos de triptofano em proteinas: formacéo da
ligagcdo cruzada ditriptofano e implicag6es patofisiologicas. 2016. 122p. Tese
— Programa de Pdés-graduacdo em Bioquimica. Instituto de Quimica, Universidade
de S&o Paulo, S&o Paulo.

Apesar de extensa investigacdo das modificacdes oxidativas irreversiveis sofridas
pelas proteinas in vitro e in vivo, os produtos formados pela oxidagédo de residuos
de triptofano ainda permanecem apenas parcialmente conhecidos. Recentemente,
Nnosso grupo caracterizou uma ligacdo cruzada de ditriptofano produzida pela
recombinacdo de radicais hSODI1-triptofanila gerados pelo ataque do radical
carbonato produzido durante a atividade peroxidasica da enzima superoxido
dismutase humana (hSOD1). Neste trabalho, examinamos se a ligacao ditriptofano
pode ser formada em outras proteinas, além da hSOD1 e por outros oxidantes, além
do radical carbonato. A lisozima da clara do ovo e a beta cristalino bovina foram
utilizadas como alvos de oxidacdo. A lisozima foi utilizada por ser uma enzima
pequena (129 aminoacidos) e de estrutura bem conhecida, contendo seis residuos
de Trp. Os resultados mostraram que o radical carbonato, gerado enzimatica ou
fotoliticamente, promove a oxidag&o, dimerizagao e inativacdo da lisozima. Os
principais produtos de oxidacdo caracterizados por analise de nano-ESI-Q-TOF-
MS/MS foram hidroxi-triptofano e N-formilquinurenina juntamente com um dimero
de lisozima (lisozima-Trp?8-Trp?8-lisozima) e um hetero dimero lisozima-hSOD1
(lisozima-Trp?8-Trp32-hSOD1), ambos ligados por uma ligacéo ditriptofano. Também
demonstramos que a irradiacao da lisozima com luz UVC leva a formacéo do dimero
lisozima-Trp28-Trp?8-lisozima. Em consequéncia, resolvemos tratar a beta cristalino
bovina com radical carbonato gerado fotoliticamente ou com luz UVC, e a proteina
também sofreu oxidacdo, dimerizacdo e agregacao. Os principais produtos de
oxidacao caracterizados por nano-ESI-Q-TOF-MS/MS foram hidroxi-triptofano, N-
formilquinurenina, DOPA e um dimero de beta cristalino (3B2-Trp>!-Trp®-gB2). A
irradiacdo com luz UVC também levou a formacédo de um dimero intra-cadeia,
caracterizado como BA2-Trp’8-Trp8l. Quando a beta cristalino foi irradiada com um
simulador de luz solar (UVA e UVB) também foi possivel observar um dimero,
caracterizado como BA2-Trp!®0-Trp!%0-BA2. A presenca de produtos de oxidagao de
residuos de Trp, dentre eles a ligacdo cruzada ditritpofano, também foi avaliada in
vivo, utilizando o cristalino de pacientes que foram submetidos a cirurgia para
remocdo de catarata. Beta, alfa e gama cristalino foram as principais proteinas
identificadas nas fragBes sollvel e insollvel do cristalino. A principal modificacao
pos-traducionais identificada foi deamidacdo. Um alto contetdo de residuos de
metionina e triptofano oxidados foram identificados nas proteinas presentes na
fracdo insoluvel. Os principais produtos de oxidacéo de Trp identificados por nano-
ESI-Q-TOF-MS/MS foram quinurenina e N-formilquinurenina. A presenca de
dimeros covalentes no cristalino com catarata foi confirmada por andlises de
massas. A completa caracterizacdo desses dimeros (BB1-Trp'?’-Trp'?’-BB1 e BB1-
Trp®3-Trp®-BB1) confirmou que as cadeias polipeptidicas foram ligadas por uma
ligagdo ditriptofano. Em sintese, nossos dados demonstraram que o radical
carbonato e a luz UV podem produzir dimeros de ditriptofano em diferentes
proteinas. Também, a presenca da ligacdo cruzada de ditriptofano in vivo (catarata
humana) foi pela primeira vez detectada.



Palavras-Chave: ditriptofano, radical carbonato, luz UV, lisozima, cristalino
humano, catarata.



ABSTRACT

PAVIANI, V. Oxidation of tryptophan residues in proteins: formation of the
ditryptophan cross-link and pathophysiological implications. 2016. 122p. PhD
thesis — Graduated Program in Biochemistry. Instituto de Quimica, Universidade de
Séo Paulo, S&do Paulo.

Despite extensive investigation of irreversible oxidative modifications suffered by
proteins in vitro and in vivo, the products formed by oxidation of tryptophan residues
remain partially characterized. Our group recently described a ditryptophan cross-
link produced by recombination of hSOD1-tryptophanyl radicals generated by attack
of the carbonate radical produced during the peroxidase activity of the human
superoxide dismutase (hSOD1) enzyme. Here, we examine whether the
ditryptophan cross-link can be produced in others proteins besides the hSOD1 and
by other oxidants, in addition to the carbonate radical. The egg white lysozyme and
bovine beta crystalline were used as targets. Lysozyme was used because it is a
small enzyme (129 amino acids) with a well-known structure, containing six Trp
residues. The results showed that the carbonate radical, generated enzymatically or
photolytically, promotes lysozyme oxidation, inactivation and dimerization. The major
oxidation products characterized by nano-ESI-Q-TOF-MS/MS analysis were
hydroxy-tryptophan and N-formylkynurenine together with a dimer of lysozyme
(lysozyme-Trp?8-Trp?8-lysozyme) and a hetero dimer hSOD1-lysozyme (lysozyme-
Trp?2-Trp®2-hSOD1), both bound by a ditryptophan cross-link. Also, it was
demonstrated that lysozyme irradiation with UVC light leads to the formation of the
dimer lysozyme-Trp?8-Trp28-lysozyme. In view of these results, we decided to treat
beta crystalline bovine with photolytically generated carbonate radical and UVC.
Beta crystalline also suffered oxidation, dimerization and aggregation. The major
oxidation products characterized were hydroxy-tryptophan, N-formylkynurenine,
DOPA and a beta crystalline dimer (BB2-Trp'>1-Trp!5-BB2) by nano-ESI-Q-TOF-
MS/MS. Irradiation with UVC light also led to the formation of an intra-chain dimer,
which was characterized as BA2-Trp’8-Trp®l. When beta crystalline was irradiated
with a solar simulator (UVA and UVB), it was also possible to observe a dimer which
was characterized as BA2-Trp'>°-Trp!®0-BA2. The presence of oxidized tryptophan
products, including the ditryptophan cross-link, was also evaluated in vivo in the
lenses of patients submitted to cataract removal. Beta, alpha and gamma crystalline
were the main proteins identified in soluble and insoluble fractions of the lenses. The
main post translational modification identified was deamidation. A high content of
oxidized methionine and tryptophan residues were identified in proteins present in
the insoluble fraction. The main tryptophan oxidation products identified by nano-
ESI-Q-TOF-MS/MS were kynurenine and N-formylkynurenine. The presence of
covalent dimers in the lenses with cataract was demonstrated by mass analysis. Full
MS/MS characterization of the dimers BB1-Trp?’-Trp'?’-BB1 and BB1-Trp9-Trp®s-
BB1 confirmed that they were linked by a ditryptophan bond. In summary, our data
demonstrate that the carbonate radical and UV light can produce ditryptophan
dimers in different proteins. Also, the presence of the ditryptophan cross-link was
first detected in vivo (human cataract).

Keywords: Ditryptophan, carbonate radical, UV light, lysozyme, beta crystalline,
human lenses, cataract.



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

BSA Albumina de soro bovino
DMPO 5,5’-dimetil-1-pirrolina N-Oxido
CoC Complexo de cobalto = complexo

carbonato-tetramina de cobalto (I1I)

DBNBS 3,5-dibromo-4-nitrosobenzeno sulfonato
DTPA Acido dietilenotriaminopentacético

DTT Ditiotreitol

EPR Ressonancia paramagnética eletrénica
ESI lonizag&o por fonte eletrospray

HRP Peroxidase de raiz forte

MNP 2-metil-2-nitrosopropano

MS Espectrometria de massas

m/z Razao massa carga

TEMPOL 4-hidroxi-2,2,6,6-tetra-metil-

piperidiniloxila
SOD1 Cu/Zn Superoxido dismutase
citoplasmatica!

Tween Polioxietileno-sorbitano monolaurato

1 As letras “h” e “b” colocadas antes de SOD1, denotam proteina humana e bovina,
respectivamente.
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Introducéo

1 Introducéo

1.1 Modificacdes oxidativas pos-traducionais de proteinas

A oxidacdo de proteinas por oxidantes e radicais livres biolégicos tem
recebido consideravel atencdo na literatura por varios motivos, inclusive porque
proteinas sdo os principais alvos de radicais e oxidantes em condicdes fisioldgicas.
De fato, estima-se que as proteinas sejam capazes de sequestrar de 50 a 75% das
espécies reativas produzidas in vivo (Davies e Dean, 1997; Davies et al., 1999).

No geral, a oxidacdo pode ocorrer tanto no esqueleto das proteinas como
nas cadeias laterais dos aminoacidos e o sitio de ataque vai depender de varios
fatores, dentre eles: a concentracdo da molécula alvo, a constante de velocidade da
reacdo do oxidante com o alvo, a localizacdo do oxidante em relagdo ao alvo e,
também, a ocorréncia de reacfes secunddarias que podem provocar reacdes em
cadeia (Davies et al., 2004). Alguns oxidantes apresentam um padréo de oxidacao
especifico e reagem com um numero limitado de residuos de aminoé&cidos,
enquanto outros (como o radical hidroxila) apresentam um efeito mais amplo,
podendo reagir com diferentes aminoacidos de forma inespecifica (Grune, 2012).
Os aminoé&cidos mais susceptiveis a oxidacdes sdo aqueles que contém atomos de
enxofre, a cisteina e a metionina, e residuos aromaticos, a histidina, a fenilalanina,
a tirosina e o triptofano.

Como resultado, as proteinas sao reversivel ou irreversivelmente oxidadas.
As oxidacdes protéicas reversiveis geralmente envolvem residuos de Cys (PCys-
SOH, PCys-SO2H, PCys-S-S-CysP e PCys-S-SG), e modulam uma variedade de
funcdes protéicas, incluindo seus papéis em sinalizacao celular (Rhee et al., 2005;
Winterbourn e Hampton, 2008). Em contraste, a oxidac&o irreversivel de proteinas

pode levar a perda de funcdo, fragmentacdo, agregacdo e/ou alteracdo de
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Introducéo

“turnover”, resultando em disfung&o celular e em varias patologias humanas (Davies
e Dean, 1997; Davies et al., 1999; Stadtman, 2001; Dalle-Done et al., 2006).

Muitas modificacdes oxidativas irreversiveis como nitragdo, carbonilacao,
hidroxilacdo e ligagbes cruzadas (principalmente ditirosina) ja foram descritas na
literatura. Entretanto as modificacdes de residuos de triptofano permanecem
parcialmente caracterizadas. Dentre as dificuldades para caracterizar essas
modificacdes, ressalta-se a baixa frequéncia com que residuos de triptofano
aparecem em proteinas (aproximadamente 1%) em compara¢ao a outros residuos
aromaticos, como tirosina (entre 3 e 4%). Também, o fato de que residuos de
triptofano estdo, no geral, localizados no interior de proteinas e possuem varios
sitios suscetiveis a oxidacdo (Yamakura e lkeda, 2006; Bregere et al., 2008;
Yamakura e Kawasaki, 2010). Todavia, residuos de triptofano tém um potencial
Gnico para interagir com outras proteinas e estruturas celulares (Yamakura e lkeda,
2006; Fernandez-Vidal, et al., 20 07; Ge, et al., 2011) e suas oxida¢Bes podem ter
profundas consequéncias fisioldgicas.

Os produtos de oxidacdo de residuos de triptofano mais frequentemente
caracterizados sao radicais proteina-triptofanila e outros produtos ligados a
proteinas, como hidroperdxidos, hidroxi-triptofano, N-formilquinurenina e
quinurenina. Além disso, os residuos de triptofano séo os mais fortes croméforos de
luz UV em proteinas, levando a diferentes produtos por meio de uma rica
fotoquimica envolvendo vias mediadas tanto por radicais de proteina, como por
oxigénio singlete (Zhang et al., 2003; Zhang et al., 2004; Ehrewshart et al., 2009)
(Fig. 1).

Recentemente, nosso grupo caracterizou uma nova modificacdo oxidativa
pos-traducdo de triptofano, a ligacdo cruzada ditriptofano na enzima superoxido
dismutase 1 (hSOD1) (hSOD1-Trp3?-Trp3?-hSOD1). A formacdo desse dimero

13



Introducéo

resulta da recombinagéo de radicais hSOD1-triptofanila formados pelo ataque do
radical carbonato gerado durante a atividade peroxidasica dependente de
bicarbonato da enzima (Medinas et al.,, 2010). Mais recentemente, foram
apresentadas evidéncias de que a ligagao ditriptofano dispara a oligomerizacdo e
agregacdo da hSOD1, podendo, eventualmente, participar do mecanismo
patogénico da esclerose lateral amiotrofica (Coelho et al., 2014).

A formacao de dimeros de triptofano foi também proposta por outros autores,
mas a hipotética ligacdo ditriptofano néo foi caracterizada. De fato, a producgéo de
dimeros de triptofano foi descrita para peptideos submetidos a irradiacdo com
pulsos de laser UV de alta energia (Leo et al., 2013) e na lisozima submetida a
riboflavina/luz (Silva et al., 1994) ou a radicais peroxila (Arenas et al., 2013). Por
outro lado, Van Vranken e colaboradores sintetizaram varios peptideos unidos por
uma ligagéo cruzada de ditriptofano entre os C2 de cada triptofano dos monoémeros
(C2-C2) (Stachel et al., 1996; Dinh e Van Vranken, 1999). Esses dimeros ndo sdo
formados por recombinacdo de radicais triptofanila e sdo altamente fluorescentes,
em contraste com o dimero C3-N1 (Fig. 1) caracterizado durante a atividade

peroxidasica da hSOD1 (Medinas et al., 2010).

& Trlptofano Triptofanil

k

NH2 - Heo,H
Quinurenina 0) Triptofano hidroperoxido

N-formilquinurenina

Figura 1. Alguns produtos caracterizados da oxidagao de residuos de triptofano em proteinas.
(Adaptado: Simat et al., 1998; Medinas et al., 2010).
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Introducéo

1.2 Superé6xido dismutase

A superéxido dismutase 1 (CuzZnSOD) é uma enzima antioxidante
encontrada em quase todas as células eucaritticas. Ela € capaz de catalisar de
maneira muito eficiente a dismutacao do anion radical superoxido (O2°*") em perdxido
de hidrogénio (H202) e oxigénio (O2) (Equacdes 1 - 3) (McCord & Fridovich, 1969).

O, + Cu*2Zn-SOD — O, + Cu*Zn-SOD Equacéo 1
0,* + Cu*' Zn-SOD + 2H* — H,0, + Cu*2 Zn-SOD Equagéo 2
2 0, + 2H" > H,0, + O, Equacéo 3

A SOD 1 estd localizada principalmente no citossol e no espaco
intermembranas das mitocéndrias, mas pode ser também encontrada no nucleo e
nos lisossomos. Ela contém duas subunidades idénticas formando um homodimero
de aproximadamente 32 kDa. Cada subunidade possui uma ponte dissulfeto
intramolecular (Cys®’-Cys'%4) entre dois residuos de cisteina muito conservados e
também um sitio ativo com um atomo de cobre e um atomo de zinco. Os ions de
cobre catalisam a reacdo de dismutacao e sdo mantidos no sitio ativo por interacées
com o nitrogénio do anel imidazoélico de quatro residuos de histidina. Os ions de
zinco possuem um importante papel estrutural auxiliando na estabilidade da enzima
(Halliwell & Gutteridge, 2007).

Além de catalisar de maneira muito eficiente a dismutac@o do anion radical
superoxido, a SOD1 possui outras atividades cataliticas secundéarias, como
superoxido redutase, superOxido oxidase, peroxinitrito sintase, tiol oxidase e
peroxidase. Esta ultima é particularmente interessante por ser muito estimulada em
presenca de tampao bicarbonato, o principal tampé&o fisiolégico. Na auséncia de
tampéao bicarbonato, a SOD1 consome baixos niveis de peroxido de hidrogénio,
resultando na oxidacao de seus proprios residuos de histidina do sitio ativo e na sua

inativacdo. Em presenca de tampao bicarbonato, o consumo de peréxido de
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Introducéo

hidrogénio aumenta consideravelmente, levando a producéo de radical carbonato
(CO3z*). Esse forte oxidante (E°= 1,78 V, pH = 7,0) é capaz de se difundir do sitio
ativo e oxidar alvos mais distantes, como o residuo de Trp3? localizado na superficie
da enzima humana (hSOD1) e/ou outras moléculas presentes no meio, inclusive
outras proteinas. Embora a hSOD1 seja considerada uma das principais defesas
antioxidantes de mamiferos, suas atividades paralelas tém sido associadas a efeitos
prejudiciais, como neurotoxicidade (Zhang et al., 2003; Bonini et al., 2004; Medinas

et al., 2007 e 2009, Drechsel et al., 2012).

1.3 Radical carbonato

Embora a producéo de radical carbonato como um produto secundario da
oxidacdo do acetaldeido pela xantina oxidase tenha sido proposta em 1976
(Hodgson & Fridovich, 1976), foi somente a partir de 1999 que o radical carbonato
comecou a ser considerado um oxidante de importancia biologica. Isso ocorreu
porque a producdo de radical carbonato a partir da reacdo entre peroxinitrito e
diéxido de carbono foi inequivocamente demonstrada por EPR (Bonini et al., 1999).

O éanion radical carbonato (COsz*) € um radical eletrofilico centrado em
oxigénio e um &cido forte (pKa < 0). Ele € um potente oxidante de um elétron devido
ao seu alto potencial de reducédo (E°= 1,78 V, pH 7,0). A maioria das reacdes
mediadas por radical carbonato envolvem oxidac¢8es por transferéncia de elétrons
elou abstracdo de hidrogénio. Em solucdes aquosas a pH fisiologicos, o radical
carbonato € negativamente carregado e capaz de rapidamente oxidar varias
biomoléculas, tais como DNA, RNA, metaloproteinas e residuos de aminoacidos em
proteinas, principalmente triptofano, tirosina, metionina, cisteina e histidina.

Diferentemente dos radicais hidroxila e dioxido de nitrogénio, que sdo capazes tanto

de oxidar como de se adicionar a biomoléculas formando produtos estaveis, o
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Introducéo

radical carbonato ndo forma adutos estaveis. Portanto, fica dificil provar sua
formacao em condicdes fisioldgicas (Augusto et al., 2002; Medinas et al., 2007). Até
0o momento, a producdo do radical carbonato em sistemas biologicos foi
demonstrada durante a reacdo de peroxinitrito com dioxido de carbono (COz2),
durante a atividade peroxidasica da SOD1 dependente de bicarbonato e durante a
atividade enzimética da xantina oxidase. O radical carbonato pode também ser
produzido por mecanismos de Fenton durante a reacdo de peréxido de hidrogénio
com ions de metais de transicdo em presenca de tampao bicarbonato (Augusto &
Miyamoto, 2012). Em laboratério, o radical carbonato pode ser rotineiramente
gerado pela fotolise de complexos carbonato-penta ou tetramina cobalto Il (Chen

et al., 1973).

1.4 Cristalino humano

O cristalino humano é um tecido avascular envolvido por uma capsula de
coldgeno composta por uma unica camada de células epiteliais, cuja funcéo é focar
a luz na retina. Ele é composto por trés principais grupos de proteinas, alfa, beta e
gama cristalino, as quais compreendem cerca de 90% das proteinas presentes no
cristalino de vertebrados. Essas proteinas sdo altamente sollveis e sua estrutura
organizada € essencial para a transparéncia do cristalino (Bloemendal et al., 2004;
Sharma e Santhoshkumer, 2009). Quando as proteinas presentes no cristalino séo
homogeneizadas e centrifugadas, duas fragdes protéicas sdo obtidas, uma fracao
contendo proteinas solUveis e outra contendo proteinas insolaveis. Esta bem
estabelecido que a quantidade de proteinas presentes na fragéo insolivel aumenta
com o envelhecimento e que uma alta concentracdo de proteinas modificadas esta

presente nesta fracdo (Sharma e Santhoshkumer, 2009).
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7

A alfa cristalino é composta de duas subunidades (cadeias A e B) que
possuem 60% de homologia. Essas cadeias polipeptidicas podem se associar ndo
covalentemente para formar heteropolimeros de alto peso molecular
(aproximadamente 800 kDa). A estrutura primaria desta proteina exibe um alto grau
de homologia com as proteinas de choque térmico (sHsp do inglés small heat shock
proteins) devido ao dominio alfa cristalino altamente conservado. A estrutura
secundéria predominante das subunidades da alfa cristalino é a folha beta. Cada
dominio alfa cristalino apresenta sete fitas organizadas em duas folhas 3, uma delas
possui trés fitas (B4, B5 e B6+B7) e a outra quatro (B2, B3, B8 e B9), empacotadas
frente a frente formando um sanduiche (Fig. 2). Os dominios altamente conservados
da proteina se estendem do residuo 63-144 para a cadeia A e 68-148 para a cadeia
B. Além de ter uma funcdo estrutural, a alfa cristalino € uma chaperona que
eficientemente se liga a outras proteinas parcialmente desenoveladas (dentre elas,
beta e gama cristalino) impedindo suas agregacoes (Bloemendal et al., 2004; Reddy

et al., 2006; Sharma e Santhoshkumer, 2009).

C- terminal
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Figura 2. Estrutura do dominio alfa cristalino. A sequéncia compreende o fragmento que se
estende do residuo 67-157 (PDB 2WJ7).

