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Objetivos

O aminoécido metionina (Met) € um dos
principais alvos de oxidantes no meio bioldgico.
A maioria dos oxidantes reage com Met
formando somente sulféxido de metionina.
Porém, a oxidacdo de metionina por &cidos
hipohalosos (HOCI e HOBr) pode levar também
a formacdo de dehidrometionina (DHM),
sugerida anteriormente como biomarcador de
estresse oxidativo gerado por esses oxidantes
[1]. Entretanto, DHM também pode ser formada
via oxidac&o de Met por oxigénio singlete (*O,),
por mecanismos dependentes do pH [2]. O
projeto tem como objetivo identificar os
produtos de oxidacdo de Met gerados por
esses oxidantes, a fim de comparar os
rendimentos de DHM em peptideos e proteinas
nos dois casos. Além disso, esse projeto
deseja determinar os mecanismos da oxidacao
de metionina por '0,.

Métodos e Procedimentos

Os produtos de oxidacdo de Met-Ala-Ser
(MAS) e proteina ubiquitina (com Met no N-
terminal) foram analisados por HPLC/MS/MS,
comparando os rendimentos de DHM nas
reacdes com acidos hipohalosos e com '0,. Os
mecanismos de oxidacdo de metionina com ‘O,
foram estudados a partir da fotooxidacdo do
aminoacido em H,™®0. Como os rendimentos e
mecanismos dependem do pH da reacao,
esses foram avaliados em diferentes pHs, pH 5
(tampé@o citrato), pH 7,4 (tampbes fosfato e
MOPS), e pH 9,2 (tampdo carbonato). Os
experimentos em Hzlgo também foram

avaliados em pH 9 (tampéao glicina), e pH 9, 10
e 11 em tampéo CAPS.

Resultados

A formacdo de DHM foi identificada no
peptideo MAS nas reacdes com &acidos
hipohalosos e 102. O rendimento de DHM
aumentou com o pH. Com relacéo ao oxidante
analisado, em geral HOCI apresentou menores
rendimentos de DHM, enquanto os maiores
foram observados nas reagbes com HOBr e
com 'O, sendo que esses apresentaram
rendimentos proximos. A presenca de DHM
também foi identificada apdés oxidacdo da
proteina ubiquitina, tanto a partir de acidos
hipohalosos como a partir de 'O, Para a
investigacdo do mecanismo da reacdo,
demonstrou-se ue a fotooxidacdo de
metionina em Hzl O gerou tanto sulféxido de
metionina marcado como ndo marcado
isotopicamente. Desta forma, propde-se que a
reacdo de ‘O, com metionina em H,™0O leva a
formagdo inicial de um intermediario
persulfoxido, que pode ser atacado por outra
molécula de metionina (favorecido em pHs
mais baixos), gerando duas moléculas de
sulféxido de metionina ndo marcadas, ou
atacada por fons '°OH- (favorecido pelo
aumento do pH), levando a geracdo de um
sulféxido de metionina marcado e H,0,. De
acordo com estes mecanismos, 0S menores
rendimentos de sulfoxido marcado foram
observados em pH 5, e maiores rendimentos
foram observados com aumento do pH,
segundo mecanismo proposto na figura 1.



29

DSIICUSP

o

n O
) /S\/\l)l\o—
NH;
Sulféxido de metionina

’Sdﬂf-/f pH <86
:

|
o o

o]
s 0, S H20,0H 9 0
s o—= 77 0~ H_; /S\/\‘)ko' + H;0,
>
NH; NH, P NH;
Metionina Persulfoxido Sulféxido de metionina

¢6<pH<12

NH,

H¢ i

N _
—% o
+ H,0,

Dehidrometionina

Figura 1- Mecanismos propostos para a oxidacao de metionina por oxigénio singlete (102)
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Conclusodes

A formacéo de DHM pode ser detectada nas
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reacbes com acidos hipohalosos e 'O, em
peptideos e proteinas contendo metionina no
N-terminal. O rendimento de DHM com 102 foi
préximo do observado com HOBr e maior que
com HOCI. Esses resultados indicam que 102
também é um potencial gerador de DHM em
meio bioldgico. Foi possivel concluir também
gue o mecanismo de oxidacdo de metionina
com 'O, pode seguir por diferentes
mecanismos e que dependem do pH em que a
reacdo ocorre. Em seguida, deseja-se analisar
se DHM também é formada com proteinas
presentes em neutréfilos e eosindfilos,
potenciais geradores desses oxidantes.
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