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RESUMO

A taurina (acido 2-aminoetanosulfénico) € Braminoécido néo utilizado
para a sintese protéica, encontrada livremente iquddd intracelular e um dos
aminoacidos livres mais abundantes nos leucod#sbro, madsculo esquelético, retina
e coracgdo, tendo um papel essencial em diversasegsos bioldgicos. As propriedades
antioxidantes da taurina ja foram estudadas eda&stano entanto, a maior parte dos
estudos feitos até hoje utilizou concentracdes mesndo que as fisioldgicas. O objetivo
deste estudo € investigar as propriedades antimeslae de scavenger das
concentracdes fisioldgicas de taurina.{ 1, 15, 30 e 60 mM) contra diversas espécies
reativas de oxigénio e nitrogénio, utilizando difetes técnicam vitro. NOs achamos
diferentes reatividades da taurina contra difeseend@idantes testados. Nenhuma
reatividade significativa entre taurina e peroxigohidrogénidoi encontrada. Por outro
lado, a taurina reagiu de forma significativa caxidd nitrico e superéxido. Da mesma
forma, a taurina foi capaz de impedir a perda dadatle da superéxido dismutase
(CuzZnSOD) — um alvo descrito do ONO© causada por peroxinitrita vitro. Além
disso, a taurina pode agir corscavengedo radical peroxil e diminuir o darex vivo
causado pelo tert-butilhidroperoxido em fatias dgado de rato. Os dados deste
trabalho demonstram que a taurina, em concentrafiSedogicas, pode ser um
eficientescavengerde diferentes espécies reativas de oxigénio egditio, sugerindo

um possivel papel nas funcdes celulares e mito@ndr



ABSTRACT

Taurine antioxidant properties have already beamdisti and tested,
however most part of the studies used lower conagoms than physiological. This
study was undertaken to investigate the scavengimg antioxidant activities of
physiological concentrations of taurinee( 1, 15, 30 and 60 mM) against several
reactive oxygen and nitrogen species, using diftarevitro assays. We found different
reactivity of taurine against different oxidant Bignificant reactivity between taurine
and hydrogen peroxide was found. Instead, taurkigéb#ed a significant reactivity
with nitric oxide and superoxide. Also, taurine vedie to restore superoxide dismutase
activity loss caused by peroxynitrite vitro. In addition, taurine can scavenge peroxyl
radical and decrease tlkea vivodamage caused by tert-butilhydroperoxideat liver
slices. The aforementioned experimental data shotatl taurine, at physiological
concentrations, efficiently scavenge different ta&c oxygen species and reactive
nitrogen species, suggesting that these propertielsl be pivotal for the maintenance

of cellular and mitochondrial functions.
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mesma linha de pesquisa.

Item VIII — Referéncias bibliograficas.

Item IX — Anexos.



INTRODUCAO

1. Taurina: Aspectos gerais

A taurina (acido 2-aminoetanosulfénico) foi prinagirente descoberta e
isolada pelos pesquisadores austriacos Friedriedemanne e Leopold Gmelin em
1827 (Birdsall, 1998) ao ser encontrada na bilebdoem altas concentragfes. Seu
nome originou-se do nome em latim da espécie Roagaonde foi descoberta.

Durante muito tempo a taurina foi considerada utniente nao-essencial
para os humanos. Sua importancia na nutricdo hurpasaou a ser considerada
relevante somente em 1975 quando foi observaddoghés prematuros alimentados
por nutricdo parenteral total ndo conseguiam margemniveis plasmaticos e urinarios
normais de taurina, ao contrario de bebés alimestadm leite materno (Chesney,
1988). O estudo do leite materno indicou grandesntiades de taurina, sendo o
segundo aminoacido livre mais abundante, atrasagpéo glutamato (Agostoni et al.
2000), revelando assim uma necessidade emteinoacido para neonatos.

Sua deficiéencia estd associada com diversos prxepatologicos,
incluindo cardiomiopatia, degeneracdo da retina etardo no crescimento,
especialmente se esta privacdo ocorre em fasesdawadvimento.

Os mamiferos em desenvolvimento necessitam dentaobtida da dieta,
uma vez que existe uma baixa atividade das enzieasssarias para a sintese dpste
aminoacido a partir de outros aminoacidos sulfusadeomo metionina e cisteina — na
infancia. Ja no adulto, o cérebro ainda necessitand aporte exégeno por manter uma

baixa atividade enzimatica para sintese (Chesn@§8)1 Por esta razdo, a taurina
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passou a ser considerada condicionalmente essesroialase de desenvolvimento

humano, principalmente para o sistema nervosogrmesina.

Figura 1: Estrutura molecular (esquerda) e estrutura atémica (direita) da taurina.

Retirado de Szymansky (2008).

A taurina € ump-aminoacido ndo utilizado para a sintese protéica,
encontrada livremente no liquido intracelular e woms aminoacidos livres mais
abundantes nos leucécitos, cérebro, musculo espoeléetina e coragéo, tendo um
papel essencial em diversos processos bioldgiane em desenvolvimento do sistema
nervoso central e da retina, modulagdo de célc&abdizacdo da membrana,
reproducdo e imunidade (Schuller-Levis & Park, 3008o0s p-amino&cidos, o
grupamento amino esté ligado ao carb@n(C”) e ndo ao carbona, sendo que a
taurina contém um grupamento sulfénico (35@0 invés do grupamento carboxilico
(COOH) (Figura 1).