A beta e a gama cristalino compreendem um grupo de cadeias polipeptidicas
de estrutura e funcdo muito similares. Elas atuam como proteinas estruturais e a

principal diferenga entre a beta e gama cristalino é que a primeira tem extensdes N-
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terminais. A beta cristalino possui quatro cadeias polipeptidicas acidas (BA1, BA2,
BA3 e BA4) e trés cadeias polipeptidicas basicas (BB1, BB2 e BB3) com pesos
moleculares de aproximadamente 22-28 kDa. J& a gama cristalino humana tem
cinco diferentes subunidades (yS, YA, yB, yC e yD) com pesos moleculares de
aproximadamente 20 kDa. Tanto a beta quanto a gama cristalino sdo compostas de
dois motivos chave grega organizados em dois dominios. Os dois motivos chave
grega sao compostos de oito fitas f que se intercalam para formar um sanduiche

de folhas 3 (Bloemendal et al., 2004).
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Figura 3. Estruturas da gama e beta cristalino humana. (A) Mondmero de gama cristalino cadeia
vS (PDB 2M3T), (B) Monémero de beta cristalino cadeia B2 (PDB 1YTQ) e (C) Estrutura
homodimérica da beta cristalino cadeia B1 compreendendo os residuos 54-236 (PDB 10KI). Todas
as beta e gama cristalino compreendem dois dominios com cadeias polipeptidicas idénticas que séo
conectados por uma sequéncia conservada de 8-10 aminoacidos. As regides N e C-terminal sdo
pareadas de maneira simétrica (Bloemendal et al., 2004).
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A Dbeta cristalino apresenta cerca de 45-60% de homologia entre suas
cadeias e no caso da gama cristalino, essa homologia é de aproximadamente 30%.
A BA1 e BAS sao codificadas pelo mesmo gene e a unica diferenga entre elas € a
guantidade de aminoé&cidos localizados na regido N-terminal. A beta cristalino
também pode se organizar formando homodimeros, heterodimeros e oligbmeros de
diferentes tamanhos estabilizados principalmente por intera¢des hidrofobicas. Em
contraste, a gama cristalino apresenta-se como mondémero. De acordo com o perfil
de separacgao obtido por cromatografia de filtracdo em gel, a beta cristalino pode ser
dividida em trés categorias: pH (hexamero e octameros), L2 (dimeros) e BL1
(espécies intermediarias: tetrameros e dimeros). A beta cristalino representa cerca
de 40% das proteinas presentes no cristalino de individuos jovens e pode ser
altamente modificada com o envelhecimento (Van Montfort et al., 2003; Bloemendal
et al., 2004).

A transparéncia das lentes depende da manutencdo da estrutura terciaria
nativa e da solubilidade das proteinas que compdem o cristalino. Estudos sugerem
gue mudancas nas estruturas das proteinas que compdem o cristalino causadas por
mutacdes, oxidacdo, deaminagdo e irradiacdo UV podem levar a formacédo de
agregados insoluveis, os quais levam a opacificacao do cristalino, espalhamento da
luz e subsequente catarata (Moreau e King, 2012 e Zhao et al., 2015).

A catarata ainda hoje é a principal causa de cegueira no mundo, atingindo
milhdes de pessoas. Ela pode ter uma origem genética e se manifestar nos
primeiros anos de vida sendo denominada catarata congénita ou juvenil. Pode
também, ser decorrente do envelhecimento e, neste caso, denominada catarata
relacionada a idade. Na catarata congénita, as alteracdes na estrutura das proteinas
gue compdem o cristalino podem ocorrer principalmente devido a mutagbes nos
genes que codificam a alfa, beta e gama cristalino. Ja a catarata relacionada a idade
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possui uma etiologia complexa e varios fatores podem contribuir para o seu
desenvolvimento. O mecanismo responsavel pela agregacdo das proteinas
permanece em estudo (Moreau e King, 2012).

Muitas modifica¢cdes pos-traducionais ja foram identificadas nas proteinas
gue compdem o cristalino, sendo que as principais sdao deamidacao, metilacdo de
residuos de cisteina, oxidacdo, fosforilacdo, acetilacdo e oxidacdo. Analises
comparativas no perfil de deamidacdo do cristalino de pacientes de diferentes
idades sem catarata com aqueles que possuem catarata mostraram que a
deamidacdo aumenta com a idade e que varios sitios adicionais de deamidacao
estdo presentes no cristalino com catarata. O papel exato da deamidacdo na
agregacdo das proteinas ainda ndo é completamente entendido. Todavia,
deamidac@es introduzem cargas negativas nas proteinas, as quais podem causar
alteracfes estruturais que afetam a estabilidade das proteinas (Lampi et al., 2014).
Além de apresentarem deamidacgfes, as proteinas presentes na fracao insoluvel do
cristalino mostram agregados de alfa, beta e gama cristalino com perda de varios
residuos de aminoacidos da porcdo N-terminal. Essa perda compromete a
solubilidade das proteinas afetadas (Sharma e Santhoshkumer, 2009).

Modificagdes oxidativas de proteinas sdo consideradas um dos principais
fatores que contribuem para o desenvolvimento da catarata relacionada & idade. A
medida que envelhecemos, o organismo vai ficando menos capaz de controlar
perigos sempre presentes mas fortemente regulados na juventude, como os niveis
homeostaticos de espécies reativas (Finkel, 2003; Winterbourn, 2008; Forman et al.,
2010). A desregulacdo dessas espécies leva ao aumento de processos oxidativos
e, portanto, pode estar relacionada com as modificagcdes oxidativas descritas para

as proteinas do cristalino na catarata.
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Andlises de protedbmica das proteinas presentes no cristalino tém identificado
varios sitios de oxidagdo na alfa, beta e gama cristalino sendo que os principais
aminoacidos modificados foram cisteina, metionina e triptofano. Cerca de 50% dos
residuos de metionina foram oxidados a metionina sulféxido no cristalino com
catarata em estagios avancados. Andlises semiquantitativas dos produtos de
oxidacdo de residuos triptofano no cristalino de diferentes idades também
mostraram um aumento significativo dos niveis de triptofanos oxidados com o
envelhecimento e o com o desenvolvimento de catarata (Hains e Truscott, 2007).

Varios estudos epidemiolégicos indicam que a irradiacdo ultravioleta pode
estar associada com o desenvolvimento da catarata, pois um aumento de espécies
oxidantes pode ocorrer como resultado da irradiacdo UV. Embora a cornea seja
capaz de absorver grande parte da irradiacdo UV, a luz UV de comprimentos de
onda mais longos (raios UVA e UVB) pode também ser absorvida pelo cristalino
apresentando, perigo as proteinas. (Moreau e King, 2012). O cristalino humano
contém pequenas moleculas derivadas do metabolismo de triptofano (denominadas
filtros de UV) que séo conhecidas por absorver luz UV protegendo as proteinas
presentes no cristalino. Todavia, estudos indicam que os niveis desses filtros podem
diminuir linearmente com a idade, reduzindo os efeitos protetores. Além disso,
esses filtros podem ser modificados por luz UV e, em consequéncia, atuar como
fotossensibilizadores, aumentando os danos oxidativos nas proteinas (Vinson,

2006; Korlimbinis et al., 2006; Moreau e King, 2012).
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2 Objetivos

Este projeto de tese objetivou contribuir para elucidar a natureza molecular e
as possiveis consequéncias patofisiolégicas de modificagcbes oxidativas de
proteinas, particularmente daquelas em residuos de triptofano, as quais
permanecem parcialmente estudadas. O oxidante escolhido foi o radical carbonato
porque residuos de triptofano séo excelentes alvos desse radical (k = 7,0 x 108 M
s1) e, também, porque ndo existem biomarcadores que provem a formacéo do
radical carbonato. A primeira proteina escolhida como alvo foi a lisozima por ser
uma enzima pequena e estruturalmente conhecida, contendo seis residuos de
triptofano. No decorrer do projeto, ficou evidente que também deveriamos estudar
os efeitos oxidantes da luz UV sobre proteinas, principalmente sobre aquelas do
cristalino humano. Escolhemos a beta cristalino bovino por facilidade de obtencao
comercial. Finalmente, examinamos as modificacdes das proteinas no cristalino
humano de pacientes submetidos a cirurgia de remocao de catarata. Os resultados
obtidos sdo apresentados e discutidos a seguir, bem como suas possiveis

implicacdes patofisiolégicas.

23



Materiais e Métodos

3 Materiais e Métodos

3.1 Materiais

O complexo de cobalto ([Co(NH3)aCOs]ClOa4) foi cedido pelo Prof. Vitor F.
Ferreira (Universidade Federal Fluminense).

Ditiotreitol (DTT), tris(hidroximetil)Jaminometano (Tris), bicarbonato de sodio,
5,5’-dimetil-1-pirrolina N-6xido (DMPO), 2-metil-2-nitrosopropano (MNP), peroxido
de hidrogénio, bis-acrilamida, iodoacetamida, azul de coomassie blue, tempol,
Micrococcus lysodeikiticus ATCC 4698, beta cristalino bovina (BL), lisozima da clara
de ovo, polioxietileno-sorbitano monolaurato (Tween), triptofano e tirosina foram
obtidos da Sigma. Acetona, acido acético, acido fosforico, etanol, metanol, acido
férmico, acido cloridrico 37%, albumina sérica bovina (BSA) e ureia foram obtidos
da Merck. Catalase de figado bovino foi adquirida da Boehringer. Guanidina foi
obtida da Invitrogen. Azul de bromofenol e tetrametiletilienodiamina (TEMED) foram
obtidos da Acros. Reagente de Bradford e o marcador de peso molecular
Kaleidoscope foram obtidos da Bio-Rad. Tripsina grau sequenciamento foi obtida
da Promega. Acrilamida e dodecilssulfato de sddio (SDS) foram obtidos da Gibco
BRL. Perssulfato de amonio foi obtido da Pharmacia Biotech. Os anticorpos anti-
lisozima produzido em coelhos e anti-hSOD produzido em ovelha foram obtidos da
Abcam. Os anticorpos secundarios anti-sheep produzido em coelho e anti-rabbit
produzido em cabra ambos conjugados com peroxidase e Cu/Zn superéxido
dismutase bovina (bSOD) foram obtidos da Calbiochem. As colunas de
dessanilizacdo (PD-10), tiras de gel de poliacrilamida com gradiente de pH
imobilizados e anfélitos foram adquiridas da GE Healthcare. Coluna para nano
HPLC ZORBAX 300SB C-18, calibrante interno “lock mass calibrant” e calibrante
externo “low concentration Tune mix” foram obtidos da Agilent Technologies. Filtros

de 0,22 pym foram obtidos da Millipore. O substrato quimioluminescente para analise
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de Western blot foi obtido da Thermo Scientific. O DMPO foi purificado por
destilacéo fracionada. Todos os reagentes foram de grau analitico ou superior. As
concentragbes de SOD1 humana e bovina foram determinadas por Bradford e
espectrofotometricamente pelo conteldo de cobre (eeso = 3,0 x 102 M1 cm?)
(Symonyan e Nalbandyan, 1972). A concentracdo de HRP foi determinada
espectrofotometricamente (g403 = 1,02 x 10° Mt cmt). O DBNBS (3,5 - dibromo - 4
- nitrosobenzeno sulfonato) foi sintetizado segundo o procedimento de Kaur et al.,
(1981). A 4gua utilizada em todos os experimentos foi deionizada num sistema de
purificagdo Milli-Q da Millipore. Todos os tampdes foram tratados “overnight” com
Chelex para remover tracos de ions metdlicos contaminantes, além de conterem

DTPA (0,1 mM).

3.2 Métodos
3.2.1 Quantificacdo do perdxido de hidrogénio

As solucbes de peréxido de hidrogénio foram preparadas antes do uso e as
concentracOes foram determinadas espectrofotometricamente pela sua reacdo com
peroxidase de raiz forte (HRP) para produzir o composto |

(Ae403 = 5,4 x 10* Mt.cm™) (Toledo et al., 2011).

3.2.2 Expresséo e purificacdo da hSOD1

Obtencédo e purificagcdo da hSOD1 foi realizada em nosso laboratorio por
Fernando Coelho segundo protocolo previamente publicado (Medinas et al., 2010).
Os plasmideos (pET-3d) que codificam a enzima hSOD1WT foram fornecidos por Dr.
J. S. Beckman do instituto Linus Pauling. Os plasmideos foram expressos em cepa
de Escherichia coli BL21 (DE3) pLysS. Tipicamente a hSOD1 recombinante

continha aproximadamente 0,7 de ions cobre e 0,7 de ions zinco por monémero e
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uma atividade dismutase especifica de 3900 + 400 U/mg (mg de proteina
normalizada por conteddo de cobre). Neste trabalho, as concentra¢des de hSOD1

foram sempre expressas como dimero.

3.2.3 Incubacgdes contendo lisozima e beta cristalino

A concentragao da solugéo estoque de lisozima foi obtida utilizando g2sonm =
3,846 x 10 M1 cm?t (Website http://bo.expasy.org/tools/protparam.html). A
concentracdo da solucdo estoque de beta cristalino foi calculada em relacdo ao
mondmero tomando a média da massa molecular das diferentes cadeias e a média
dos seus valores de esom = 53 x 10* M! cm?! (Website
http://bo.expasy.org/tools/protparam.html).

Na maioria dos experimentos foi utilizada lisozima (0,14 mM) ou beta
cristalino (40 uM) e DTPA (0,1 mM) em tampao fosfato de potassio 20 mM, pH 7,0,
irradiadas na presenca ou nao de complexo de cobalto ([Co(NHz3)4CO3]ClO4) (4 mM)
em Fotoreator ICH-2 com luz UV de comprimento de onda de 254 nm (radiancia de
6,3 mW/cm?) (Queiroz et al., 2013). As amostras (200 pL) foram irradiadas por
tempos de 30 s a 10 min em cela chata de quartzo (“flat cell’) no caso da lisozima,
ou em tubo de quartzo no caso da beta cristalino.

O COs3* foi também produzido pela atividade peroxidasica da superéxido
dismutase dependente de bicarbonato. Neste caso, as misturas de reacao
continham SOD1 humana ou bovina (15 uM dimero), peroxido de hidrogénio (H202)
(1 mM), bicarbonato de sodio (NaHCOs3) (25 mM), DTPA (0,1 mM) e lisozima (0,14
mM) em tampéao fosfato 20 mM a pH final ajustado para pH 7,4 (Medinas et al.,
2009; Queiroz et al., 2013). As solucdes foram incubadas a 37°C sob agitacéo por

1 h. A reacdo foi interrompida pela adicdo de catalase 1U/mL. Em alguns
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experimentos, 0s niveis de oxigénio molecular foram alterados por borbulhar
argonio ou oxigénio molecular no tampao por 6 min.

As amostras contendo beta cristalino (40 uM), DTPA (0,1 mM) em tampé&o
fosfato 20 mM, pH 7,0 também foram irradiadas em simulador solar (SOL-UV-2)
equipado com lampadas de UVA e UVB com comprimentos de onda de 315 nm
(radiancia de 5 mW/cm?) e 365 nm (radiancia de 6,6 mW/cm?) nos tempos de 1-180
min. Cerca de 200 pL de reacado foram transferidos para um tubo de quartzo e apos

a irradiacdo as amostras foram mantidas em gelo.

3.2.4 Analises de SDS-PAGE

Aliquotas das amostras tratadas como descrito acima (cerca de 10-30 ug de
proteina) foram adicionadas em tampdo de amostra (62 mM Tris-HCL, pH 6,8
contendo 10% de glicerol, 2% SDS, 100 mM de DTT e 0,01% de azul de
bromofenol), fervidas por 5 min e submetidas a eletroforese em gel de poliacrilamida
(5% gel de empacotamento, 15% ou 20% gel de resolugcdo) a 180 V por
aproximadamente 3-6 h. Em seguida, os géis foram fixados com metanol (45%) e
acido acético (10%) por 60 min e foram corados com azul de Comassie “overnight”.
Analise de densitometria das bandas foi realizada usando o ImageJ 1.44p software

(NIH, USA).

3.2.5 Deteccado de radical carbonato por espectrometria de ressonancia
paramagnética eletronica (EPR)

A producdo de COs* por fotdlise de UV do complexo de cobalto ou pela
atividade peroxidasica da superoxido dismutase em presenca de bicarbonato foram
avaliadas por ERP utilizando DMPO (200 mM) como captador de spin. As
incubagbes continham DMPO (200 mM), complexo de cobalto (4 mM) e DTPA (0,1
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mM) em tampao fosfato (20 mM), pH 7,0 e em seguida foram irradiadas em “flat cell”
de quartzo durante 10-120 s como descrito acima. Para a producdo enzimatica de
COs* foi utilizado o sistema composto de DMPO (200 mM), bSOD1 (15 pM), H202
(3 mM), bicarbonato de sodio (NaHCO3) (25 mM) e DTPA (0,21mM) em tampao
fosfato (20 mM) pH ajustado para 7,4. As solucdes foram incubadas a 37°C sob
agitacdo por 1 h e os espectros registados a cada 10 min. A concentracdo de CO3s*
gerada foi estimada pela integracéo dupla dos sinais e comparando com uma curva
padrdo com concentracbes conhecidas de 4-hidroxi-2,2,6,6-tetra-metil-

piperidiniloxila (tempol) (Queiroz et al., 2013).

3.2.6 Deteccéao de radicais de proteina

Os radicais de lisozima ou beta cristalino foram detectados utilizando MNP
ou DBNBS como spin trap. As reacfes contendo lisozima (0,35 mM) ou beta
cristalino (40 uM) em presenca de MNP (10 mM) ou DBNBS (10 mM) e DTPA (0,1
mM) em tampéao fosfato de potassio (20 mM), pH 7,0 foram irradiadas em cela chata
de quartzo “flat cell” ou tubo de quartzo por 60 s.

No caso da lisozima, a producéo de radicais de proteina também foi avaliada
utilizando o sistema enzimatico (hSOD1/HCOs/H202) para a geragdo de radical
carbonato. As misturas continham lisozima (0,35 mM), MNP (10 mM), DTPA (0,1
mM), bSOD (15 uM por dimero), bicarbonato de sédio (25 mM) e H202 (1 mM) em
tampdao fosfato de potassio (20 mM), pH ajustado para 7,4 e foram incubadas 20
min a 37°C. A reacdo foi entdo interrompida pela adicdo de catalase (1 U/mL) e
aliquotas de 200 uL foram transferidas para cela chata de quartzo (“flat cell’). Os
espectros foram obtidos a temperatura ambiente em um espectrémetro de banda X
Bruker ER 200-SRD com instrumentagdo EMX e equipado com cavidade de alta

sensibilidade (4119HS) (Vaz et al., 2009).
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3.2.7 Experimentos de Western blot

As amostras de lisozima irradiadas com complexo de cobalto ou incubadas
com hSOD1/bicarbonato/peroxido de hidrogénio foram submetidas a eletroforese
em SDS-PAGE conforme descrito acima (item 3.2.4). Em seguida, as bandas foram
transferidas para uma membrana de nitrocelulose para marcagdo com anticorpos.
A membrana foi previamente hidratada por 10 min com tampé&o de transferéncia
(Tris (48 mM), glicina (39 mM), SDS (0,037%) e metanol (20%), pH 8,3) e a
transferéncia realizada a 12 V por 2 h. Apds a transferéncia, a membrana foi
bloqueada com leite (5%) em tampao tris-salina e tween-20 (TBST) “overnight”;
apos 3 lavagens com tampédo TSBT por 10 min, foi feita a marcagdo com anticorpo
primario anti-hSOD produzido em ovelha (diluicdo de 1:5000) por 2 h. Apés
lavagens com TBST (3 vezes por 10 min), a membrana foi incubada por 2 h com o
anticorpo secundario anti-lgG produzido em ovelha (para hSOD1) marcado com
peroxidase. ApOs novas lavagens com tampao TBST, executou-se a revelacao. A
membrana foi incubada por 2 min com substrato quimioluminescente (Thermo
Scientific) antes de ser exposta ao filme Kodak T-MAT G/RA para revelacdo. Apés
arevelagcdo a membrana foi incubada com tampéo Tris (62 mM) contendo SDS (2%)
e B-mercaptoetanol (100 mM), pH 6,7 por 45 min a 50°C para remoc¢ao dos
anticorpos. Apos vérias lavagens a membrana foi bloqueada novamente e incubada
por 2 h com o segundo anticorpo primério anti-lisozima produzido em coelho
(1:5000) e em seguida, com anticorpo secundario anti-lgG produzido em coelho
para lisozima (1:5000) marcado com peroxidase. Ap6és 1 h de incubagédo e 3

lavagens com TBST por 10 min, procedeu-se a revelacdo como descrito acima.
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3.2.8 Avaliacdo da atividade enzimatica da lisozima

A atividade enzimatica da lisozima foi determinada pela velocidade de lise de
uma solucdo de Micrococcus lysodeikiticus (ATCC 4698). Cerca de 6 uL das
amostras de lisozima tratada ou nao foram adicionadas a 994 L de solucéo de M.
lysodeikiticus (0,01%) diluida em tampéo fosfato de potassio (66 mM), pH 6,2 a
25°C. A lise bacteriana foi monitorada em espectrofotometro a 450 nm (Shimadzu
1650 PC). Uma unidade de atividade foi definida como uma mudanca de 0,001

unidades de absorbancia por min (Hawkins e Davies, 2005).

3.2.9 Analise das modificacdes oxidativas da lisozima e beta cristalino por

HPLC/ESI/MSMS apés digestdo triptica

As bandas referentes ao monémero nativo e oxidado, dimeros e agregados
separadas por SDS-PAGE foram cortadas, picadas e descoradas com uma solugao
de acetonitrila (50%) em bicarbonato de amdnio (50 mM) “overnight”. No dia
seguinte, os “spots” foram reduzidos com DTT (10 mM) e alquilados com
iodoacetamida (50 mM) por 30 min a cada tratamento. No caso da lisozima, 0s
“spots” reduzidos e alquilados foram digeridos com tripsina gold (razdo de
proteina:tripsina 100:1) em bicarbonato de amonio (50 mM) por 16 h a 37°C. No
caso da beta cristalino, os “spots” foram digeridos com tripsina gold (raz&o de
proteina:tripsina 50:1) por 16 h a 37°C. Apos digestao, os peptideos foram eluidos
do gel de poliacrilamida uma vez com agua deionizada contendo 1% de acido
férmico e duas vezes com acetonitrila (50%) contendo 1% de acido férmico por 10
min a cada tratamento. Os hidrolisados foram secos em rotaevaporador e mantidos
a -20°C até andlise. Antes das analises, os hidrolisados foram ressuspendidos em
agua contendo 0,1% de acido férmico, desalinizados e concentrados em ZipTipC18
(Millipore, Bedford, MA). Préviamente, o ZipTipC18 foi lavado com 50% e 100%
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acetonitrila contendo 0,1% acido férmico e entdo equilibrado com agua contendo
0,1% de &cido formico. Os peptideos foram carregados no ZipTipC18, seguindo por
3 passos de lavagem com agua contendo 5% de metanol e 0,1% de &cido férmico.
Os peptideos foram eluidos com 50% de acetonitrila contendo 0,1% de &cido
férmico. Os hidrolisados livres de sal foram carregados em coluna ZORBAX 300SB-
C18 (150 mm x 75 um; 3,5 um; Agilent Technologies) em um HPLC-nano acoplado
a um espectrometro de massas UHR-ESI-Q-TOF Bruker Daltonics MaXis 3G com
uma fonte CaptiveSpray (Bremen, Germany). As amostras foram eluidas (300
nl/min) usando um gradiente linear de 95% solvente A (dgua com 0,1% acido
formico) e 5% solvente B (acetonitrila com 0,1% de acido férmico) até 40% de
solvente B por 40 min. As condi¢des para a fonte CaptiveSpray foram: voltagem de
capilar de 1,8kV, temperatura de desolvatacédo de 150°C. Como gas de colisao para
MS/MS foi utilizado nitrogénio fluxo 6 I/min. A fonte de ionizacéo foi operada em um
modo positivo. Para analise e aquisicao dos dados foram utilizados os softwares:
‘DataAnalysis” (Bruker), “Prospector” (University of California, San Francisco) e
Mascot (Verséo 2.5). Para analises de “cross-links” foi utilizado o “Sequence Editor”
(Bruker Daltonics) e SIM-XL softwares (Lima et al., 2015), além da atribuicdo manual

dos peptideos. Em todos os experimentos foi utilizado um erro < + 0,05 Da e < 10

ppm.

3.2.10 Preparacéao das lentes de pacientes com catarata

As proteinas da lente de quatro pacientes com idade de 63-75 anos contendo
catarata nuclear em estagio avancado, de acordo com o sistema de classificacao
LOCSII (Chylack et al., 1989), foram obtidas do Hospital das Clinicas da
Universidade de S&o Paulo e foram utilizadas e preparadas de acordo com
protocolo estabelecido pelo comité de ética da Faculdade de Medicina, USP (CAAE
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51557515.4.0000.0068). Primeiramente, as proteinas foram separadas em fracao
soluvel e fragdo insoluvel conforme descrito previamente por Wilmarth e
colaboradores (2006) com algumas modificacbes. Cada lente foi homogeneizada
separadamente em tampao Tris-HCI (20 mM), pH 7,0 contendo: metionina (2 mM),
triptofano (2 mM) e coquetel de inibidores de protease (Sigma). O homogenato foi
centrifugado 20,000 g por 30 min a 4°C. O sobrenadante contendo as proteinas
soluveis foi separado e o pellet foi novamente ressuspendido e centrifugado como
descrito acima. O pellet contendo as proteinas insoltveis foi ressuspendido por
sonicacao (2 pulsos de 5 sec) no gelo em tampé&o de homogeneizacéo. As fracoes,
solavel e insoluvel, foram secas em rotaevaporador a vacuo e, subsequentemente,
ressuspendidas em tampéo Tris-HCI (20 mM) contendo ureia (8 M). Os residuos de
cisteina foram reduzidos com DTT (30 mM) e, depois, alquilados com
iodoacetamida (50 mM) por 2 horas a cada tratamento. Finalmente, as amostras
foram dialisadas “overnight” para remocao dos sais e as proteinas foram secas em
rotaevaporador e mantidas a -80°C até analise. A concentracdo de proteinas nas

fracBes sollvel e insolavel foi determinada pelo método de Bradford.

3.2.11 Eletroforese bidimensional

As proteinas extraidas do cristalino com catarata (fracdo soluvel e fracédo
insolavel), obtidas conforme descrito acima, foram separadas primeiramente pelo
seu ponto isoelétrico utilizando fitas de gel de poliacrilamida com gradiente de pH
imobilizado (GE Healthcare). As amostras contendo as proteinas (cerca de 1 mg)
foram solubilizadas em tampé&o de reidratagdo contendo: ureia (8 M), tiouréia (2 M),
detergente CHAPS (2%), azul de bromofenol (0,002%), DTT (1 M) e anfdlitos pH 3-
10 (0,05%). Em seguida as fitas foram colocadas sobre as amostras e foram
reidratadas por 17 h em um recipiente fechado. Em seguida, as fitas foram
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transferidas para um equipamento Ettan IPGphor 3 IEF e submetidas ao protocolo
para focalizac&o isoelétrica padréo para o tipo de fita empregada (GE Healthcare).
Antes de realizar a segunda dimenséo da eletroforese, as proteinas presentes na
fita de poliacrilamida foram reduzidas com DTT (10 mM) e alquiladas com
iodoacetamida (50 mM) por 30 min a cada tratamento executado em tampéo de
equilibro contendo tampéao Tris-HCI (1 M), pH 8,8, ureia (8 M), SDS (2%), glicerol
(29,3% v/v) e azul de bromofenol (1%). As fitas foram localizadas no topo de um gel
de 15% SDS-PAGE e o sistema foi selado com agarose e resolvido conforme

descrito item 3.2.4.

3.2.12 Anélise das proteinas obtidas de lentes humana com catarata por

HPLC/ESI/MSMS apés digestao triptica

As bandas referentes ao monémero nativo e oxidado e ao dimero foram
separadas por SDS-PAGE em 1D e 2D e foram preparadas como descrito no item
3.2.9. Os “spots” contendo as proteinas foram tratados para reducéo e alquilacao
dos residuos de cisteina e, em seguida, digeridos com tripsina gold (razdo de
proteina: tripsina 50:1) em tampao bicarbonato de aménio 50 mM, pH 8,0 por 8 h a
37°C. Em seguida, foi realizada uma nova adi¢céo de tripsina e as amostras foram
incubadas por mais 12 h. Os peptideos foram extraidos do gel, desalinizados e
analisados por HPLC-ESI-MSMS como descrito no item 3.2.9 com modificagbes
nas condi¢cdes de HPLC. Os hidrolisados livres de sal foram carregados em uma
coluna nano ACQUITY UPLC-C18 (100 mm x 100 um; 1,7 um; Waters). Para os
peptideos provenientes da digestédo triptica do monémero nativo e oxidado foi
utilizado um gradiente linear (fluxo de 400 nl/min) de 99% de solug¢édo A (dgua em
0,1% de &cido formico) e 1% de solucdo B (acetonitrila em 0,1% de &cido férmico)
até 30 min, 50% de solucéo B até 35 min, 95% de solucdo B até 46 min e 95-1% de
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solucdo B até 70 min. No caso dos peptideos provenientes da digestao triptica do
dimero foi utilizado um gradiente linear de 99% de solu¢do A (agua em 0,1% de
acido férmico) e 1% de solugcdo B (acetonitrila em 0,1% de &cido formico) até 80
min, 50% de solucdo B até 83 min, 90% de solucdo B até 103 min e 90-1% de

solucao B até 124 min.

3.2.13 Dosagem de proteinas
A concentracdo de proteina total das amostras tratadas bem como das
proteinas purificadas foi determinada pelo ensaio colorimétrico de Bradford a 595

nm (Bradford, 1976). A curva de calibracéo foi construida com BSA (0 a 5 ug/mL).

3.2.14 Anélises estatisticas

Todos os dados foram expressos como meédia * desvio padrdo. A
significancia estatistica foi calculada com o teste t ou, no caso de comparacfes
multiplas, com o teste ANOVA e pos teste Tukey utilizando o programa Graphpad

versao 4.0.

34



Resultados

4 Resultados

4.1 Experimentos com lisozima
4.1.1 O radical carbonato promove oxidacao, dimerizagcdo e inativagcdo da

lisozima

Para examinar os efeitos do radical carbonato na estrutura e fungéo da
lisozima, o oxidante foi produzido pela fotélise do complexo de cobalto
([Co(NHz3)4aCOs3]ClO4) ou pela atividade peroxidasica dependente de bicarbonato da
enzima hSOD1 como previamente descrito (Zhang et al., 2003; Queiroz et al., 2013;
Igbal et al., 2014). Os rendimentos de radical carbonato produzido em nossos
experimentos fotoliticos (complexo de cobalto (4 mM), DTPA (0,1 mM) em tampao
fosfato (20 mM), pH 7,0 irradiacdo a 254 nm) ou enziméticos (hSOD1 (15 puM),
bicarbonato (25 mM), DTPA (0,1 mM) e H202 (1 mM) em tampéao fosfato (20 mM),
pH 7,4, 37°C) foram estimados por experimentos de captagcdo de spin com DMPO
(200 mM) (Fig. 4). De fato, o radical carbonato oxida o captador de spin para
produzir o radical aduto DMPO/*OH, o qual pode ser detectado e quantificado por
seu espectro de EPR caracteristico (Zhang et al., 2002; Alvarez et al., 2007). Os
rendimentos do aduto DMPO/*OH foram tempo-dependentes, sendo que o
rendimento maximo foi obtido apds 60 s de irradiagcdo do complexo de cobalto (130
+ 11 uM) (Fig. 4A e B) ou depois de 20 min de incubacdo com o sistema enzimatico
(47 =+ 7 uM) (Fig. 4C). Em tempos longos, os niveis do DMPO/*OH diminuem,
provavelmente devido a sua instabilidade (t2 de aproximadamente 14 min em
solugcbes aquosas) (Castelhano et al., 1983). Também, porque a producdo de
radical carbonato cessa. De fato, o complexo de cobalto decai a pH 7,0 (Dasgupta,
e Harris, 1969) e a hSOD1 é inativada durante sua atividade peroxidasica

dependente de bicarbonato (Queiroz et el., 2013 e Coelho et al., 2014). Portanto, a
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concentragdo do aduto DMPO/*OH a cada tempo fornece uma sub-estimacédo da
concentracdo total de radical carbonato produzido. Além do decaimento do
DMPO/*OH, outros alvos competem com DMPO pelo radical carbonato, tais como
a hSOD1 que ndo apenas produz, mas também reage com radical carbonato
(Queiroz et al., 2013). Mesmo assim, esses experimentos foram Uteis para mostrar
que, sob as condi¢cbes experimentais empregadas, o sistema fotolitico gera
aproximadamente 2,8 vezes mais radical carbonato do que o sistema enzimatico.
Os rendimentos do radical carbonato estimados quando hSODL1 foi substituida por

bSOD1 foram comparaveis (dados ndo mostrados).
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Figura 4. Rendimento do radical carbonato produzido por fotélise e pelo sistema enzimatico
estimado por experimentos de captacao de spin com DMPO (A) espectro de EPR representativo
do radical aduto DMPO/*OH produzido por fotolise de complexo de cobalto (4 mM), DMPO (200 mM)
e DTPA (0,1 mM) em tampéo fosfato (20 mM), pH 7,0 apds os tempos especificados. (B)
Rendimentos de DMPO/*OH produzidos como em (A) e quantificados como descrito nos
procedimentos experimentais. (C) Rendimentos do radical aduto DMPO/*OH produzidos pelo
sistema enzimatico apés os tempos especificados e quantificados como em (B). As incubagdes
enzimaticas continham: hSOD1 (15 pM), bicarbonato (25 mM), DTPA (0,1 mM) e H202 (1 mM) em
tampao fosfato (20 mM) ajustado para pH 7,4, e foram incubadas a 37°C. Condi¢des instrumentais:
Poténcia, 20 mW,; constante de tempo, 81,92 ms; tempo de varredura, 167,77 s, amplitude de
modulagéo, 1 G; ganho de 6,32 x 10*. Os valores mostrados correspondem a média + desvio padrédo
obtido em 3 experimentos independentes; os valores a diferentes tempos para ambos sistemas
foram significativamente diferentes *p < 0,05.

Em seguida, a lisozima (0,35 mM) foi tratada com ambos os sistemas
geradores de radical carbonato e a producdo de radicais de lisozima foi estimada
por experimentos com o captador de spin MNP (Fig. 5). Embora o MNP seja sensivel
a luz, sendo oxidado e gerando um sinal de EPR consistente com um triplete moével
(Kalyanaraman et al., 1979), ele foi empregado porque o acido 5,5-bromo-4-
nitrosobenzenosulfonico, outro eficiente captador de radicais de proteinas, promove
agregacao da lisozima (dados ndo mostrados). Nesses estudos, a lisozima foi

empregada em concentragbes mais altas (0,35 mM) do que nos outros
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experimentos (0,14 mM) para minimizar o sinal devido a oxidacdo do MNP pela luz
(o triplete movel marcado na (Fig. 5A, primeiro espectro)). A oxidagcdo do MNP
induzida pela luz foi menor em presenca de lisozima (Fig. 5A, segundo espectro)
porque parte da luz é absorvida pela enzima. Os radicais derivados da lisozima
foram detectados apenas em presenca de complexo de cobalto/luz (Fig. 5A, quarto
espectro). No sistema enzimatico, hSOD1 foi substituida pela bSOD1 porque sua
atividade peroxidasica dependente de bicarbonato produz o radical carbonato mas
ndo produz rendimentos consideraveis de radical aduto de proteina como ocorre
com a hSOD1 (Igbal et al.,, 2014 e Karunakaran et al., 2004). Os nitroxidos
imobilizados detectados em presenca do complexo de cobalto/luz e em presenca
do sistema enzimético foram similares e caracteristicos de um radical aduto
MNP/*proteina, tais como MNP/*Trp-lisozima e/ou MNP/*Tyr-lisozima. Infelizmente,
esses adutos ndo podem ser distinguidos exclusivamente pelos parametros do
espectro de EPR (Aust et al., 1993; Augusto e Vaz, 2007). O rendimento maximo do
radical aduto MNP/*lisozima nos experimentos de fotdlise foi aproximadamente 2,5
vezes maior do que aquele do sistema enzimatico (Fig. 5), seguindo a mesma

tendéncia observada para o rendimento do radical carbonato (Fig. 4).
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Figura 5. Espectro de EPR representativo do radical aduto MNP/*lisozima produzido pelo
radical carbonato. Gerado por fotdlise (A) e enzimaticamente (B). Lisozima (0,35 mM) foi incubada
em presenca de MNP (10 mM) com sistema fotolitico (complexo de cobalto (CoC) (4 mM) e DTPA
(0,2 mM) em tampéo fosfato (20 mM), pH 7,0) por 60 s a temperatura ambiente ou com o sistema
enzimético (hSOD1 (15 pM), bicarbonato (25 mM), DTPA (0,1 mM) e H202 (1 mM) em tampé&o fosfato
(20 mM) ajustado para pH 7,4) por 20 min a 37°C. Os controles apropriados foram corridos em
paralelo; o sistema fotolitico mostra 2 controles, luz mais MNP (primeiro espectro) e lisozima mais
MNP mais luz (segundo espectro). O espectro marcado refere-se ao nitréxido movel produzido por
foto-oxidacao do MNP. As incubagdes e andlises foram realizadas como descrito nos procedimentos
experimentais. Condi¢des experimentais: Poténcia, 20 mW,; constante de tempo 327,7 ms; tempo de
varredura, 335,5 s; amplitude de modulagdo, 1 G; ganho 6,32 x 10° para todos 0s espectros exceto
no primeiro espectro para o qual o ganho foi de 6,32 x 10%.

Apbs a deteccdo de radicais derivados da lisozima (Fig. 5), avaliamos a
presenca de oligdbmeros da lisozima analisando as incubacdes por SDS-PAGE em
condi¢cles redutoras. Os primeiros experimentos foram realizados com o sistema
gue gera concentracdes mais altas de radical carbonato e, portanto, de radicais de
lisozima, ou seja, a fotélise do complexo de cobalto (Fig. 6). Apds tratamento com
esse sistema, a lisozima mostrou uma pequena reducdo da banda do monémero
(aproximadamente 14 kDa) e o aparecimento de uma banda a aproximadamente 28
kDa. A intensidade dessa banda aumentou com o tempo de irradiacao até 60 s (Fig.

6A e 6B), similarmente ao rendimento do radical carbonato (Fig. 4). Esses
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resultados sugerem que o ataque da lisozima pelo radical carbonato produz um
hipotético dimero covalente além de outros produtos. Para confirmar esses
resultados, a lisozima (60 uM) foi tratada com ambos o0s sistemas em condi¢des de
maxima geracdo de radical carbonato (Figs. 4 e 5). As incubacdes foram
examinadas por SDS-PAGE em condi¢cdes redutoras, seguidas de analises de
Western-blot revelados com anticorpo anti-SOD1, e, subsequentemente, com
anticorpo anti-lisozima. Os resultados confirmaram a producdo do dimero de
lisozima tanto no sistema fotolitico como no sistema enzimatico (Fig. 6C).
Adicionalmente, eles mostraram que o tratamento da lisozima com o sistema
enzimatico resultava na formacdo de um hetero-dimero lisozima-hSOD1. Além
disso, a adicdo de lisozima ao sistema enzimético levou a uma diminuicdo da
intensidade do dimero hSOD1-Trp3?-Trp32-hSOD1 (aproximadamente 40 kDa)
(Medinas et al., 2010) e ao aparecimento de uma nova banda correspondente a um
hetero-dimero lisozima-hSOD1 em aproximadamente 35 kDa (Fig. 6C).
Experimentos de Western-blot realizados em paralelo com o anticorpo anti-lisozima
confirmaram que a irradiacdo da lisozima por 60 s em auséncia do complexo de

cobalto ndo leva a dimerizacéo (Fig. 6D).
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Figura 6. Oligomerizacdo da lisozima promovida pelo radical carbonato gerado
enzimaticamente e fotoliticamente. (A) Andlises de SDS-PAGE da lisozima (0,14 mM) irradiada
nos tempos especificados com o complexo de cobalto (4 mM) em tampao fosfato (20 mM) contendo
DTPA (0,1 mM). Aliguotas correspondentes a 30 ug de proteina foram analisadas como descrito nos
procedimentos experimentais. O gel foi corado com azul de Comassie. (B) O rendimento do dimero
de lisozima expresso como area relativa da banda de aproximadamente 28 kDa obtida como descrito
em (A) em 3 experimentos independentes; *p < 0,05. (C) Analise de western blot da lisozima (60 uM)
incubada com o sistema fotolitico (complexo de cobalto (4 mM) e DTPA (0,1 mM) em tampao fosfato
(20 mM), pH 7,0) por 60 s a temperatura ambiente ou com o sistema enzimatico (hSOD1 (15 uM),
bicarbonato (25 mM), DTPA (0,1 mM) e H202 (1 mM) em tampé&o fosfato (20 mM) pH ajustado para
7,4) por 60 min a 37°C; controles apropriados foram corridos em paralelo. Depois da incubacéo, as
amostras (10 ug proteina) foram analisadas por SDS-PAGE e Western-blot com anticorpo anti-
hSODL1 e, subsequentemente, com anticorpo anti-lisozima. (D) Andlises de Western-blot com outro
lote de anticorpo anti-lisozima para confirmar que a lisozima irradiada por 60 s em auséncia de
complexo de cobalto ndo produz dimero de lisozima. A posi¢do do dimero de lisozima (Liso-Liso0) e
dimero da hSOD1 (hSOD1-hSOD1) e do hetero-dimero (Liso-hSOD1) estdo marcadas e
especificadas.

Os resultados acima (Figs. 4-6) mostram que a lisozima é oxidada pelo
radical carbonato gerado fotoliticamente ou enzimaticamente produzindo radicais
derivados de lisozima, os quais, reagem com eles mesmos para produzir dimeros
de lisozima e também, reagem com radicais derivados da hSOD1, se presentes,
para produzir um hetero-dimero lisozima-hSOD1. Além do dimero e do hetero-

dimero de lisozima, outros produtos foram formados como indicado pelas bandas

41



Resultados

mais fracas observadas (Fig. 6). Como consequéncia da sua oxidagao, a lisozima é
inativada (Figs. 7A e 7B) de forma dependente do rendimento de radical carbonato
formado em cada sistema (Fig. 4). O efeito de variar os niveis de oxigénio molecular
no rendimento do dimero de lisozima obtido no sistema fotolitico foi examinado.
Para isso, 0os niveis do oxigénio molecular no tampdo (250 uM de oxigénio
atmosférico, 25°C) foram diminuidos ou aumentados borbulhando argénio ou
oxigénio molecular, respectivamente, no tampéo. Os resultados mostraram que o
rendimento do dimero de lisozima aumentou sob niveis reduzidos de oxigénio e
diminuiu com altos niveis de oxigénio (Fig. 7C e 7D); as diferencas foram pequenas,
mas significativas em todas as condi¢cdes testadas. Experimentos similares néo
foram realizados com o sistema enzimatico porque a atividade peroxidasica da
hSOD1 produz oxigénio molecular (Medinas et al., 2009).

Em seguida, tentamos caracterizar os principais produtos de oxidacdo da

lisozima sob tensGes atmosféricas de oxigénio.
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Figura 7. Inativacdo da lisozima promovida pelo radical carbonato gerado fotoliticamente (A)
e enzimaticamente (B) e efeitos dos niveis de oxigénio molecular na dimerizacdo da lisozima
(C e D). Lisozima (0,14 mM) foi incubada com o sistema fotolitico (complexo de cobalto (4 mM) e
DTPA (0,1 mM) em tampéo fosfato (20 mM), pH 7,0) pelos tempos especificados a temperatura
ambiente ou com o sistema enzimatico (hSOD1 (15 uM), bicarbonato (25 mM), DTPA (0,1 mM) e
H202 (1 mM) em tampéo fosfato (20 mM) pH ajustado para 7,4) 60 min a 37°C; os controles
apropriados foram corridos em paralelo. Apds os tempos especificados, aliquotas foram removidas
e a atividade enzimatica da lisozima foi determinada como descrito nos procedimentos
experimentais. A atividade residual foi expressa como porcentagem do controle apropriado, como
especificado. Os valores apresentados correspondem a média + desvio padrdo obtidos em 3
experimentos independentes; *p < 0,05. (C) Andlises de SDS-PAGE da lisozima (0,14 mM) irradiada
pelos tempos especificados com complexo de cobalto (4 mM) em tamp&o fosfato (20 mM) contendo
DTPA (0,1 mM) sob condi¢des normais ou reduzidas de oxigénio. Aliquotas correspondentes a 10
ug de proteina foram removidas e analisadas como descrito nos procedimentos experimentais. O gel
foi corado com azul de Coomassie. (D) O rendimento do dimero de lisozima foi expresso como area

relativa da banda de aproximadamente 28 kDa como obtido em (C) em 3 experimentos
independentes; *p < 0,05.

4.1.2 Caracterizacao dos produtos de oxidacao da lisozima

Aparentemente, os radicais de lisozima captados por MNP (Fig. 5A) foram
criticos para a formacdo do dimero de lisozima a medida que MNP inibiu a
dimerizacao da lisozima captando os radicais (Fig. 8A). Para caracterizar o radical

aduto MNP/*lisozima por analises de MS, as misturas de rea¢cdo mostradas em Fig.
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8A foram aplicadas em triplicatas no gel de SDS-PAGE e as bandas
correspondentes ao monoémero de lisozima foram cortadas, agrupadas, digeridas
com tripsina e submetidas a analise por nano-ESI-Q-TOF-MS, como descrito nos
procedimentos experimentais. Apenas o espectro de MS da amostra contendo MNP
mostrou um pico com razao massa/carga (m/z) de 706,34 (Fig. 8B). Este pico
corresponde ao peptideo da lisozima ?GYSLGNWVCAAK?® com adicdo de MNP
(massa monoisotépica de 1410,64) com duas cargas, indicando que o MNP captou
o radical de lisozima centrado no Trp?8. Infelizmente, ndo foi possivel caracterizar o
aduto MNP/*Trp28-lisozima por andlises de MS/MS devido a baixa deteccéo do ion.
Todavia, os resultados mostrados na Fig. 8B indicam que o radical lisozima/Trp?®* é
o responsavel pela dimerizacdo da lisozima. Est4 conclusdo foi confirmada por
andlises de MS/MS do dimero de lisozima e do hetero-dimero de lisozima-hSOD1

como sera mostrado abaixo.
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Figura 8. Caracterizacao por ESI-Q-TOF-MS do radical aduto MNP/lisozima produzido pelo
radical carbonato gerado fotoliticamente. (A) Andlise de SDS-PAGE da lisozima (0,14 mM)
irradiada por 60 s com complexo de cobalto (4 mM) em presenca ou auséncia de MNP (10 mM) em
tampdo fosfato (20 mM), pH 7,0 contendo DTPA (0,1 mM). Apds incubacdo, aliquotas
correspondente a 30 pg de proteina foram removidas e analisadas como descrito nos procedimentos
experimentais. O gel foi corado com azul de Coomassie. (B) Espectros de ESI-Q-TOF-MS das
amostras obtidas como descrito em (A). Depois da eletroforese, cada amostra foi digerida, extraida
do gel e submetida a andlise por ESI-Q-TOF-MS como descrito nos procedimentos experimentais.

Para analisar os principais produtos de oxidacédo da lisozima, as amostras
foram separadas como descrito na Fig. 6B e submetidas a SDS-PAGE. As bandas
correspondentes ao mondomero nativo e ao mondmero oxidado pelo radical
carbonato gerado fotoliticamente ou enzimaticamente (aproximadamente 14 kDa, 3
bandas cada) e as bandas correspondentes ao dimero da lisozima
(aproximadamente 28 kDa, 8 bandas) e ao hetero-dimero lisozima-hSOD1
(aproximadamente 35 kDa, 8 bandas) foram cortadas, digeridas com tripsina e

submetidas a analise por nano-ESI-Q-TOF-MS/MS como descrito nos

procedimentos experimentais.
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Como esperado, o monémero nativo apresentou seus peptideos nao
modificados (Tabela 1). As amostras correspondentes ao mondémero nativo da
lisozima tratada com radical carbonato gerado enzimaticamente ou fotoliticamente
apresentaram uma mistura de peptideos modificados e ndo modificados. O
mondmero oxidado pelo radical carbonato produzido fotoliticamente apresentou
peptideos tripticos contendo triptofanos oxidados a hidroxi-triptofano (Trp? e Trp!?3)
e N-formilquinurenina (Trp?8, Trpb2e Trp!?%). Os resultados sdo resumidos na Tabela
1 e os espectros de MS e MS/MS dos peptideos contendo residuos de Trp oxidados
sédo apresentados no apéndice A (Figs. A1-A3). No caso da lisozima oxidada pelo
sistema enzimatico, a Unica modificacdo encontrada foi no Trp?® oxidado a N-
formilquinurenina (Tabela 1). A limitada oxidagdo da lisozima pelo sistema
enzimatico € provavelmente devida ao baixo rendimento de radical carbonato em
comparacao ao sistema fotolitico (Fig. 4) e ao fato de que a hSOD1 compete com a

lisozima pelo radical gerado.
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Tabela 1. Caracterizacdo por nano-ESI-Q-TOF-MS/MS das modificacdes oxidativas no monémero da lisozima tratada com
radical carbonato gerado enzimaticamente e fotoliticamente 2@

Massa tedrica Mondmero Monémero oxidado ~ Monomero oxidado Aminoéacidos ion score ©
Peptideos b (M+H) nativo ° (UV/CoC) (hSOD1/HCO3/H202)  modificados ¢
SCELAAAMK!3 893,421 893,421 893,421 893,421 41
22GYSLGNWVCAAKS33 1325,631 1325,631 1325,631 1325,631 48
1341,626 W28+16 (OH) 61
1357,621 1357,621 W28+32 (NFK) 31
SAFESNFNTQATNR% 1428,650 1428,650 1428,650 1428,650 71
4NTDGSTDYGILQINSR®! 1753,835 1753,835 1753,835 1753,835 101
62WWCNDGR®8 993,399 993,399 993,399 993,399 38
1025,364 W62+32 (NFK) 48
62WWCNDGRTPGSR™? 1491,654 1491,654 1491,654 31
7ANLCNIPCSACCSSDITASVNCAK?®8 2508,189 2508,189 2508,189 2508,189 69
I7KIVSGNGMNAWVAWR112 1803,896 1803,896 1803,896 1803,896 62
9BVSDGNGMNAWVAWR112 1675,801 1675,801 1675,801 1675,801 129
L5CKGTDVQAWIR125 1333,668 1333,668 1333,668 1333,668 46
17GTDVQAWIR% 1045,543 1045,543 1045,543 1045,543 45
1061,537 W123+16 (OH) 31
1077,538 W123+32 (NFK) 47

alisozima (0,14 mM) foi incubada com o sistema fotolitico (complexo de cobalto (4 mM) e DTPA (0,1 mM) em tampa&o fosfato (20 mM), pH 7,0 por 60 s a
temperatura ambiente) ou com o sistema enzimético (hSOD1 (15 puM), bicarbonato (25 mM), DTPA (0,1 mM) e H202 (1 mM) em tampé&o fosfato (20 mM),
pH 7,4 (ajustado) por 60 min a 37°C). As amostras foram submetidas a anélises de SDS-PAGE e as bandas correspondentes a lisozima mondmero
(aproximadamente 14 kDa) foram cortadas do gel, reduzidas, alquiladas, digeridas com tripsina e submetidas a LC-MS/MS como descrito nos

procedimentos experimentais.

b Todos os residuos de cisteina e metionina foram modificados a carbamidometil e metionina sulféxido, respectivamente.

¢ Lisozima néo tratada.
dNFK refere-se a N-formilquinurenina.

e fon score é -10 log (P) onde P é a probabilidade da marca observada ser um evento aleatério. Em média, ion score individual > 30 indica identidade ou
extensa homologia (p < 0,05). Os valores mostrados sao aqueles do monémero oxidado pelo sistema enzimatico; os valores referentes ao sistema fotolitico

séo diferentes (como esperado) mas similares.
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O hipotético dimero da lisozima (aproximadamente 28 kDa) (Figs. 6 e 8) foi
similarmente caracterizado por nano-ESI-Q-TOF-MS/MS. Os digestos tripticos
desse dimero apresentaram picos com m/z 883,41 e m/z 662,81, correspondendo
ao peptideo dimérico (**GYSLGNWVCAAK?3)2, com massa monoisotopica de
2647,24 Da, com 3 e 4 cargas, respectivamente (Fig. 9 inserto). O sequenciamento
do pico com m/z 662,81 € também mostrado na Fig. 9. Esse peptideo dimérico
exibiu uma ligagdo cruzada envolvendo dois residuos de triptofano, a qual foi
quebrada sob as condicbes de MS/MS para produzir fragmentos da série y e
fragmentos da série y com - 2 Da a partir do fragmento ys ao y12 da série y (Tabela
2), comportamento similar ao relatado para o dimero hSOD1-Trp32-Trp%2-hSOD1
(Medinas et al., 2010). Esses resultados caracterizam completamente o dimero de
lisozima como lisozima-Trp?8-Trp?8-lisozima. Deve ser notado que os digestos
tripticos do dimero de lisozima ndo apresentaram picos correspondentes a outros

peptideos modificados (Dados nédo apresentados).
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Figura 9. Andlise por nano-ESI-Q-TOF-MS/MS do peptideo dimérico (*?GYSLGNWVCAAK?3),
obtido da lisozima tratada com o radical carbonato gerado fotoliticamente. O sequenciamento
do pico com m/z 662,81 foi realizado por analises de MS/MS e corresponde ao peptideo
(**GYSLGNWVCAAK?33)2 com massa monoisotopica 2647,24 Da com 4 cargas. O inserto acima exibe
0 espectro de MS do peptideo com 4 cargas (lado esquerdo) e os fragmentos do peptideo com as
séries y e b (lado direito). O dimero da lisozima (Liso-Liso) foi produzido sob as mesmas condi¢des
descritas na Fig. 6A. As amostras foram separadas por SDS-PAGE e 8 bandas (aproximadamente
28 kDa) foram cortadas do gel, digeridas com tripsina e submetidas a analise por ESI-Q-TOF-MS/MS

como descrito nos procedimentos experimentais.

Tabela 2. Série y dos fragmentos obtidos por analise de MS/MS do peptideo

triptico do dimero da lisozima (2 GYSLGNWVCAAK?33)2 2

Fragmento y Sequéncia P m/z Sequéncia P m/z
Y1 K 147,10 K 147,10
Y2 AK 218,14 AK 218,14
ys AAK 289,18 AAK 289,18
Y4 CPAAK 449,21 CPAAK 449,21
Y5 VCAAK 548,28 VCAAK 548,28
Ye WVCAAK 734,36 W(-2H)VCAAK 732,36
y7 NWVCAAK 848,40 NW(-2H)VCAAK 846,40
ys GNWVCAAK 905,42 GNW(-2H)VCAAK 903,42
Yo LGNWVCAAK 1018,51 LGNW (-2H)VCAAK 1016,51
Y10 SLGNWVCAAK 1105,53 SLGNW(-2H)VCAAK 1103,53

aAs condicdes experimentais de analise sdo as mesmas condi¢des descritas na Fig. 9. As duas
series y foram obtidas durante o sequenciamento do pico m/z 662,81 por analises de MS/MS.

b Os residuos de cisteina foram modificados a carbamidometil.

Em seguida, o hipotético hetero-dimero entre lisozima e hSOD1 (banda em

aproximadamente 35 kDa) (Fig. 6C) foi similarmente caracterizado por nano-ESI-Q-
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TOF-MS/MS. Analises de MS dos peptideos tripticos do hetero-dimero usando o
programa Mascot (Matrix Science Ltd., London) e a atribuicdo manual dos peptideos
identificaram 61% os peptideos da lisozima e 64% dos peptideos da hSOD1, todos
eles ndo modificados (Tabela 3). Além disso, o peptideo hetero-dimérico foi
evidenciado pelos picos com m/z 671,33 e 503,75, correspondentes ao peptideo
22GYSLGNW(VWGSIK)VCAAK3? (peptideos da hSOD1 sdo descritos em
negrito) com uma massa monoisotdpica de 2011,02 Da, com 3 e 4 cargas,
respectivamente. O sequenciamento do peptideo de m/z 671,33 por analises de
MS/MS é mostrado na Fig. 10 e os fragmentos das séries y sdo apresentados na
Tabela 4. Observa-se que o fragmento ys da lisozima aparece como ys (m/z 734,36)
como um fragmento relacionado com -2 Da (m/z 732,36) e outro fragmento ys com
+184,04 Da (m/z 919,47) correspondente ao Trp3? da hSOD1 (186,08) - 2H (Tabela
4). Esses resultados mostram que o hetero-dimero formado possui uma ligacao
cruzada entre o Trp?8 da lisozima e o Trp®? da hSOD1 (lisozima-Trp?8-Trp3?-hSOD1)

(Fig. 10 e Tabela 4).
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Tabela 3. Caracterizagdo das modificagbes oxidativas do dimero lisozima-
hSOD1 resultante do radical carbonato gerado enzimaticamente por analise de
MS?

Peptideos tripticos P Massa Dimero Liso-hSOD1 fon
tedrica (hSOD1/HCO3/H202) score ¢
(M+H)

Peptideos

hSOD1
SAVCVLKGDGPVQGIINFEQK?4 2172,148 2172,148 66
11GDGPVQGIINFEQK?4 1501,765 1501,765 91
S8GLTEGLHGFHVHEFGDNTAG  3519,635 3519,635 65
CTSAGPHFNPLSR™
8IHVGDLGNVTADK?®2 1225,671 1225,671 58
8IHVGDLGNVTADKDGVADVSI 3720,813 3720,813 76
EDSVISLSGDHCIIGR!16

Peptideos

Liso ©
SCELAAAMKI3 893,421 893,421 50
SAFESNFNTQATNR%5 1428,650 1428,650 91
NTDGSTDYGILQINSR®! 1753,835 1753,835 130
62WWCNDGR®8 993,399 993,399 46
7ANLCNIPCSACCSSDITASVNC 2508,189 2508,189 108
AKQG
I7KIVSGNGMNAWVAWR112 1803,896 1803,896 71
9BVSDGNGMNAWVAWR112 1675,801 1675,801 138
U5CKGTDVQAWIR125 1333,668 1333,668 36
L7GTDVQAWIR25 1045,543 1045,543 35

Hetero 2GYSLGNW (IVWGSIK?3¢)V 2012,006 2012,006 65

peptideo CAAKS3
2l isozima (0,14 mM) foi incubada com hSOD1 (15 uM), bicarbonato (25 mM), DTPA (0,1 mM) e
H202 (1 mM) em tampao fosfato, pH 7,4 (ajustado) por 1 h, 37°C. As amostras foram submetidas
a SDS-PAGE e as bandas correspondentes ao dimero lisozima-hSOD1 (aproximadamente 35
kDa) foram cortadas do gel, reduzidas, alquiladas, digeridas com tripsina e submetidas a LC-
MS/MS como descrito nos procedimentos experimentais.
bLiso é usada como abreviacéo de lisozima.
¢ Todos os residuos de cisteina e metionina foram modificados a carbamidometil e metionina
sulféxido, respectivamente.
djon score é -10 log (P) onde P é a probabilidade da marca observada ser um evento aleatério. Em
média, ion score individual > 30 indica identidade ou extensa homologia (p < 0,05).
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Figura 10. Andlise do peptideo triptico dimérico 22GYSLGNW(VWGSIK*)VCAAK? obtido da
lisozima tratada com radical carbonato gerado enzimaticamente por nano-ESI-Q-TOF-MS/MS.
A sequéncia do peptideo foi obtida por analises de MS/MS do pico m/z 671,33, o qual corresponde
ao peptideo 2GYSLGNW(PIVWGSIK3)VCAAK33 (massa monoisotdpica de 2011,02 Da) com 3
cargas. O inserto exibe o espectro de MS do peptideo com 3 cargas (lado direito) e os fragmentos
da série y (lado esquerdo). O dimero lisozima-hSOD1 foi produzido nas mesmas condi¢des descritas
na Fig. 6C. As amostras foram separadas por SDS-PAGE e 8 bandas (aproximadamente 35 kDa)
foram cortadas do gel, digeridas com tripsina e submetidas a anélises por nano-ESI-Q-TOF-MS/MS
como descrito nos procedimentos experimentais.

Tabela 4. Fragmentos das series y obtidos apds analises de MS/MS do peptideo
triptico do dimero lisozima-hSOD1 (22GYSLGNW (32 VWGSIK36)VCAAKS3) ab

Fragmentos y

Frgggzeimg? y Sequéncia © m/z (hSOD1) Sequéncia m/z
y1 K 147,10 y1 K 147,10
y2 AK 218,14 Y2 IK 260,21
y3 AAK 289,18 e SIK 347,24
Ya CAAK 449,21 Ya GSIK 404,27
Ys VCAAK 548,28 Ys WGSIK 590,32
ye ¢ WVCAAK 734,36 Yo VWGSIK 688,39

W(-2H)VCAAK 732,36

WVCAAK+(W)-2 H 919,47
y7 NWVCAAK 848,39
Y8 GNWVCAAK 905,43
Yo LGNWVCAAK 1018,51
Y10 SLGNWVCAAK 1105,54

a0s residuos da hSOD1 sao mostrados em negrito.

b As condi¢Bes experimentais sdo as mesmas descritas na Fig. 10. As séries-y foram obtidas
durante as analises de MS/MS do pico de m/z 671,33.

¢ Os residuos de cisteina foram modificados a carbamidometil.

40 fragmento ys foi observado intacto, com - 2 Da e com o residuo de W da hSOD1 - 2 Da.

52



Resultados

4.1.3 Oxidagéo dalisozima por luz UV

A oxidacao das proteinas por luz UV tem sido extensivamente investigada na
literatura (Pattison et al., 2011). Nas condi¢cdes empregadas aqui para gerar o
radical carbonato por fotélise do complexo de cobalto, os radicais derivados da
lisozima (Fig. 4) e o dimero da lisozima (Fig. 6A e 6D) ndo foram observados nos
controles porque a enzima foi irradiada por 60 s. Todavia, 60 s de irradiacdo em
auséncia de complexo de cobalto levou & inativacdo da lisozima embora em menor
extensdo do que observado em presenca do complexo (Fig. 7A). Andlises de MS e
MS/MS da lisozima irradiada por 60 s confirmaram que o residuo de Trp® era
oxidado a N-formilquinurenina em rendimento aproximadamente 8 vezes menor do
gue obtido em presenca de luz e complexo de cobalto. Com tempos mais longos de
irradiacdo em auséncia de complexo de cobalto, os dimeros de lisozima tornam-se
detectaveis por analises de SDS-PAGE (Fig. 11A). Apés 10 min de irradiacéo, o
dimero produzido apenas por luz pode ser caracterizado como lisozima-Trp?8-Trp28-
lisozima por anélise de MS e MS/MS (Fig. 11B e C). Em paralelo, o mondémero da
lisozima também mostrou o Trp?® oxidado a hidroxi-triptofano e o Trp%2 e Trp'?3
oxidados a N-formilquinurenina (dados ndo mostrados). Relevantemente, esses

resultados mostraram que a ligacao cruzada Trp-Trp pode ser produzida por luz UV.
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Figura 11. Dimerizagdo da lisozima em presenca de luz UV (A) caracterizagdo do dimero por
analises de MS (B) e MS/MS (C). (A) Andlise por SDS-PAGE da dimerizagdo da lisozima em
amostras contendo lisozima (0,14 mM) e DTPA (0,1 mM) em tampao fosfato (20 mM), pH 7,0 e
irradiada pelos tempos especificados. Aliquotas correspondentes a 30 ug de proteina foram
removidas e analisadas como descrito nos procedimentos experimentais. O gel foi corado com azul
de Coomassie. (B) e (C) Analise por nano-ESI-Q-TOF-MS/MS do peptideo dimérico
(*?GYSLGNWVCAAKS?3)2 presente na amostra irradiada por 10 min. A caracterizagdo do dimero foi
realizada a partir do sequenciamento por MS/MS do pico com m/z 883,41, o qual corresponde ao
peptideo (?*GYSLGNWVCAAKS33)2 (massa monoisotépica de 2647,24 Da) com 3 cargas. O dimero
de lisozima mostrado em (A) foi isolado e 8 bandas (aproximadamente 28 kDa) que foram cortadas,
agrupadas, digeridas com tripsina e submetidas a andlise por ESI-Q-TOF-MS/MS como descrito nos
procedimentos experimentais.

Os resultados acima descritos mostraram que o radical carbonato gerado
tanto enzimaticamente como fotoliticamente promove a oxidagdo da lisozima a
radicais de lisozima como esperado de um forte oxidante de um elétron como o
radical carbonato (E°= 1,78 V, pH 7,0) (Augusto et al., 2002; Medinas et al., 2007).
Os radicais de lisozima decairam a produtos que levaram a inativacdo da enzima e
sua dimerizacdo covalente, entre outras modificacdes. Em nossas condi¢des

experimentais, todas as modificacbes de lisozima foram dependentes do
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rendimento do radical carbonato. Os principais produtos de oxidagao resultantes de
ambos os sistemas geradores de radical de carbonato foram caracterizados por
analise de nano-ESI-Q-TOF-MS/MS. A lisozima tratada com o sistema fotolitico
resultou em mondémeros oxidados a hidroxi-triptofano no Trp?® e Trp'?® e N-
formilquinurenina no Trp?8, Trp® e Trp'?3. A lisozima tratada com o sistema
enzimatico resultou em mondmeros oxidados contendo N-formilquinurenina no
Trp?8. O dimero de lisozima (aproximadamente 28 kDa) foi completamente
caracterizado como lisozima-Trp?-Trp?8-lisozima e o heterodimero de lisozima-
hSOD1 (aproximadamente 35 kDa) foi caracterizado como lisozima-Trp?8-Trp3?-
hSOD1. Ambos, o dimero e o heterodimero de lisozima apresentaram a ligacédo
ditriptofano (Fig. 12). Relevantemente, mostramos que a irradiacao da lisozima com
luz UV também leva a dimerizacdo da lisozima (lisozima-Trp?8-Trp?8-lisozima)

através de uma ligacao ditriptofano.

. ‘Ié

Outros H,0,/HCO, uUviCoC Outros
produtos A lr S Wi produtos
coy coy
Cl
Lisozima
Liso-W28-W32.hSOD1 Liso-W28.W28. jso

Figura 12. Representacdo esquematica da formacdo de dimeros de lisozima-hSOD1 e
lisozima-lisozima por agdo do radical carbonato na lisozima.
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4.2 Experimentos com beta cristalino
4.2.1 Oxidacéo e oligomerizagcédo da beta cristalino promovida pelo radical
carbonato e por luz UVC

Os resultados obtidos com a lisozima, principalmente sua oxidacdo a
ditriptofano por luz UVC, motivou-nos a estudar os efeitos do radical cabonato e da
luz UV sobre proteinas do cristalino, as quais possuem um alto conteiado de
triptofano. Escolhemos a beta cristalino bovino pela facilidade de obtencéo
comercial.

Primeiramente examinamos a formacéo de radicais de proteina por EPR
utilizando DBNBS como captador de spin. A irradiacdo do DBNBS em tampé&o Pi 20
mM, pH 7,0 contendo DTPA (0,1 mM) resultou na formacédo de um triplete movel
(marcado), devido a oxidacéo do captador pela luz UVC (Fig. 13, primeiro espectro)
(Igbal et al., 2014). Como esperado, a intensidade do triplete movel diminuiu em
presenca de beta cristalino devido a absorcao de parte da luz pela proteina (Fig. 13,
segundo espectro); de fato, a presenca de um radical aduto imobilizado de proteina
também é notada. Quando a beta cristalino foi irradiada com o sistema gerador de
radical carbonato por 60 s foi observada a presenca radica(is)l aduto(s) bastante
imobilizado(s). As caracteristicas do espectro sugerem mais de um aduto
(DBNBS/*Trp-beta cristalino e/ou DBNBS/*Tyr-beta cristalino (Fig. 13, quarto
espectro)).

Apés verificar a formacdo de radicais de proteina nés avaliamos a
oligomerizacdo da beta cristalino promovida por radical carbonato e luz UVC por

eletroforese em condic¢Oes redutoras (Fig. 14).
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Figura 13. Espectros de EPR do radical aduto DBNBS/*beta cristalino produzido por radical
carbonato e luz UVC. O radical carbonato foi gerado por fotdlise do complexo de cobalto. Beta
cristalino (40 pM) foi incubada em presenga de DBNBS (10 mM) com sistema fotolitico (complexo de
cobalto (CoC) (4 mM) e DTPA (0,1 mM) em tampé&o fosfato (20 mM), pH 7,0) por 60 s a temperatura
ambiente. Os controles: luz mais DBNBS (primeiro espectro), luz mais DBNBS mais beta cristalino
(segundo espectro) e beta cristalino mais complexo de cobalto (terceiro espectro) foram corridos em
paralelo. As incubagdes e analises foram realizadas como descrito em procedimentos experimentais.
Condicdes experimentais: Poténcia de micro-ondas de 20 mW, constante de tempo de 327,7 ms,
tempo de varredura 335,5 s, amplitude de modulagdo 1 G, ganho de 6,32 x 10% para todos os
espectros exceto para 0 primeiro espectro no qual o ganho foi de 6,32 x 104,

Deve-se notar que a beta cristalino, € um complexo protéico contendo
cadeias polipeptidicas basicas (B1, B2 e B3) e cadeias acidas (Al, A2, A3 e A4)
(Wilmarth et al., 2006). Sua irradiagdo com o sistema gerador de radical carbonato
levou a uma diminuicdo da banda principal da proteina nativa, a qual sendo um
complexo de multiplas cadeias similares, aparece como bandas dispersas na regiao
de 25 kDa do gel. Paralelamente, ocorreu a formacéo de um hipotético dimero (na
regido de 50 kDa) e, em maior extensao, de agregados que nao entram no gel de
resolucao (regido > 100 kDa) e de agregados ainda maiores que nao entram no gel
de empilhamento (Fig. 14A). Anélise de densitometria da banda a 50 kDa, mostrou
que o nivel do hipotético dimero aumenta com o tempo de irradiagéo até 60 s (Fig.
14B). Esses resultados indicam que o radical carbonato é capaz de oxidar a beta
cristalino produzindo radicais da proteina, dimeros e agregados. Diferentemente da

lisozima, a beta cristalino quando irradiada com luz UVC sem a presenca de

57



Resultados

complexo de cobalto gerou dimeros putativos em tempos curtos de irradiacdo. 1sso
€ provavelmente devido a presenca de maior conteudo de residuos aromaticos/mol
na beta cristalino (Igbal et al, 2014). O nivel do dimero putativo aumenta com o
tempo de irradiacdo até aproximadamente 2 min, decrescendo em tempos mais
longos. Apés 6 min de irradiagdo ocorre uma diminui¢do significativa das bandas
referente aos monémeros (regido de 25 kDa) e hipotéticos dimeros (regido de 50
kDa) e um correspondente aumento da banda correspondente aos agregados da

regido > 100 kDa (Fig. 14C e D).
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Figura 14. Oligomerizagado da beta cristalino promovida pelo radical carbonato e por luz UVC.
(A) Analise de SDS-PAGE da beta cristalino (40 uM) irradiada em tempos especificos em presenca
(A) ou ndo (C) de complexo de cobalto (4 mM) em tampéo fosfato (20 mM), pH 7,0 contendo DTPA
(0,1 mM). Aliquotas correspondentes a 30 pg de proteina foram analisadas como descrito nos
procedimentos experimentais. O gel foi corado com azul de Comassie. (B) O rendimento do dimero
de beta cristalino em presenca de radical carbonato (C) ou luz UVC (D) foi expresso como area
relativa da banda de aproximadamente 50 kDa obtida como descrito em (A) ou (B) em 3
experimentos independentes; *p < 0,05.
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4.2.2 Caracterizagao dos produtos de oxidagao da beta cristalino

A analise dos principais produtos da oxidacdo da beta cristalino promovida
por radical carbonato e UVC foi realizada por espectrometria de massas. As
amostras foram separadas por SDS-PAGE conforme descrito na Fig. 14 e as
bandas correspondentes ao monémero nativo e monémero oxidado (regido de 25
kDa, 3 bandas), o hipotético dimero (aproximadamente 50 kDa, 8 bandas) e os
agregados (regidao > 100 kDa, 8 bandas) foram cortadas do gel, digeridas e em
seguida analisadas por nano-ESI-Q-TOF-MS/MS.

Como esperado, a comparacao dos dados experimentais obtidos da digestao
triptica do monémero nativo e oxidado (25 kDa), dimero (50 kDa) e agregados (>
100 kDa) com os dados tedricos presentes em um banco de dados (SwissProt
Database) identificou a presenca da beta cristalino cadeias: B2, B3, A2, A3 e A4
com 80-92% dos peptideos identificados. Os digestos do monémero nativo
apresentou seus peptideos nao modificados e a digestdo do monémero oxidado por
radical carbonato e luz UVC apresentou uma mistura de peptideos oxidados e nédo
oxidados. O mondémero oxidado por radical carbonato apresentou peptideos
tripticos contendo residuos de Trp oxidados a hidroxi-triptofano (Trp®® da cadeia B2
e Trp% da cadeia B3) e oxidados a N-formilquinurenina (Trp%°, Trp8 e Trp'®! da
cadeia B2 e Trp!% da cadeia A2) e um residuo de Tyr (Tyr'%4, cadeia B2) oxidado a
DOPA. (Tabela 5 e Apéndice B Figs. B1-4). Para as amostras irradiadas com luz
UVC, o mondmero oxidado apresentou peptideos contendo Trp oxidados a N-
formilquinurenina (Trp®? e Trp!%! da cadeia B2, Trp'®® da cadeia A3) e a hidroxi-
triptofano (Trp'®® da cadeia B3) e um residuo de Tyr oxidado a DOPA (Tyr'6! da

cadeia B3) (Tabela 5).
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Tabela 5. Caracterizacdo por ESI-Q-TOF-MS/MS das modificacbes oxidativas promovida pelo radical carbonato e luz UVC no

mondmero da beta cristalino 2

Cadeia Peptideos ®

Massa tedrica

Monomero oxidado

Mondmero oxidado

Aminoacidos fon score ¢

(M+H) (UV/CoC) (UV) modificados ¢
B2 (CRYBB2)
SAGSVLVQAGPWVGYEQANCK 3073,510 3073,510 - W59+32 (NFK) 76
GEQFVFEKT®
SAGSVLVQAGPWVGYEQANCK 3114,504 3114,504 - W5 +16 (OH) 127
GEQFVFEKT®
""GEYPRWDSWTSSR®® 1658,730 1658,730 1658,730 W82+32 (NFK) 54
16/QSGTWVGYQYPGYRGLQY 2737,300 2737,300 2737,300 W151+32 (NFK) 26
LLEK?68
161GLQYLLEKGDYKDSGDFGAP 3111,538 3111,538 - Y164+16 (OH) 203
QPQVQSVR88
B3 (CRYBB3)
56VGSIQVESGPWLAFER™ 1790,907 1790,907 - W66+16 (OH) 1645
1B3AINGTWVGYEFPGYR167 1761,318 - 1761,318 W158+16 (OH) e 82
Y161+16 (OH)
A3 (CRYBAD3)
EWGSHATQSQIQSIR?1! 1759,846 1759,846 1759,846 W19%+32 (NFK) 260
A2 (CRYBA2)
BWSAWSGSAGHHSDQLLSFRP 3363,582 - 3363,568 (W78-We1)-2H 30

VLCANHSDSR?

aBeta cristalino (40 uM) foi incubada ou ndo com o sistema fotolitico (complexo de cobalto (4 mM) e DTPA (0,1 mM) em tampao fosfato (20 mM), pH 7,0) e
irradiada por 60 s com luz UVC de comprimento de onda de 254 nm. As amostras foram submetidas a analises de SDS-PAGE e as bandas correspondentes
a beta cristalino monémero (aproximadamente 25 kDa) foram cortadas do gel, reduzidas, alquiladas, digeridas com tripsina, e submetidas a LC-MS/MS

como descrito em procedimentos experimentais.

b Os residuos de cisteina foram modificados a carbamidometil, exceto para o peptideo com massa monoisotédpica de 3073,510 no qual a cisteina estava

reduzida.
¢NFK refere-se a N-formilquinurenina.

d fon score é -10 log (P) onde P é a probabilidade da marca observada ser um evento aleatério. Em média, ion score individual > 26 indica identidade ou
extensa homologia (p < 0,05). Os valores mostrados séo aqueles do monémero oxidado por radical carbonato; os valores referente a oxidagdo por luz UV

sao diferentes (como esperado) mas similares.

Resultados

60



Resultados

Além da oxidacdo de Trp a hidroxi-triptofano e N-formilquinurenina, foi
possivel detectar uma ligagédo cruzada intra-cadeia entre dois residuos de Trp para
as amostras irradiadas com luz UVC. Dentre os peptideos identificados no
mondmero oxidado por luz UVC um peptideo triptico apresentou uma massa
monoisotopica de 3362,582 (m/z 841,641) com quatro cargas. Essa massa
monoisotopica corresponde a massa do peptideo que se estende do residuo 78-
107 (cadeia A2) - 2 Da. A completa caracteriza¢do deste dimero foi realizada por
analises de nano-ESI-Q-TOF-MS/MS (Fig. 15). O sequenciamento do peptideo 78-
107 apresentou a maioria dos fragmentos da série b e y. A fragmentacdo deste
peptideo mostrou uma diferenca de - 1 Da a partir do fragmento b2 (que contém o
residuo de Trp’®). O fragmento bs (que contém o residuo de Trp8l) também
apresentou uma diferenca de - 1 Da e a partir deste residuo e no total uma diferenca
de - 2 Da se estendeu até o residuo bso. Este comportamento também foi observado
para os fragmentos y27 e yso indicando que Trp’8 e Trp®! podem formar uma ligacdo

covalente intra-cadeia com perda de dois H (Fig. 15).
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Figura 15. Anédlise por nano-ESI-Q-TOF-MS/MS do peptideo triptico
("®*WSAWSGSAGHHSDQLLSFRPVLCANHSDSRYY) - 2H presente na cadeia A2 do monémero
oxidado por luz UVC. Sequenciamento por andlises de MS/MS do pico com m/z 841,641 o qual
corresponde ao peptideo ("*WSAWSGSAGHHSDQLLSFRPVLCANHSDSRY7) - 2H (massa
monoisotopica de 3362,582 Da) com quatro cargas € mostrado. O inserto acima representa o
espectro de MS do pico com quatro cargas e os fragmentos da série y e b. As amostras foram
aplicadas em triplicata e as bandas (em aproximadamente 25 kDa) foram cortadas do gel, digeridas
com tripsina e sujeitas a analises de nano-ESI-Q-TOF-MS/MS como descrito em procedimentos

experimentais.

O provavel dimero de beta cristalino formado por radical carbonato e luz UVC
(regido de 50 kDa) foi também caracterizado por nano-ESI-Q-TOF-MS/MS (Figs. 16
e 17). A andlise comparativa dos peptideos tripticos obtidos apds a digestdo do
dimero formado por luz UVC (Fig. 16B) e do dimero e tetramero formados por radical
carbonato (Fig. 16C e D, respectivamente) mostrou a presenca de picos com m/z
1173,550 com trés cargas que corresponde ao peptideo dimérico

(M*VQSGTWVGYQYPGYR'9); - 2 Da com massa monoisotdpica de 3517,655.
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Figura 16. Analises de nano-ESI-Q-TOF-MS do peptideo triptico dimérico
(MVQSGTWVGYQYPGYR®9), formado por radical carbonato e luz UVC. Espectros de MS do
peptideo triptico correspondente ao residuo 146-160 (presente na cadeia B2) com m/z 1173,55 com
trés cargas apoés digestdo. (A) banda referente ao monémero nativo (25 kDa), (B) banda referente
ao dimero (50 kDa) formado por luz UVC, (C) banda do dimero (50 kDa) e (D) dos agregados (>100
kDa) formados por radical carbonato. As amostras foram separadas por SDS-PAGE e 8 bandas
foram cortadas do gel, digeridas com tripsina e submetidas a analise por ESI-Q-TOF-MS como
descrito nos procedimentos experimentais.

O sequenciamento do pico com m/z 1173,55 foi realizado por analises de
MS/MS e o espectro apresentado corresponde a fragmentacdo do dimero de beta
cristalino formado por radical carbonato (regido de 50 kDa) (Fig. 17). Estas andlises
confirmaram a presenca de uma ligacdo cruzada Trp>-Trp®®!, o qual foi quebrada
sob as condi¢des de massa, produzindo fragmentos da série y e série b com massa
intacta e fragmentos com perda de - 2 Da a partir do yio e bs (Tabela 6),
comportamento similar ao observado para o dimero Lisozima-Trp?8-Trp?-Lisozima

(Paviani et al., 2015).
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Figura 17. Analise por nano-ESI-Q-TOF-MS/MS do peptideo dimérico
(MVQSGTWVGYQYPGYR??), obtido da cadeia B2 da beta cristalino tratada com o radical
carbonato. O sequenciamento do pico com m/z 1173,55 foi realizado por analises de MS/MS, o qual
corresponde ao peptideo (***VQSGTWVGYQYPGYR%); com massa monoisotopica 3517,655 Da
com 3 cargas. O inserto acima exibe os fragmentos do peptideo com as séries y e b. O dimero de
beta cristalino foi produzido sob as mesmas condi¢des descritas na Fig. 14A. As amostras foram
separadas por SDS-PAGE e 8 bandas (aproximadamente 50 kDa) foram cortadas do gel, digeridas
com tripsina e sujeitas a analises por ESI-Q-TOF-MS/MS, como descrito nos procedimentos

experimentais.
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Tabela 6. Fragmentos das series y obtidos apds analises de MS/MS do peptideo
triptico dimérico da beta cristalino (**VQSGTWVGYQYPGYR!®?), a

Fragmento
yP Sequéncia m/z Sequéncia m/z

y1 R 175,11 R 175,11
y2 YR 338,18 YR 338,18
Y3 GYR 395,20 GYR 395,20
ya PGYR 492,25 PGYR 492,25
s YPGYR 655,31 YPGYR 655,31
Y6 QYPGYR 783,40 QYPGYR 783,40
y7 YQYPGYR 946,44 YQYPGYR 946,44
Vs GYQYPGYR 1003,46  GYQYPGYR 1003,46
Yo VGYQYPGYR 1102,53 VGYQYPGYR 1102,53
Y10 WVGYQYPGYR 1288,61  W(-2H)VGYQYPGYR 1286,61
y11 TWVGYQYPGYR 1389,65 TW(-2H)VGYQYPGYR 1387,65
Y12 GTWVGYQYPGYR 1446,68 GTW(-2H)VGYQYPGYR 1444,68
Y13 SGTWVGYQYPGYR 1533,71  SGTW(-2H)VGYQYPGYR 1531,71
Y14 QSGTWVGYQYPGYR 1661,77 QSGTW(-2H)VGYQYPGYR 1659,77
Y15 VQSGTWVGYQYPGYR 1760,83 VQSGTW(-2H)VGYQYPGYR 1758,83

880,92¢ 879,93
a As condicdes experimentais de analise sdo as mesmas condi¢des descritas na Fig. 17.
b As duas series y foram obtidas durante o sequenciamento do pico m/z 1173,55 por anélises de
MS/MS.
¢ Os residuos correspondente ao peptideo intacto e peptideo - 2 Da sdo apresentados no
espectro com uma carga (m/z 1760,83/1758,83) e com duas cargas (m/z 880,92/879,93).

4.2.3 Analise das modificagcfes oxidativas da beta cristalino promovida por

luz UVA e UVB

Apos confirmar a producdo de um dimero Trp-Trp na proteina beta cristalino
em presenca de luz UVC e radical carbonato nds avaliamos a possibilidade desta
ligacdo covalente ser formada com luz UVA e UVB. Para isso as amostras foram
irradiadas em um simulador solar equipado com luz UVA e UVB. Primeiramente
foram avaliadas a dimerizagédo e oligomerizacdo da beta cristalino por analise de
SDS-PAGE. Uma banda difusa na regido de 50 kDa foi observada quando as
amostras foram submetidas a irradiacdo com luz UVA/UVB (Fig. 18A). Uma sutil
diminuicdo da banda do mon6émero foi observada com o aumento do tempo de
irradiacéo, entretanto a presenca de bandas de maior peso molecular ndo foi

observada. Analise de densitometria da banda em 50 kDa mostra que sua
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intensidade aumentou com o tempo de irradiacdo. Todavia, em comparagao ao

controle, o aumento so foi significativo apds 1 hora de irradiacdo (Fig. 18B).
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Figura 18. Dimerizagdo da beta cristalino promovida por luz UVA/UVB. (A) Anéalises de SDS-
PAGE da beta cristalino (40 uM) irradiada em tempos especificos em tampao fosfato (20 mM), pH
7,0 contendo DTPA (0,1 mM). Aliguotas correspondentes a 30 ug de proteina foram analisadas como
descrito em procedimentos experimentais. O gel foi corado com azul de Comassie. (B) O rendimento
do dimero de beta cristalino foi expresso como &rea relativa da banda de aproximadamente 50 kDa
obtida como descrito em (A) em 3 experimentos independentes; *p < 0,05.

Andlises de MS e MS/MS dos peptideos obtidos apds a digestao triptica das
proteinas presentes na banda do monémero nativo e oxidado identificaram a
presenca de beta cristalino cadeias: B2, B3, A2 e A3 com 70-89% dos peptideos
identificados. Dentre os peptideos tripticos identificados na banda referente ao
mondmero oxidado por luz UVA/UVB foi observado a presenca de peptideos com
residuos de Trp oxidados a N-formilquinurenina (Trp®?, cadeia B2 e Trp'®, cadeia
A3) (dados nao apresentados).

A completa caracterizacéo do dimero obtido foi realizada por espectrometria
de massas apos a digestdo das proteinas presentes na regido de 50 kDa. Um
peptideo triptico de m/z 1135,540 com trés cargas, correspondente ao peptideo
dimérico (***VSSGAWVAYQYPGYR?), - 2 Da, com massa monoisotopica de
3403,598 foi identificado por analises de MS (Fig. 19A). O sequenciamento do pico

com m/z 1135,540 confirma a presenca de uma ligacdo covalente Trp!®0-Trp!>®
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(cadeia A2). De fato, foram observados fragmentos da série y e série b com

diferencas de menos 2 Da a partir de bs e yi0 (Fig. 19B, Tabela 7).
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Figura 19. Analise por nano-ESI-Q-TOF-MS/MS do peptideo dimérico
(**SVSSGAWVAYQYPGYR?°), obtido da cadeia A2 da beta cristalino irradiada com simulador
solar. (A) Espectros de MS do peptideo triptico correspondente ao residuo 145-159 (presente na
cadeia A2) com m/z 1135,54 com trés cargas apos digestdo. (B) Sequenciamento do pico com m/z
1135,540 foi realizado por andlises de MS/MS, o qual corresponde ao peptideo
(M**VSSGAWVAYQYPGYR°), com massa monoisotépica 3403,598 Da com 3 cargas. O inserto
acima exibe os fragmentos do peptideo com as séries y e b. O dimero de beta cristalino foi produzido
sob as mesmas condi¢Bes descritas na Fig. 18. As amostras foram separadas por SDS-PAGE e 8
bandas (aproximadamente 50 kDa) foram cortadas do gel, digeridas com tripsina e sujeitas a anélises
por nano-ESI-Q-TOF-MS/MS, como descrito nos procedimentos experimentais.
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Tabela 7. Fragmentos das series y obtidos apés analises de MS/MS do peptideo
triptico do dimero da cadeia A2 da beta cristalino
(145VSSGAWVAYQYPGYR159),2

Fragmento
yP° Seguéncia m/z Sequéncia m/z

Y1 R 175,11 R 175,11
y2 YR 338,18 YR 338,18
Y3 GYR 395,20 GYR 395,20
Y4 PGYR 492,25 PGYR 492,25
Y5 YPGYR 655,31 YPGYR 655,31
Ve QYPGYR 783,40 QYPGYR 783,40
y7 YQYPGYR 946,44 YQYPGYR 946,44
Y8 AYQYPGYR 1017,47 AYQYPGYR 1017,47
Yo VAYQYPGYR 1116,54 VAGYQYPGYR 1116,54
Y10 WVAYQYPGYR 1302,62 W(-2H)VAYQYPGYR 1300,62
Y11 AWVAYQYPGYR 1373,66 AW(-2H)VAYQYPGYR 1371,66
yi2 GAWVAYQYPGYR 1430,68  GAW(-2H)VAYQYPGYR 1428,68
Y13 SGAWVAYQYPGYR 1517,71 SGAW(-2H)VAYQYPGYR 1515,71
yi4 SSGAWVAYQYPGYR  1604,74  SSGAW(-2H)VAYQYPGYR  1602,74
Y15 VSSGAWVAYQYPGYR 1703,81 VSSGAW(-2H)VAYQYPGYR 1701,81

852,41¢ 851,40
a As condicdes experimentais de andlise sdo as mesmas condi¢des descritas na Fig. 19.
b As duas series y foram obtidas durante o sequenciamento do pico m/z 1135,54 por analises de
MS/MS.
¢ Os residuos correspondente ao peptideo intacto e peptideo - 2 Da sdo apresentados no
espectro com uma carga (m/z 1703,81/1701,81) e com duas cargas (m/z 852,41/851,40).

Em resumo, esses estudos realizados in vitro com a beta cristalino bovina
confirmaram que ligacdes cruzadas ditriptofano sé&o produtos de oxidacédo de
proteinas promovidas tanto por luz UV (UVC e simulador solar) como pelo radical
carbonato. Evidentemente, a extensdo das modificag6es de proteinas por luz UV
dependera da intensidade da luz e da absorcéo de luz na regido de 280 nm por cada
proteina. A absortividade molar da beta cristalino (5,3 x 10* M1 cm1, média das seis
cadeias polipeptidicas) e da lisozima (3,8 x 10* M! cm) explicam a maior
susceptibilidade da primeira a luz UV. De fato, a irradiacdo da beta cristalino com
luz UVC de 254 nm sem a presenca de complexo de cobalto também levou a
formacdo de um dimero em tempos curtos de irradiagdo, em contraste com a

lisozima. A intensidade do dimero da beta cristalino diminuiu a tempos maiores do
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0s

gue 6 min de irradiagdo enquanto aumentou a presenca de oligdbmeros de alta

massa molecular (Figs. 14 e 18). O dimero de beta cristalino formado em presenca

de radical carbonato foi caracterizado como BB2-Trp!51-Trp!®1-BB2 e foi identificado

tanto nas bandas correspondentes ao dimero (50 kDa) como nas bandas

correspondentes aos oligbmeros de alta massa molecular (> 100 kDa). Além da

presenca do dimero inter-cadeias (envolvendo duas cadeias polipeptidicas

distintas) também observamos que luz UVC promove a formacéo de dimeros de Trp

intra-cadeia entre dois residuos de Trp proximos (BA2-Trp’8-Trp8l). Para as

amostras irradiadas com simulador o dimero ditriptofano foi identificado na cadeia

A2 como (BA2-Trp®0-Trpso- BA2).

Beta-cristalino

Trp195

7
;

[
§<
30
3

c

5 =
w, (@) 1
. ° 3
Y A

OX

g\

3

:

BB2-Trp'5'-Trp'51-BB2
+

Outros
produtos

f\\
Trp5 Trp85
R @

’.f:frp151

"\

N-Terminal

Simulador solar
(UVA e UVB)

BA2-Trp'%0-Trp?50-BA2
+

Outros
produtos

Figura 20. Representacéo esquemética dos dimeros covalentes da beta cristalino (cadeia B2
e cadeia A2) produzidos por radical carbonato e luz UVA e UVB. Devido a inexisténcia da
estrutura tridimensional da cadeia A2 utilizamos a cadeia B2 como modelo.
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4.3 Experimentos com cristalino humano
4.3.1 Avaliacdo das proteinas presentes no cristalino de pacientes com

catarata por eletroforese 1D e 2D

Os resultados descritos acima motivaram-nos a verificar se a ligacéo
ditriptofano pode ocorrer in vivo. Para isso, decidimos analisar os produtos de
oxidacado de residuos de triptofano em lentes de pacientes com catarata. Os
resultados aqui descritos foram obtidos com poucas variacdes de quatro diferentes
cristalinos e os resultados mostrados sao representativos. Primeiramente, nés
avaliamos o perfil das proteinas presentes no cristalino com catarata por
eletroforese 1D sob condi¢des redutoras. O homogenato contendo as proteinas foi
separado em fracdo soluvel e fracao insolUvel conforme descrito nos procedimentos
experimentais e as fracdes examinadas por SDS-PAGE (15%). O extrato bruto (EB),
a fracdo solavel (S-1) obtida ap6s a primeira centrifugacao, fracdo sollvel (S-2)
obtida apos a segunda centrifugacdo e a fracdo contendo as proteinas insollveis
(P) apresentaram bandas extremamente difusas. Mesmo assim, sdo notorias varias
bandas ao redor de 15-25 kDa e uma banda difusa ao redor de 40 kDa. As fracdes
referentes ao extrato bruto (EB) e precipitado (P) apresentaram também agregados

covalentes de alto peso molecular que ndo entraram no gel (Fig. 21).

70



Resultados

kDa gl
100- MTT W
55- “
40-
25 |
- L
EB S-1S2 P

Figura 21. Avaliacdo da oligomerizacédo das proteinas presentes no cristalino de pacientes
com catarata por SDS-PAGE. As proteinas presentes no cristalino com catarata foram
homogeneizadas em tampéo (Tris-HCI 20 mM, DTPA 0,1 mM, metionina 1 mM, triptofano 1 mM e
coquetel com inibidores de protease, pH 7,4) e as fragGes correspondentes ao extrato bruto (EB),
fracdo solavel 1 (S-1), fragcéo solavel 2 (S-2) e precipitado contendo proteinas insoliveis (P) foram
separadas em gel de SDS-PAGE 15%. Aliquotas correspondentes a 50 ug de proteina foram
analisadas como descrito nos procedimentos experimentais. O gel foi corado com azul de Comassie.

As fracdes S-1 e S-2 agrupadas (proteinas soluveis) e a fracéo P (proteinas
insoluveis) foram também examinadas por eletroforese bidimensional utilizando
uma fita com gradiente de pH de 3-10. As proteinas sollveis presentes na fracdo S-
1 e S-2 e as insoluveis presentes na fracdo P foram reduzidas, alquiladas e ap6s
didlise, a quantidade de proteinas foi estimada pelo método de Bradford. Cerca de
1 mg de proteina de cada fracédo foi aplicada por fita para separacdo das proteinas
segundo seus pontos isoelétricos. Apds a separacdo por ponto isoelétrico, as
proteinas foram separadas de acordo com seu peso molecular utilizando gel redutor

(SDS-PAGE 15%).
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Figura 22. Analise das proteinas presentes em fragdes do cristalino de pacientes com catarata
por eletroforese bidimensional. As proteinas foram extraidas conforme descrito na Fig. 21. (A)
Fracéo contendo proteinas sollveis (S-1 e S-2) e (B) Fragdo contendo proteinas insoltveis (P). Cerca
de 1 mg foi aplicado por fita. Para a segunda dimenséao, as proteinas foram separadas por SDS-
PAGE (15%). Os géis foram corados com azul de Comassie.

O gel 2D das proteinas presentes na fragdo sollvel (Fig. 22A) apresentou um
numero de bandas na faixa de peso molecular de 15-25 kDa consideravelmente
maior do que aquele da fracao insolavel (Fig. 22B). Esta, mostrou em paralelo, um
aumento de bandas difusas e de agregados de alto peso molecular que
praticamente ndo entraram no gel (Fig. 22B). Nas duas fra¢des foi observada uma
banda relativamente fraca e dispersa na regido de 50 kDa. As proteinas presentes
nas diferentes bandas do gel 1 D e gel 2 D foram digeridas com tripsina e analisadas

por espectrometria de massas para sua identificacao.

4.3.2 Anélise das proteinas presentes nas fracdes do cristalino com catarata
apoés separacdo por eletroforese bidimensional
As bandas das fra¢des soluvel e insoltvel correspondentes a da regido de
15-25 kDa foram cortadas dos géis 2D (Fig. 22), digeridas com tripsina e 0s

peptideos tripticos analisados por nano-LC acoplado a espectrometria de massas.
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As proteinas foram identificadas por comparacao dos dados experimentais com 0s
dados tedricos presentes em um banco de dados (SwissProt Database).

A maioria das bandas presentes no gel foram identificadas com cobertura de
50% ou mais das sequéncias (Tabela 8). Na fracé@o solUvel, as principais proteinas
identificadas foram: beta cristalino (cadeia B1, B2, A3 e A4), alfa cristalino (cadeia
A e B) e gama cristalino (cadeia S, C e D). Um grande numero de residuos de
metionina foi oxidado a metionina sulféxido. A deamidacgéao de residuos de glutamina
e asparagina também foi observada para a maioria das cadeias peptidicas
identificadas. A cadeia B1 foi também identificada em pl mais &cido (pl = 6,6),
indicando extensiva deaminacgéo (Fig. 22A e B) (Hains e Truscott, 2007; Lampi et
al., 2014). Na frag&o insoluvel ndo foi possivel identificar a presenca de alfa cristalino

(cadeias A e B) e gama cristalino (cadeia S) nas bandas da regido de 15-25 kDa.
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Tabela 8. Identificacdo das proteinas presentes nas fracdes solUveis agrupadas (S) apos separacao por eletroforese bidimensional?

Banda Proteina Score da % de cobertura Peptideos marcados/Peptideos PM/pl ¢ Aminoacidos modificados ¢
identificada proteina da sequéncia com ions score significativo P
1 pB1 1783 72 105/75 28/8,6 M113.126,.137 @ N 58.68,82,158
2 pB1 1151 67 81/46 28/8,6 M113.137.226 @ N\ 58,68
3 pB1 1253 63 64/45 28/8,6 M113.137  \58,82,158 @ (968,197
4 pB1 1600 63 49/39 28/8,6 M113.137  N82.158 @ (968
5 pB1 1552 67 91/66 28/8,6 M113.137.226 ' \82,125
6 BBl 1159 57 77/62 28/8,6 M113,137,144,226' N58,82,125,158 e Q70,197
7 pB2 994 58 76/58 21/6,6 M122 N116 @ Q813,185
8 BBl 524 63 57/39 28/8,6 M113,137,226' N58'82, Q70,197,225 e 877
9 BA3 1681 54 58/48 25/5,8 M46,111,126 ' N103,208,62 @ (942
10 BA3 1359 57 70/65 25/5,8 M46,62,126, N40,103,133 @ Q42,164,205,208
11 YS 912 56 80/45 21/6,4 M7 e Q93171
12 BA3 819 56 62/49 25/5,8 46,126 62,103 g (338,206
13 BA3 314 41 33/21 25/5,8 M46.126 @ Q42
14 BA4 359 44 39/30 22/5,8 M14, N83.101 @ (923,189
15 S 767 55 46/38 21/6,4 N77 e Q17.93.149.171
16 oB 354 56 40/25 20/6,7 M1.68
17 oB 450 56 46/36 20/6,7 M1.68
18 oB 240 40 44/36 20/6,7 M168 g Q151
19 oA 1841 58 85/69 20/5,7 M1, N9 e Q8147
20 BA4 1440 63 83/69 22/5,8 M4, N83.1l4 @ Q23,189
21 BA4 1110 57 45/42 22/5,8 M14, N83,101,114 @ Q189
22 oA 586 61 43/35 20/5,7 Ml e Q%
23 oA 777 45 76/65 20/5,7 M1, N01 @ Q6:145

a As proteinas presentes nas fracBes sollveis agrupadas foram separadas por gel eletroforese bidimensional e as bandas na regido de 15-25 kDa foram
cortadas, digeridas com tripsina e analisadas por nano-ESI-Q-TOF-MS/MS.
b Peptideos identificados em cada cadeia polipeptidica/peptideos identificados com valor de P significativo (p < 0,05) o que indica extensa homologia.

¢PM, peso molecular; pl, ponto isoelétrico.

d Residuos de metionina foram oxidados a metionina sulféxido e glutamina e asparagina foram deamidados e serina foi fosforilada.
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Tabela 9. Identificacdo das proteinas presentes na fracao insolavel (P) apds separacao por eletroforese bidimensional 2

Banda Proteina Score da % de cobertura Peptideos marcados/Peptideos PM/pl ¢ Aminoécidos modificados ¢
identificada proteina da sequéncia com ions score significativo P
1 BBl 1610 57 114/75 28/8'6 M113,137,226 e N58,82,158 e Q70,197,205
2 BBl 1149 67 104/60 28/8'6 M113,137 e N58,68,82,123,158 e Q197,205,236
3 BBl 1772 68 116/80 28/8'6 M113,137,144, N58,82,125,158 e Q70,106,125,197,236
4 BA3 309 50 18/15 25/5,8 N103 g Q38,206
5 pB1 975 68 107/55 28/8,6 M113,187,226 4 \82,125
6 BA3 110 67 79/50 25/5,8 M46,N103.133 @ (338,172,203
7 BA‘?’ 967 55 49/39 25/5'8 M46'N54,103,133,203 e Q172,180
8 BA?’ 903 55 49/35 25/5'8 M46' N40,54,103,133 e Q42,164,203
9 BA3 724 52 47/30 25/5,8 M46.126 N134 @ Q42,164,180
10 BA3 637 55 41/30 25/5,8 M26,126’ N40,54,62,133,140 o Q38,164,203,208
11 BA4 309 50 12/11 22/5,8 M14,N101.114 @ Q111
12 BA3 207 56 25/18 22/5,8 M14 e N101
13 yC 417 48 25/20 21/7,0 M80 e Q84
14 vD 297 50 28/20 21/7,2 M147 e Q161

a As proteinas presentes na fragao insollvel foram separadas por gel eletroforese bidimensional e as bandas da regido de 15-25 kDa foram cortadas, digeridas
com tripsina e analisadas por nano-ESI-Q-TOF-MS/MS.

b Peptideos identificados em cada cadeia polipeptidica/peptideos identificados com valor de P significativo (p < 0,05) o que indica extensa homologia.

¢ PM: peso molecular , pl: ponto isoelétrico.

d Residuos de metionina foram oxidados a metionina sulféxido e glutamina e asparagina foram deamidados.
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4.3.3 Caracterizagcdo dos produtos de oxidacdo de residuos de Trp nas
fracdes do cristalino com catarata

Para as analises das modificagfes oxidativas de residuos de Trp as proteinas
extraidas dos tecidos com catarata foram analisadas por SDS-PAGE 1D. As bandas
com peso molecular na regido do monémero (entre 15-25 kDa, 3 bandas) e dimeros
(a aproximadamente 50 kDa, 8 bandas) foram digeridas com tripsina e analisadas
por nano-ESI-Q-TOF-MS/MS.

A andlise das proteinas presentes nas fracfes sollvel e insollvel das bandas
centradas na regido de 15-25 kDa revelou um perfil protedmico semelhante ao do
gel 2 D. As principais cadeias polipeptidicas identificadas foram: cadeias B1, B2, A3
e A4 da beta cristalino, cadeia A da alfa cristalino e cadeias C e S da gama cristalino.
Cerca de 80-90% dos peptideos dessas cadeias foram identificados e
sequenciados. Os peptideos tripticos apresentaram uma mistura de peptideos
modificados e ndo modificados. Além da oxidacdo de residuos de metionina foi
também observado um alto contetudo de residuos de triptofano oxidados. Na fracao
soltvel, os peptideos tripticos apresentaram residuos de Trp oxidados a N-
formilquinurenina (Trp!®, Trp'?’ da cadeia B1, Trp!®® da cadeia A3 e Trp!® da
cadeia gama S). Na fracao contendo proteinas insollveis, a quantidade de residuos
e Trp oxidados foi ainda maior. Observaram-se residuos de Trp oxidados a
quinurenina (Trp'?’, Trp'® e Trp?3’ da cadeia B1) e residuos de Trp oxidados a N-
formilquinurenina (Trp®t, Trp'??, Trp'™ Trp'% e Trp?%” da cadeia B1, Trp®°, Trp'%8 e
Trp'®® da cadeia A3, Trp® da cadeia A4 e Trp!3® e Trp'% da cadeia gama S)

(Apéndice C Figs. C1-7 e Tabela 10).
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Tabela 10. Caracteriza¢do das modificagBes oxidativas de residuos de Trp presentes nas proteinas das fracdes soluvel e insoltvel
na regido de 15-25 kDa do cristalino com catarata por ESI-Q-TOF-MS/MS 2

Cadeia Peptideos © Massa tedrica Monémero Monbmero Aminoacidos lon score ¢
(M+H) solavel (S1-S2) insoltvel (P) modificados ¢

B1 (CRYBBL1)
9BSIIVSAGPWVAFEQSNFR110 2040,020 2040,020 - W101+32 (NFK) 35
RANWNTWSSSYR132 1190,531 - 1190,531 W127+4 (Kyn) 597
RANWNTWSSSYR132 1218,526 1218,526 1218,526 W127+32 (NFK) 127
BIGNTIEIQGDDAPSLWVYGFS 2472,138 - 2472,138 W175+32 (NFK) 5248
DR182
188YSSGTWVGYQYPGYR?2%? 1723,816 - 1723,816 W19+4 (Kyn) 4160
188YSSGTWVGYQYPGYR?2%? 1751,810 - 1751,810 W193+32 (NFK) 4111
238QWHLEGSFPVLATEPPK?52 1939,996 - 1939,996 W237+4 (Kyn) 77
28QWHLEGSFPVLATEPPK?52 1968,003 - 1968,003 W237+32 (NFK) 522

A3 (CRYBAD3)
9BWDAWSGSNAYHIER0® 1723,762 - 1723,762 W9+32 (NFK) 4109
163]QSGAWVCYQYPGYR? 1879,847 1879,847 W168+32 (NFK) 211
WEWGSHATQSQIQSIR?1! 1759,852 1759,852 1759,852 W198+32 (NFK) 1049

A4 (CRYBA4)
PVLSGAWVGFEHAGFQGQQYI 2624,299 - 2624,299 W54+32 (NFK) 1643
LER™

Gama S (CRYGB)

132y/LEGVWIFYELPNYR?146 1929,978 - 1929,978 W136+32 (NFK) 2182
159K PIDWGAASPAVQSFR!7 1761,899 1761,899 - W163+32 (NFK) 7600

a As proteinas presentes no cristalino com catarata foram separadas em fracé@o sollvel e insollivel e as bandas na regido de 15-25 kDa foram cortadas do gel,
reduzidas, alquiladas, digeridas com tripsina, e submetidas a LC-MS e MS/MS como descrito nos procedimentos experimentais.

b Os residuos de cisteina foram modificados a carbamidometil.

¢NFK refere-se a N-formilquinurenina e Kyn refere-se a quinurenina.

djon score é -10 log (P) onde P é a probabilidade da marca observada ser um evento aleatério. Em média, ion score individual > 33 indica identidade ou extensa
homologia (p < 0,05). Os valores mostrados séo aqueles do mondmero insollUvel; os valores referentes ao monémero soltvel séo diferentes (como esperado)
mas similares.
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O hipotético dimero encontrado nas fracfes sollvel e insoluvel também foi
caracterizado por nano-ESI-Q-TOF-MS/MS. Para estas andlises as proteinas
extraidas do cristalino com catarata foram separadas por SDS-PAGE 1 D e as
bandas na regido de 40-50 kDa (total de 8 bandas) foram cortadas do gel, digeridas
com tripsina e os peptideos tripticos extraidos analisados por espectrometria de
massas. Primeiramente foi realizada a identificacdo das proteinas presentes na
banda referente ao dimero por comparacgéo dos dados experimentais com os dados
tedricos do banco (SwissProt Database). Tal analise identificou: cadeias B1, B2, A3
e A4 da beta cristalino, cadeias A e B da alfa cristalino e cadeias C, D e S da gama
cristalino. Todas as cadeias tiveram cerca de 50-80% de seus peptideos
identificados e sequenciados (Tabela 11). Como esperado, os digestos tripticos das
bandas referentes ao dimero apresentaram a maioria de seus residuos de metionina
oxidados, mas nao detectamos com ion score significativo (P < 0,05) presenca de

guinurenina ou N-formilquinurenina (dados nao mostrados).
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Tabela 11. Analise das proteinas presentes nas bandas referentes ao hipotético dimero regiao de 50 kDa das fracdes soluvel e insolavel
do cristalino com catarata por nano-ESI-Q-TOF-MS/MS.

Parametros Mascot

Amostra @ Proteina PM (kDa)/ pl ® Peptideos marcados/Peptideos % Cobertura Score da proteina
com ion score significativo ¢

Dimero

Fracao solavel (S-1 e S-2)
Beta cristalino (B1) 28/ 8,59 95/80 63 2871
Beta cristalino (A3) 25/ 5,81 54/48 80 1791
Beta cristalino (S) 21/ 6,44 62/54 79 1611
Beta cristalino (A4) 22/ 6,4 28/26 48 1507
Alfa cristalino (B) 20,1/ 6,9 43/39 61 1455
Alfa cristalino (A) 20/ 5,8 24/18 61 1269
Gama cristalino (C) 21/ 7,7 36/35 61 1003
Gama cristalino (D) 21/7,8 24/18 51 889

Dimero

Fracao insolavel (P)
Beta cristalino (B1) 28/ 8,59 78/69 80 2778
Beta cristalino (A3) 25/ 5,81 55/49 78 2043
Alfa cristalino (A) 20/ 5,77 48/46 60 1795
Alfa cristalino (B) 20,1/ 6,9 43/40 62 1662
Beta cristalino (B2) 23,5/6,6 52/47 70 1321
Beta cristalino (A4) 22/ 5,83 23/21 80 878
Beta cristalino (S) 21/ 6,44 21/21 55 679

a As proteinas presentes nas fragfes sollvel e insollvel foram separadas por gel SDS-PAGE e as bandas na regido de 50 kDa (8 bandas) foram cortadas, digeridas
e analisadas por nano-ESI-Q-TOF-MS/MS.

b PM, peso molecular; pl, ponto isoelétrico.

¢ Peptideos identificados com valor de P significativo (p < 0,05), indicando extensa homologia.

d jon score de cada peptideo € -10 log (P) onde P é a probabilidade da marca observada ser um evento aleatério. Em média, ion score individual > do que o
apresentado indica identidade ou extensa homologia (p < 0,05).
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Todavia, a analise dos peptideos tripticos obtidos ap6s a digestdo das
proteinas presentes na regido de 50 kDa das fragdes soluvel e insolivel mostrou a
presenca de um pico com m/z 593,278 com quatro cargas que corresponde ao
peptideo dimérico (***WNTWSSSYR?'%?); - 2 Da com massa monoisotépica de
2369,070, presente na cadeia B1 (Fig. 23). Como mostrado na Fig. 23, o peptideo

dimérico néo foi detectado na regido dos monémeros das fra¢cdes correspondentes

(15-25 kDa).
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Figura 23. Andlises do peptideo triptico dimérico (***WNTWSSSYR'%?), encontrado nas fragées
solavel e insolavel do cristalino com catarata por nano-ESI-Q-TOF-MS. Espectros de MS do
peptideo triptico correspondente ao residuo 124-132 (presente na cadeia B1) com m/z 593,278 com
quatro cargas apos digestdo. (A) Andlise da regiao correspondente ao mondmero da fracédo solavel
(15-25 kDa), (B) Analise da regido correspondente ao dimero da fragao soluvel (50 kDa), (C) Analise
da regiao correspondente ao monémero da fragdo insollvel (15-25 kDa) e (D) Analise da banda
correspondente ao dimero da fracdo insolavel (50 kDa). As amostras foram separadas por SDS-
PAGE 1D e 8 bandas foram cortadas do gel, digeridas com tripsina e sujeitas a analises por nano-
ESI-Q-TOF-MS, como descrito nos procedimentos experimentais.

O sequenciamento do pico com m/z 593,278 foi realizado por analises de
MS/MS e o espectro apresentado na Fig. 24 corresponde a fragmentacgéo do dimero
presente na fracdo soluvel (banda em aproximadamente 50 kDa). As andlises

confirmaram a presenca de uma ligacdo cruzada Trp*?’-Trp'?’ na cadeia B1. Tal
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ligacdo cruzada também foi quebrada sob as condi¢cdes de MS/MS, produzindo

fragmentos da série y e série b com massa intacta e com massa de - 2 Da (Tabela
12 Fig. 24).
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Figura 24. Andlise do peptideo dimérico (**WNTWSSSYR'%?), encontrado na fragéo soltvel do
cristalino com catarata por nano-ESI-Q-TOF-MS/MS. O sequenciamento do pico com m/z 593,278
foi realizado por andlises de MS/MS, o qual corresponde ao peptideo (*2*WNTWSSSYR132), com
massa monoisotopica 2369,070 Da com 4 cargas. O inserto acima exibe os fragmentos do peptideo
com as séries y e b. O dimero foi obtido sob as mesmas condi¢Bes descritas na Fig. 21. As amostras
foram separadas por SDS-PAGE 1D e 8 bandas do dimero presente na fragdo sollvel (em
aproximadamente 40 kDa) foram cortadas do gel, digeridas com tripsina e submetidas a analises por
nano-ESI-Q-TOF-MS/MS como descrito nos procedimentos experimentais.

Tabela 12. Fragmentos das series y obtidos ap6s analises de MS/MS do peptideo
triptico do dimero da beta cristalino (*>*WNTWSSSYR3?); 2

Fragmento
y Sequéncia m/z Sequéncia m/z
Y1 R 175,11 R 175,11
y2 YR 338,18 YR 338,18
Y3 SYR 425,21 SYR 425,21
ya SSYR 512,24 SSYR 512,24
ys SSSYR 599,27 SSSYR 599,27
Y6 WSSSYR 785,35 W(-2H)SSSYR 783,35
y7 TWSSSYR 886,40 TW(-2H)SSSYR 884,40
ys NTWSSSYR 1000,44 NTW(-2H)SSSYR 998,44
Yo WNTWSSSYR 1186,57 WNTW(-2H)SSSYR 1184,57

a As condicBes experimentais de andlise sdo as mesmas condi¢des descritas na Fig. 24. As duas
series y foram obtidas durante o sequenciamento do pico m/z 593,27 por analise de MS/MS.
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Além da presenca de uma ligacao cruzada envolvendo dois residuos de Trp
de cadeias B1 (Trp'?’-Trp'??), também identificamos na fracdo solivel (banda em
aproximadamente 50 kDa) um ion de m/z 1146,205 com trés cargas,
correspondente ao peptideo dimérico (*¥VSSGTWVGYQYPGYR?%?); - 2 Da de
massa monoisotépica 3435,602 Da (Fig. 25). A presenca da ligacdo cruzada Trp®3-
Trp'® nesse dimero foi obtida pela analise de MS/MS do pico de m/z 1146,205. A
fragmentacdo apresentou picos das séries y e b com massa intacta e com massa
de - 2H, mostrando novamente a instabilidade dessa ligacdo sob as condi¢Ges de

MS/MS (Fig. 26 e Tabela 13).
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Figura 25. Andlises do peptideo triptico dimérico (*¥8VSSGTWVGYQYPGYR?%), encontrado
nas fracdes sollvel e insollvel do cristalino com catarata por nano-ESI-Q-TOF-MS. Espectros
de MS do peptideo triptico correspondente ao residuo 188-202 (presente na cadeia B1) com m/z
1146,205 com trés cargas apds digestdo. (A) Analise da regido correspondente ao monémero da
fracdo soldvel (15-25 kDa), (B) Andlise da regido correspondente ao dimero da fragéo soltvel (50
kDa), (C) Andlise da regido correspondente ao mondmero da fracdo insoluvel (15-25 kDa) e (D)
Analise correspondente ao dimero da fracao insoltvel (50 kDa). As amostras foram separadas por
SDS-PAGE 1D e 8 bandas foram cortadas do gel, digeridas com tripsina e submetidas a analise por
nano-ESI-Q-TOF-MS como descrito nos procedimentos experimentais.
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Figura 26. Andlise do peptideo dimérico (**®VSSGTWVGYQYPGYR?%), encontrado na fracdo
solavel do cristalino com catarata por nano-ESI-Q-TOF-MS/MS. O sequenciamento do pico com
m/z 1146,205, o qual corresponde ao peptideo (*88VSSGTWVGYQYPGYR2%2), com massa
monoisotopica 3435,602 Da com 3 cargas. O inserto acima exibe os fragmentos do peptideo com as
séries y e b. O dimero foi obtido sob as mesmas condi¢des descritas na Fig. 21. As amostras foram
separadas por SDS-PAGE 1D e 8 bandas (aproximadamente 40 kDa) foram cortadas do gel,
digeridas com tripsina e sujeitas a analises por nano-ESI-Q-TOF-MS/MS, como descrito nos

procedimentos experimentais.
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Tabela 13. Fragmentos das series y obtidos apds anélises de MS/MS do peptideo
triptico do dimero da beta cristalino (*38VSSGTWVGYQYPGYR?02),2

Fragmento
y Sequéncia m/z Sequéncia m/z
y1 R 175,11 R 175,11
y2 YR 338,18 YR 338,18
Y3 GYR 395,20 GYR 395,20
ya PGYR 492,25 PGYR 492,25
ys YPGYR 655,31 YPGYR 655,31
Y6 QYPGYR 783,40 QYPGYR 783,40
y7 YQYPGYR 946,44 YQYPGYR 946,44
Vs GYQYPGYR 1003,46 GYQYPGYR 1003,46
Yo VGYQYPGYR 1102,53 VGYQYPGYR 1102,53
Y10 WVGYQYPGYR 1288,61 W(-2H)VGYQYPGYR 1286,61
yi1 TWVGYQYPGYR 1389,65 TW(-2H)VGYQYPGYR 1387,65
Y12 GTWVGYQYPGYR 1446,68 GTW(-2H)VGYQYPGYR 1444,68
Y13 SGTWVGYQYPGYR 1533,71 SGTW(-2H)VGYQYPGYR 1531,71
Y14 SSGTWVGYQYPGYR 1620,74 SSGTW(-2H)VGYQYPGYR  1619,74
Y15 VSSGTWVGYQYPGYR  1719,81 VSSGTW(-2H)VGYQYPGYR 1717,81
860,40° 859,40

a As condi¢des experimentais de analise sdo as mesmas condi¢des descritas na Fig. 26. As duas
series y foram obtidas durante o sequenciamento do pico m/z 1146,205 por analises de MS/MS.
b Os residuos correspondente ao peptideo intacto e peptideo - 2 Da sdo apresentados no espectro
com uma carga (m/z 1719,81/1717,81) e com duas cargas (m/z 860,40/859,40).

Estes resultados iniciais obtidos com o cristalino de pacientes idosos (63-75

anos) submetidos a cirurgia de remocédo de catarata nuclear confirmaram extensiva

oxidacdo de residuos de metionina e triptofano (Hains et al., 2007) e extensiva

deamidacdo das proteinas do cristalino (Wilmarth et al., 2006). Também, nossos

dados mostraram pela primeira vez a presenca da ligacéo ditriptofano nos extratos

protéicos das cataratas.
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Figura 27. Principais modificagdes encontradas no cristalino com catarata.
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5 DISCUSSAO

Este trabalho contribuiu para elucidar a natureza molecular e possiveis
consequéncias biolégicas de oxidacbes de residuos de triptofano em proteinas
como proposto. De fato, a maioria das oxidacdes descritas na literatura para
residuos de Trp envolve a formacéo de derivados do aminoacido, como os produtos
da quebra do anel inddlico, quinurenina e N-formilquinurenina, e de derivados
hidroxilados e/ou nitrados (revisdo em Ehrenshaft et al., 2015). Todavia,
demonstramos aqui que a recombinacdo de radicais proteina-Trp® para formar a
ligacdo cruzada ditriptofano ocorre pela acédo do radical carbonato ou da luz UV
sobre proteinas e pode, eventualmente, participar de processos patogénicos.

Previamente, a formacdo de dimeros protéicos unidos pela ligacéo
ditriptofano s6 fora demonstrada durante a atividade peroxidasica da hSOD1
dependente de bicarbonato (hSOD1-Trp3?-Trp*2-hSOD1) (Medinas et al., 2010).
Esse poderia ser um caso especifico, a medida que o radical carbonato é formado
pela propria enzima, a qual, no caso da enzima humana, ndo possui residuos de
Tyr e possui um Unico residuo de Trp, o Trp3? exposto ao solvente. Os dados aqui
relatados mostram que a formacédo de dimeros protéicos ligados por ditriptofano
pode ter ocorréncia mais geral.

De fato, demonstramos que o radical carbonato gerado fotoliticamente ou
enzimaticamente promove a formacgédo de dimeros e heterodimeros de lisozima,
respectivamente, os quais foram caracterizados como lisozima-Trp?8-Trp?-lisozima
(Fig. 9, Tabela 2) e lisozima-Trp?8-Trp3?-hSOD1 por nano-ESI-Q-TOF-MS/MS (Fig.
10, Tabelas 3 e 4). Também demonstramos que a beta cristalino tratada com o

radical carbonato gerado fotoliticamente forma um dimero BB2-Trp*®!-Trp!5-BB2, o
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gual foi caracterizado tanto na regido referente ao dimero hipotético (regido de 50
kDa) como na regido de oligdbmeros de alta massa molecular (regido > 100 kDa)
(Fig. 16-17, Tabela 6). Por outro lado, a lisozima tratada com luz UVC foi dimerizada
a lisozima-Trp?8-Trp?8-lisozima (Fig. 11) e a beta cristalino tratada com luz UVC
produziu o dimero BB2-Trp!®t-Trp!®-BB2, que foi caracterizado na regido referente
ao dimero hipotético (regido de 50 kDa) (Figs. 16A). A beta cristalino tratada com
um simulador de luz solar (UVB e UVA) também formou o dimero caracterizado
como BA2-Trp0-Trp!*0-BA2 (Fig. 19).

Nossos resultados mostraram que, além dos dimeros protéicos
caracterizados, outros produtos foram formados e identificados nos sistemas
estudados. Todavia, a maioria deles ja fora caracterizada anteriormente (ver, por
exemplo, Ehrenshaft et al., 2015; Plowman et al., 2013; Pattison et al., 2012). Por
isso, comecaremos discutindo as possiveis razbes pelas quais a dimerizacao
protéica por meio de uma ligacdo cruzada de ditriptofano tem recebido limitada
atencao na literatura.

Uma das razbes é possivelmente a reacdo de radicais proteina-Trp® com
oxigénio molecular para produzir radicais peroxila e seus produtos (Fig. 1). Todavia,
a reacao de radicais triptofanila com oxigénio néo é particularmente rapida (k < 5 x
108 Mt s1) (Candeias et al.,, 1997), enquanto a velocidade da reacdo de
recombinacédo de radicais triptofanila esta proxima do controle pela difusdo (k ~ 5 x
108 M1 s™1) (Candeias et al., 1997). De fato, o rendimento do dimero de lisozima
aumentou com a reducao do nivel de oxigénio molecular no tampéao (Figs. 7C e 7D).
Essa observacdo apenas confirma nossa proposta anterior de que o radical
triptofanila decai preferencialmente por dois processos competitivos: reagdo com

oxigénio molecular e recombinacdo (Medinas et al., 2010) (Fig. 1). Apesar de
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realizarmos a maioria de nossos experimentos sob tensbes atmosféricas de
oxigénio, todos os dimeros aqui detectados foram produzidos em quantidades
consideraveis. Essas quantidades serdo provavelmente maiores sob as baixas
concentragdes de oxigénio presentes na maioria dos ambientes fisioldgicos.

A pouca atencao recebida pela ligacdo de ditriptofano pode também ser
atribuida ao fato de que as modificacbes oxidativas em proteinas sao
extensivamente estudadas por metodologias gerais e incapazes de revelar os
residuos modificados, como a deteccéo de carbonilacdo e nitracdo. Por exemplo, a
oxidacdo da lisozima por agentes diversos como 0zbnio, acido hipocloroso,
peroxinitrito, radicais peroxila e fotosensibilizadores/luz foi extensivamente
investigada, mas os residuos oxidados foram raramente mapeados (Kuroda, 1975;
Hawkins e Davies, 2005; Gracanin et al., 2009; Kerkaert et al., 2013). Da mesma
forma, a dimerizacdo de lisozima por ligacdo cruzada de triptofano durante o
tratamento da enzima por riboflavina/luz (Silva et al., 1994) ou por radicais peroxila
(Arenas et al; 2013) foi previamente proposta. Todavia, os residuos envolvidos na
dimerizacao e a estrutura do dimero nédo foram elucidados.

Deve ser notado que varios peptideos ligados por ligacédo cruzada C2-C2 de
dois residuos de Trp ja foram sintetizados quimicamente e caracterizados (Stachel
et al.,1996 e Dinh et al.,, 1999). Tais dimeros, entretanto, sdo altamente
fluorescentes e ndo séo produzidos por recombinacéo de radicais triptofanila. Em
contraste, nos relatamos que radicais triptofanila derivados de peptideos e proteinas
se recombinam, produzindo dimeros fracamente fluorescentes que se quebram em
grande extensdo durante a fragmentagdo por MS/MS, produzindo residuos de Trp
nao modificados e residuos de Trp com perda de 2 atomos de hidrogénio (Medinas

et al., 2010, Coelho et al., 2012 e Queiroz et al., 2013). Estas caracteristicas sao
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compartilhadas pelos dimeros lisozima-Trp?®-Trp?8-lisozima e lisozima-Trp?-Trp3?-
hSOD1, BB2-Trp®1-Trp!®l-BB2 e BA2-Trp*0-Trp!0-BA2 aqui relatados (Figs. 9, 10,
17 e 19), indicando que eles também devem estar ligados por uma ligacdo C3-N1
entre dois residuos de Trp, um de cada mondémero (Fig.1). Evidentemente, a
consistente quebra da ligacdo ditriptofano C3-N1 durante a fragmentacdo em
condi¢cdes de MS/MS também néo deve ter favorecido seu reconhecimento em
estudos anteriores.

Além disso, a ocorréncia de recombinacdes radicalares pressupde altos
fluxos de radicais. Todavia, as condi¢cdes patofisiolégicas capazes de gerar altos
fluxos de radicais protéicos especificos, como radicais proteina-Trp®, sao limitadas.
A alta reatividade do radical carbonato com o aminoéacido Trp (k = 7,0 x 108) em
comparacdo a outros aminoacidos (ktyr = 4,5 x 10" M. s1; keys = 4,6 x 107 M. s;
kehe = 5,0 x 10* M1, s1) (Chen e Hoffman, 1973) e sua tendéncia de oxidar
biomoléculas por um elétron e ndo se adicionar a elas formando adutos estaveis
(Medinas et al., 2007) foram as razfes para seleciona-lo como oxidante em nossos
sistemas. Justamente por ndo formar adutos estaveis com biomoléculas, o radical
carbonato ndo pode ser distinguido de outros oxidantes de um elétron, tornando
trabalhoso comprovar a sua formacdo em sistemas biolégicos mesmo in vitro.

Assim, um dos nossos objetivos era também avaliar se a formacao da ligacéo
cruzada ditriptofano poderia ser usada como um biomarcador do radical carbonato.
Consideracdes tedricas e experimentos complementares (dados ndo mostrados)
apoiavam essa hipotese.

Entre os oxidantes de um eléctron produzidos sob condic¢fes fisioldgicas, o
radical carbonato (E°=1,78 V) (Medinas et al., 2007) € um dos mais habilitados para

atacar residuos de triptofano em proteinas (E° = 1,0 V para Trp) (Butler et al., 1986),
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produzindo radicais triptofanila em rendimentos suficientes para favorecer a
recombinacdo. Radicais hidroxila (E° = 2,3 V) e diéxido de nitrogénio (E° = 1,0 V)
oxidam, mas também se adicionam a proteinas, gerando produtos hidroxilados e
nitrados (Santos et al., 2007 e Augusto et al., 2002). Radicais peroxila (E° de
aproximadamente 1,0 V) e alcoxila (E° de aproximadamente 1,6 V) sdo fortes
oxidantes que oxidam por reacdes de abstracdo de hidrogénio. Entretanto, eles
também sofrem rapido rearranjos monomoleculares e fragmentacbes que
competem com as reacdes de abstracdo de hidrogénio (Porter et al., 1981; Cheng
et al., 2007; Augusto e Miyamoto, 2012). Por exemplo, a formacg&o de um dimero de
lisozima foi relatada para o tratamento da enzima com radicais peroxila gerados da
termdlise de 2,2'-azobis-(2-amidinopropano) por 3 h (Arenas et al, 2013). O
rendimento do dimero foi extremamente baixo e, repetindo o experimento relatado,
praticamente ndo conseguimos detecta-lo, tornando impossivel analisa-lo por
espectrometria de massas (dados ndo mostrados). Os altos estados de oxidagao
das hemeproteinas (Composto | e Composto IlI) também tém alto potencial de
reducdo, mas apenas o composto | oxida o Trp em velocidades substanciais
(Jantschko et al., 2002). Como consequéncia, o ciclo peroxidasico destas enzimas
€ interrompido, produzindo baixos rendimentos de radical triptofanila e,
consequentemente, de ligagbes cruzadas de ditriptofano. De fato, realizamos
experimentos paralelos e, como previsto, a atividade da peroxidase de raiz forte
levou a dimerizacéo da Tyr (Pichorner et al.,, 1995) mas nao do Trp (dados nao
mostrados).

O cenéario muda em condi¢cdes de exposi¢cdo a luz UV. Previamente, foi
relatado que a oxidag&o de peptideos contendo residuos de Trp por lasers de alta

energia produz radicais peptideo-Trp®* que se recombinam para produzir uma
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ligacdo cruzada de ditriptofano que néo foi caracterizada (Leo et al., 2013). Aqui,
demonstramos que o tratamento da lisozima e da beta cristalino com luz UV leva a
formacdo de radicais proteina-Trp® e, subsequentemente, de dimeros protéicos
ligados por ligacéo ditriptofano que foi caracterizada. Portanto, confirmamos que a
ligacdo ditriptofano é também produzida por irradiacdo de proteinas com luz UV.
Como a beta cristalino € uma proteina que possui varias cadeias polipeptidicas
(BB1, BB2, BB3, pA1, BA2, BA3 e BA4) com alto conteudo de residuos de Trp (cerca
de 5-9 residuos por cadeia), ela foi mais suscetivel a dimerizacéo por luz UV do que
a lizozima (monémero com 6 Trp).

Neste ponto, podemos concluir que a deteccdo de ligacdes cruzadas de
triptofano em células e tecidos ndo expostos a luz pode revelar a producdo de
radicais carbonato. Portanto, nosso estudo abre a possibilidade de explorar a
formacdo de ligacdes cruzadas de ditriptofano como um biomarcador do radical
carbonato. Ao confirmar que esse oxidante € propenso a promover ligacdes
cruzadas de biomoléculas (Crean et al., 2008; Medinas et al., 2010; Queiroz et al.,
2013; Coelho et al, 2014 e Igbal et al., 2014), as quais séo lesdes resistentes ao
reparo celular, nosso estudo também suporta um papel para o radical carbonato em
mecanismos patogénicos associados a condi¢cdes oxidativas.

Outro aspecto a discutir é a localizacdo dos residuos oxidados a produtos
estaveis nas proteinas durante os tratamentos executados. Essa € uma questao
complexa porque a transferéncia de elétrons entre diferentes residuos de
aminoacidos € um processo comum em proteinas (Pritz et al., 1980; Butler et al.,
1986; Stuart-Audette et al., 2003; Zhang et al., 2005 e Bhattacharjee et al., 2007). A
discusséo fica complexa mesmo para uma proteina monomeérica como a lisozima e

mais ainda para uma proteina constituida por diferentes cadeias polipeptidicas
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como a beta cristalino. Restringindo a discussao a lisozima, foi uma surpresa
detectar e caracterizar apenas produtos de oxidag&o de residuos de Trp na proteina
tratada (Tabela 1), a medida que ela contém 3 residuos Tyr que poderiam ser
oxidados a lisozima-Tyr® por lisozima-Trp® (Pritz et al., 1980 e Butler et al., 1986).
De qualquer forma, dos residuos de Trp oxidados no sistema fotolitico (Trp28, Trp®2
e Trp'?3), apenas o Trp®2 é altamente exposto ao solvente, como determinado por
modificacdo quimica da lisozima (Strohalm et al., 2004). Dessa forma, é possivel
gue o Trp% seja o primeiro residuo atacado pelo radical carbonato, mas,
subsequentemente, transfira o eléctron aos residuos Trp?® e Trp'?3 produzindo os
correspondentes radicais e seus produtos de decaimento. Alternativamente, o
pequeno radical carbonato pode atacar o residuo de Trp®? exposto ao solvente e
pode também se difundir através da proteina (Zhang et al, 2002 e Zhang et al, 2003),
atacando o Trp?® e o Trp*?3. No caso do sistema enzimatico, o qual produz baixos
rendimentos de radical carbonato e tem duas proteinas competindo por ele, apenas
o Trp?8 foi encontrado oxidado a N-formilquinurenina e ao dimero lisozima-Trp?8-
Trp3?-hSOD1 (Fig. 10, Tabela 4). O tratamento da lisozima apenas com luz UV por
10 min mostrou mondmeros oxidados a hidroxi-triptofano (Trp?®) e a N-
formilquinurenina (Trp® and Trp'?®) e o mesmo dimero produzido pelo radical
carbonato (lisozima-Trp?-Trp?®) (Fig. 11). Portanto, os mesmos residuos da
lisozima foram oxidados pelo radical carbonato e pela luz UVC a produtos estaveis
similares, inclusive ao mesmo dimero ligado pela ligagéo ditriptofano.

O caso da beta cristalino bovina € mais complexo ndo s6 pela estrutura da
proteina mas também porque diferentes fontes de irradiacdo (UVC e simulador
solar) foram utilizadas. Como ja colocado ao final do item 4.2, notamos que o radical

carbonato e a luz UVC oxidaram os mesmos residuos de Trp e produziram 0 mesmo
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dimero (BB2-Trp!®:-Trp!®-BB2) (Figs. 16 e 17; Tabela 6). Por razdes a serem
equacionadas, o unico dimero ligado por ditriptofano caracterizado no caso do
simulador solar (BA2-Trp>0-Trp'%-BA2) (Fig. 19; Tabela 7) foi diferente daquele
inter-molecular obtido com luz UVC ou radical carbonato.

Em resumo, ao comparar os residuos oxidados a produtos estaveis nas
proteinas aqui tratadas podemos concluir que o radical carbonato (oxidante forte) e
luz UVC (alta energia) oxidam os mesmos residuos de Trp. Um outro aspecto que
chama atencdo € o fato de que todos os dimeros ligados por ditriptofano ja
identificados (hSOD1-Trp3-Trp®2-hSOD1, lisozima-Trp?®-Trp?8-lisozima, lisozima-
Trp?8-Trp32-hSOD1, BB2-Trp!®i-Trp!®-BB2 e BA2-Trp0-Trp'>0-BA2) possuem um
residuo de Val em sequéncia ao Trp. Embora essa observacdo possa ser uma
coincidéncia, a possibilidade que um residuo hidrofébico, tal como a Val, favorecer
a recombinacéo de radicais triptofanila ndo pode ser excluida.

Os dados obtidos com a beta cristalino, principalmente os gerados pela
irradiacdo com o simulador solar, nos estimularam a examinar a possibilidade de
gue a continua exposicdo a luz solar resulte na formacao de ligacdes cruzadas de
ditriptofano in vivo. Um sistema apropriado para examinar essa possibilidade é o
cristalino com catarata, devido a potencial importancia da luz UV no
desenvolvimento da catarata relacionada ao envelhecimento. Apesar de muitos
estudos (ver, por exemplo Bloemendal et. al, 2004; Moreau e King, 2012), o
processo de agregacao que ocorre durante a catarata permanece discutivel e a
possibilidade de um papel para as ligacbes cruzadas de ditriptofano néao foi até
entdo considerado. Assim, analisamos o0s produtos de oxidagdo presentes no
cristalino de pacientes que se submeteram a remoc¢do de catarata em estagio

avancado.
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As proteinas presentes no cristalino com catarata foram separadas em fracao
solavel e insoluvel e sua oligomerizagao foi avaliada por analises de SDS-PAGE e
eletroforese bidimensional. A presenca de uma banda fraca e dispersa na regiao de
50 kDa indicativa de hipotéticos dimeros covalentes foi observada em todas as
fracOes analisadas por SDS-PAGE. Agregados de alta massa molecular (regido >
100 kDa) foram também observados, principalmente na fracdo contendo proteinas
insolaveis (Figs. 21 e 22). A separagdo das proteinas sollveis e insoluveis foi
realizada também por eletroforese bidimensional. Varias bandas com pl entre 5,0 -
9,0 e peso molecular entre 15-25 kDa foram identificadas na fragcdo solavel. Uma
diminuicéo significativa das bandas entre 15-25 kDa foi observada no gel contendo
as proteinas insoluveis. Paralelamente uma diminuicdo das bandas referentes ao
mondmero e a presenca de agregados de alto peso molecular que ndo foram
capazes de entrar no gel foram observadas na fracdo insoluvel (Fig. 22 A e B).

Andlise protéomica das proteinas detectadas por eletroforese bidimensional
nas fracdes sollvel e insolivel ndo revelou a presenca de outras proteinas a nao
ser aquelas constituintes da alfa, beta e gama cristalino (Fig. 22; Tabelas 8 e 9).
Embora elas sejam as mais abundantes, outros estudos relataram a caracterizagéo
de outras proteinas (Srivastana et al., 2004 e Su et al., 2011). Essa diferenca talvez
possa ser atribuida ao fato de que os cristalinos aqui examinados sdo de estagios
bastante avancados de catarata. Em nossas andlises detectamos muitas das
modificacdes ja descritas para as cadeias da alfa, beta e gama cristalino, como
oxidacado de Met e deamidacdes (Tabelas 8 e 9) (Wilmarth et al., 2006, Hains et al.,
2007). Observamos também modificacbes em residuos de Trp mas a baixa

deteccdo dos ions impediu suas identificagcdes.
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A identificagé@o exclusiva de constituintes da alfa, beta e gama cristalino e a
enorme dispersédo da banda na regido do dimero no gel 2D (Fig. 22), nos motivaram
a tentar caracterizar as proteinas presentes nas bandas da regido do monémero
(15-25 kDa) e do dimero (regido de 50 kDa) separadas por gel 1 D (Fig. 21). Essa
estrategia compensou, essencialmente ao corrobarar os dados obtidos na regido de
mondmeros utilizando o gel 2D e ao permitir caracterizar varias modificacbes
oxidativas em residuos de Trp (Tabela 10).

Na regido de mon6émeros, a fracdo solluvel apresentou 4 peptideos tripticos
contendo residuos de Trp oxidados a N-formilquinurenina, enquanto a fracao
insoltuvel apresentou 11 peptideos oxidados a quinurenina e N-formilquinurenina
(Tabela 10). Infelizmente, n&o obtivemos cristalino de pacientes sem catarata para
experimentos controles, mas j& foi relatado que o numero de residuos oxidados de
Trp aumenta 50% em cristalinos com catarata (Hains & Truscott, 2007). Na regiao
de dimeros, as fraces soluvel e insolivel mostraram a presenca de dois dimeros
ligados por ligagdo ditriptofano caracterizados como BB1-Trp'?’-Trp'?’-3B1 e BB1-
Trpt®3-Trp®3-BB1 (Figs. 23-26). Portanto, mostramos pela primeira vez que ligagées
cruzadas de ditriptofano podem ser produzidas in vivo.

Como muitas modificacdes protéicas ja foram descritas para o cristalino com
catarata e como multiplos processos podem ser responsaveis pela agregacao
protéica caracteristica da patologia, ndo possuimos dados para discutir a relevancia
das modificacdes oxidativas aqui relatadas. Todavia, deve-se notar que analises
estruturais da cadeia B1 da beta cristalino humana mostram que ela se comporta
como um dimero em solugdo. Esse dimero pode interagir com outras cadeias,
formando oligbmeros de alta massa molecular, os quais sao essenciais para a

transparéncia das lentes. Dentre os residuos que contribuem para estabelecer estas
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interacGes intermoleculares os residuos Trp'?’, Trp'’® e Trp?¥’ s&do os principais
residuos hidrofébicos envolvidos (Van Montfort et al., 2003). A oxidacdo desses
residuos aqui relatada tanto a quinurenina e N-formilquinurenina como ao dimero
covalente BB1-Trp!?’-Trp!?’-BB1 prejudicard as interacdes hidrofébicas nativas e

podera contribuir para o processo de agregacgao protéica.
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6 CONCLUSOES

O presente trabalho demonstrou que ligagbes cruzadas C3-N1 de
ditriptofano, formadas pela recombinacéo de radicais proteina-Trp*, sdo formadas
em diferentes proteinas pela acdo do radical carbonato ou da luz UV. Pudemos
concluir que a deteccao de ligacdes cruzadas de triptofano em células e tecidos ndo
expostos a luz pode revelar a producdo de radicais carbonato, abrindo a
possibilidade de explorar a formacéo dessas ligacées como um biomarcador deste
radical. Ao confirmar que o radical carbonato é propenso a promover ligacdes
cruzadas entre biomoléculas (Crean et al., 2008; Medinas et. al, 2010; Queiroz et
al., 2013; Coelho et al, 2014 e Igbal et al., 2014), as quais séo lesdes resistentes ao
reparo celular, nosso estudo enfatizou o possivel papel do radical carbonato em
mecanismos patogénicos associados a condi¢cdes oxidativas.

Também concluimos que o radical carbonato (forte oxidante de um elétron)
e a luz UVC (alta energia) oxida os mesmos residuos de Trp da lisozima e da beta
cristalino e tal comportamento podera se extender a outras proteinas. J4 a luz de
menor energia do simulador solar (UVA e UVB) levou a um menor niamero de
residuos Trp oxidados na beta cristalino. Também, o dimero formado (BA2-Trp*°0-
Trp'°-BA2) foi diferente daquele obtido pela agdo do radical carbonato ou da luz
UVC. Nesse ponto, ndo podemos equacionar essa diferenca. De qualquer forma,
os resultados apoiaram a visdo de que a continua exposicdo a luz solar resulta na
formacéao de ligacOes cruzadas de ditriptofano.

De fato, demonstramos pela primeira vez a presenca de ligacdes cruzadas
C3-N1 de ditriptofano (BB1-Trp*?’-Trp*?’-BB1 e BB1-Trp%-Trp!%-BB1) no cristalino

de pacientes com cataratas em estagio avancado. Consideramos que a
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caracterizacdo dessas ligacdes cruzadas podera futuramente contribuir para a
compreensao em nivel molecular dos eventos que levam a opacidade do cristalino
com o decorrer dos anos. Tal compreensao podera levar ao desenho de novas
estratégias preventivas para a catarata. Embora a cirurgia de remocéo de catarata
seja segura e eficaz, o envelhecimento geral da populagédo tenderd a dobrar o
namero de cirurgias necessarias nos proximos 20 anos (Taylor, 2000). Portanto,
estratégias preventivas, como a recentemente descoberta para casos de catarata

congénita (Zhao et. al, 2015) serdo bem-vindas.
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8 APENDICES

Apéndice A — Espectros de MS e MS/MS dos produtos de oxidacao dalisozima
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Figura Al. Analises por nano-ESI-Q-TOF-MS/MS do peptideo triptico correspondente ao
residuo 22-33 encontrado no mondmero dalisozima oxidado pelo radical carbonato produzido
fotoliticamente. (A) Espectro de MS do peptideo triptico oxidado a hidroxi-triptofano
22GYSLGNW(OH)VCAAKS32 (massa monoisotopica de 1341,63) com 2 cargas (m/z 671,31). (B)
Espectro de MS do peptideo triptico oxidado a N-formilguinurenina 22GYSLGNNFKVCAAK?33 (massa
monoisotopica de 1357,62) com 2 cargas (m/z 679,30). (C) Andlise de MS/MS do pico com m/z
671,31. (D) Anélise de MS/MS do pico com m/z 679,30. As condi¢gbes experimentais sdo as mesmas

descritas na tabela 1.
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Figura A2. Anédlises por nano-ESI-Q-TOF-MS/MS do peptideo triptico correspondente ao
residuo 62-68 encontrado no mondmero dalisozima oxidado pelo radical carbonato produzido
fotoliticamente. (A) Espectros de MS do peptideo triptico ?NFKWCNDGR®8 oxidado a N-
formilquinurenina (NFK) (massa monoisotdpica de 1025,36) com duas cargas (m/z 513,18). (B)
Andlise de MS/MS do pico com m/z 513,18. As condi¢Bes experimentais sdo as mesmas descritas
na tabela 1.
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Figura A3. Analises por nano-ESI-Q-TOF-MS/MS do peptideo triptico correspondente ao
residuo 117-125 encontrado no mondémero da lisozima oxidado pelo radical carbonato
produzido fotoliticamente. (A) Espectro de MS do peptideo triptico 127’"GTDVQAW(OH)IR25 oxidado
a hidroxi-triptofano (massa monoisotépica de 1061,54) com duas cargas (m/z 531,27). (B) Espectro
de MS do peptideo triptico 1?"GTDVQANFKIR!?> (massa monoisotépica de 1077,54) com duas
cargas (m/z 539,27). (C) Andlise de MS/MS do pico com m/z 531,27. (D) Analise de MS/MS do pico
com m/z 539,27. As condi¢des experimentais sédo as mesmas descritas na tabela 1.
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Apéndice B — Espectros de MS e MS/MS dos produtos de oxidagédo da beta

cristalino
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Figura B1. Andlises por nano-ESI-Q-TOF-MS/MS do peptideo triptico correspondente ao
residuo 49-76 da cadeia B2 encontrado no mon6mero oxidado pelo radical carbonato. (A)
Espectro de MS do peptideo triptico “°AGSVLVQAGPW(OH)VGYEQANCKGEQFVFEK"8 oxidado a
hidroxi-triptofano (massa monoisotépica de 3113,570) com trés cargas (m/z 1038,83). (B) Espectro
de MS do peptideo triptico *°AGSVLVQAGPNFKVGYEQANCKGEQFVFEK™ oxidado a N-
formilguinurenina (massa monoisotopica de 3072,510) com trés cargas (m/z 1025,170). (C) Andlise
de MS/MS do pico com m/z 1038,186. (D) Analise de MS/MS do pico com m/z 1025,170. As
condi¢cdes experimentais sdo as mesmas descritas na tabela 5.
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Figura B2. Analises por nano-ESI-Q-TOF-MS/MS do peptideo triptico correspondente ao
residuo 77-89 e 146-168 da cadeia B2 encontrado no mon6mero oxidado pelo radical
carbonato. (A) Espectro de MS do peptideo triptico "GEYPRWDSNFKTSSR® oxidado N-
formilquinurenina (massa monoisotopica de 1657,730) com trés cargas (m/z 553,576). (B) Espectro
de MS do peptideo triptico 16VQSGTNFKVGYQYPGYRGLQYLLEK!® (massa monoisotdpica de
2736,300) com trés cargas (m/z 913,101). (C) Andlise de MS/MS do pico com m/z 553,576. (D)
Andlise de MS/MS do pico com m/z 913,101. As condi¢des experimentais sdo as mesmas descritas

na tabela 5.
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Figura B3. Analises por nano-ESI-Q-TOF-MS/MS do peptideo triptico correspondente ao
residuo 161-188 da cadeia B2 e do residuo 56-71 da cadeia B3 encontrado no monémero
oxidado pelo radical carbonato. (A) Espectro de MS do peptideo triptico
161GLQY(OH)LLEKGDYKDSGDFGAPQPQVQSVR18 oxidado a DOPA (massa monoisotépica de
3110,538) com quatro cargas (m/z 778,640). (B) Espectro de MS do peptideo triptico
56VQSIQVESGPW(OH)LAFER™ oxidado a N-formilquinurenina (massa monoisotépica de 1789,907)
com duas cargas (m/z 895,958). (C) Andlise de MS/MS do pico com m/z 778,640. (D) Andlise de
MS/MS do pico com m/z 895,958. As condi¢cBes experimentais sdo as mesmas descritas na tabela

5.
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Figura B4. Andlises por nano-ESI-Q-TOF-MS/MS do peptideo triptico correspondente ao
residuo 197-211 da cadeia A3 encontrado no mondmero oxidado por radical carbonato. (A)
Espectro de MS do peptideo triptico 1’ ENFKGSHATQSQIQSIR?! oxidado a N-formilguinurenina
(massa monoisotopica de 1759,846) com trés cargas (m/z 587,282). (B) Analise de MS/MS do pico
com m/z 587,282. As condi¢Bes experimentais sdo as mesmas descritas na tabela 5.
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Apéndice C — Espectros de MS e MS/MS dos principais produtos de oxidacgao

identificados no cristalino humano com catarata.
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Figura C1. Analises por nano-ESI-Q-TOF-MS/MS do peptideo triptico correspondente ao
residuo 124-132 da cadeia B1 encontrado no mondémero insoltvel. (A) Espectro de MS do
peptideo triptico 12*WNTW(+4)SSSYR132 gxidado a quinurenina (massa monoisotopica de 1189,531)
com duas cargas (m/z 595,765). (B) Espectro de MS do peptideo triptico 2*WNTNFKSSSYR132
oxidado a N-formilguinurenina (massa monoisotépica de 1217,526) com duas cargas (m/z 609,763).
(C) Andlise de MS/MS do pico com m/z 595,765. (D) Espectro de MS/MS do pico com m/z 609,763.
As condi¢cBes experimentais sdo as mesmas descritas na tabela 9.
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Figura C2. Anédlises por nano-ESI-Q-TOF-MS/MS do peptideo triptico correspondente ao
residuo 161-182 da cadeia B1 encontrado no mondmero insoltvel. (A) Espectro de MS do
peptideo triptico ¥1GNTIEIQGDDAPSLNFKVYGFSDR182 oxidado a N-formilguinurenina (massa
monoisotopica de 2471,138) com duas cargas (m/z 1236,569). (B) Analise de MS/MS do pico com
m/z 1236,569. As condi¢cdes experimentais sdo as mesmas descritas na tabela 9.
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Figura C3. Analises por nano-ESI-Q-TOF-MS/MS do peptideo triptico correspondente ao
residuo 188-202 da cadeia B1 encontrado no mondmero insoltvel. (A) Espectro de MS do
peptideo triptico 88VSSGTW(+4)VGYQYPGYR?? oxidado a quinurenina (massa monoisotopica de
1722,816) com duas cargas (m/z 862,408). (B) Espectro de MS do peptideo triptico
188yVSSGTNFKVGYQYPGYR?%? oxidado a N-formilquinurenina (massa monoisotépica de 1750,810)
com duas cargas (m/z 876,405). (C) Analise de MS/MS do pico com m/z 862,408. (D) Espectro de
MS/MS do pico com m/z 876,405. As condi¢cBes experimentais sdo as mesmas descritas na tabela

9.
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Figura C4. Andlises por nano-ESI-Q-TOF-MS/MS do peptideo triptico correspondente ao
residuo 236-252 da cadeia B1 encontrado no mondémero insoltvel. (A) Espectro de MS do
peptideo triptico 226QW(+4)HLEGSFPVLATEPPK?2>2oxidado a quinurenina (massa monoisotdpica de
1938,008) com trés cargas (m/z 647,336). (B) Espectro de MS do peptideo triptico
26QNFKHLEGSFPVLATEPPK2?2 oxidado a N-formilquinurenina (massa monoisotépica de
1967,003) com trés cargas (m/z 656,667). (C) Analise de MS/MS do pico com m/z 647,336. (D)
Espectro de MS/MS do pico com m/z 656,667. As condi¢Bes experimentais sdo as mesmas descritas
na tabela 9.
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Figura C5. Anédlises por nano-ESI-Q-TOF-MS/MS do peptideo triptico correspondente ao
residuo 96-109 e residuo 163-177 da cadeia A3 encontrado no mondmero insoluvel. (A)
Espectro de MS do peptideo triptico **WDANFKSGSNAYHIER® oxidado N-formilguinurenina
(massa monoisotépica de 1722,762) com trés cargas (m/z 575,254). (B) Espectro de MS do peptideo
triptico 163IQSGANKFVCYQYPGYRY7 oxidado a N-formilquinurenina (massa monoisotépica de
1879,847) com trés cargas (m/z 940,423). (C) Andlise de MS/MS do pico com m/z 575,254. (D)
Espectro de MS/MS do pico com m/z 940,423. As condi¢Bes experimentais sdo as mesmas descritas

na tabela 9.
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Figura C6. Andlises por nano-ESI-Q-TOF-MS/MS do peptideo triptico correspondente ao
residuo e residuo 197-211 da cadeia A3 e residuo 49-71 da cadeia A4 encontrado no
mondmero insolavel. (A) Espectro de MS do peptideo triptico *?”ENFKGSHATQSQIQSIR?!!
oxidado N-formilquinurenina (massa monoisotépica de 1758,852) com trés cargas (m/z 587,284). (B)
Espectro de MS do peptideo triptico *°VLSGANFKVGFEHAGFQGQQYILER™ oxidado a N-
formilquinurenina (massa monoisotépica de 2624,299) com trés cargas (m/z 875,433). (C) Analise
de MS/MS do pico com m/z 587,284. (D) Espectro de MS/MS do pico com m/z 875,433. As condi¢bes
experimentais sdo as mesmas descritas na tabela 9.
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Figura C7. Andlises por nano-ESI-Q-TOF-MS/MS do peptideo triptico correspondente ao
residuo e residuo 132-146 e residuo 159-174 da cadeia gama S encontrado no monémero
insoltvel. (A) Espectro de MS do peptideo triptico 32VLEGVNFKIFYELPNYR4 oxidado N-
formilquinurenina (massa monoisotdpica de 1928,978) com duas cargas (m/z 965,489). (B) Espectro
de MS do peptideo triptico 1KPIDNFKGAASPAVQSFR74 oxidado a N-formilquinurenina (massa
monoisotopica de 1760,899) com trés cargas (m/z 587,966). (C) Andlise de MS/MS do pico com m/z
965,489. (D) Espectro de MS/MS do pico com m/z 587,966. As condi¢cbes experimentais sdo as
mesmas descritas na tabela 9.
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