De fato, a taurina pode ser achada em altas coagéet em algas e no
reino animal, incluindo insetos e artropodes, n@amo, esta normalmente ausente ou
presente em tracos em bactérias e no reino ve&etaldistribuicdo é ubiquita e pode
ser encontrada em altas concentracdes nas céttasmiferos (10-80 mM) (Huxtable,
1992), no entanto, suas concentragdes no plasmbesaanodestas (10-100 uM). Os

niveis de taurina no coragéo (25-30 mM) e pulmads1(@ mM) sdo maiores do que no
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figado (10 mM), mas os maiores niveis estdo nodréféos e na retina, onde a
concentracdo citosdlica ¢ 50 e 70 mM, respectivieng®reen et al. 1991;
Sturman,1993). Enquanto a conjugacdo dos saigdslialvez seja sua funcdo mais
bem descrita, ela conta apenas como uma pequeg&opio reservatorio corporal total
em humanos.

As concentracbes mais altas de taurina ocorrem @b em
desenvolvimento, na época em que a concentracaotaes aminoacidos livres tende a
ser baixa. Com o desenvolvimento, as concentragéetaurina diminuem, com 0s
niveis adulto sendo aproximadamente um terco dosates (Huxtable, 1992). Este
padréo foi observado em humanos, macacos, ratelosy camundongos e em insetos.

A taurina € obtida tanto diretamente, por uma diegem frutos do mar e
derivados de carne, quanto indiretamente, peld®saintese a partir dos aminoacidos
precursores metionina e cisteina no figado (Hugtal®92). Este processo bioquimico
envolve duas enzimas diferentes: A primeira, cisteiioxigenase, promove a oxidacao
da cisteina a cisteina acido sulfinico na qualséalboxilada pela enzima cisteina acido
sulfinico descarboxilase — a enzima controle dessa— para produzir hipotaurina.
Finalmente, hipotaurina € oxidada a taurina (Bonokghe et al. 2006). A expressao
das enzimas cisteina dioxigenase e cisteina acilimiso descarboxilase acontece
principalmente no figado, no entanto, essas duasnas ja foram identificadas em
tecido extra-hepatico, como no rim, astrocitosséidalos; indicando pontos alternativos
de sintese de taurina (Nakamura et al. 2006; ldé 2002).

A capacidade de biossintese de taurina varia estespécies, comparados
com ratos, por exemplo, homens, primatas e felexdlsem atividades in vitro muito
baixas de cisteina acido sulfinico descarboxilas@zima considerada passo limitante

da sintese de taurina a partir de cisteina. Antaysiecisa ser suplementada na dieta dos
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gatos domeésticos, uma vez que a falta desse reteemgatos os leva a cegueira (Rana
& sanders, 1986). Como a taurina ndo é encontnadeegetais, a quantidade de taurina
excretada na urina de vegetarianos € baixa quasdparada a onivoros (em torno de

60% menor), assim como seus niveis plasmaticosgma de uma maior reabsorcao

renal de taurina. Contrariamente, quando a qualdidke taurina advinda da dieta é

grande, a subseqlente excrec¢ao urinaria tambéamdegr

A natureza zwiteridnica da taurina confere a ela wita solubilidade em
agua e baixa lipofilicidade. Consequentemente, epaga com aminoacidos
carboxilicos, sua difusdo através de membranaSligas € lenta (Huxtable, 1992). Por
esse motivo, a captacdo de taurina é feita porist@nsa transportador dependente de
jons Nd e CI na membrana celular, o transportador de taurieaT), por transporte
secundario ativo. Este transportador tem uma &timlade/especificidade por taurina, e
a captacdo de uma molécula de taurina via TauThaaNa e 1 CI, podendo ser
regulado por espécies reativas de oxigénio, comperdxido de hidrogénio (Voss et al.
2004). O TauT possui diversos residuos de serireoaina voltados para o citosol que
sdo alvos potenciais para a fosforilacdo mediadappoteina cinase A e C. Esse
transportador € modulado por fosforilacdo de pnateinase C (PKC), diminuindo o
transporte de taurina, e por proteina cinase A (PKikminuindo ou aumentando o
transporte, dependendo do tecido estudado (Hdn2006).

Muitos trabalhos tém demonstrado que a taurinacexdiversas fungdes
citoprotetoras e de vital importancia para o orgiamo (Bouckenooghe et al. 2006;
Cozzi, 1995; Sturman, 1993 ). No entanto, 0 mecamisle acdo da taurina ainda
precisa ser melhor investigado, principalmente pepda taurina como uma possivel

molécula antioxidante nos sistemas biolégicos.
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1.2 Taurina como antioxidantescavenger*

As espécies reativas de oxigénio e nitrogénio (EHRDY) sdo produzidas
naturalmente em nosso organismo, através de poscesstabdlicos oxidativos e,
muitas vezes, sdo de extrema utilidade, como maacdies em que ha necessidade de
ativacdo do sistema imunologico (por exemplo, flza¢do do perdxido de hidrogénio
pelos macrofagos para destruir bactérias e outrdesneatos estranhos); na
desintoxicacdo de drogas; e na producdo do fatexamte derivado do endotélio
(Schneider & Oliveira, 2004). Este fator, o Oxiddrino (NO), é extremamente
importante nos processos que desencadeiam o radak@andos vasos sanguineos
(Ignarro et al. 1999). Espécies reativas de oxmésdio produzidas durante o
metabolismo aerdbico, principalmente via reducdacigh do Q na cadeia
transportadora de elétrons da mitocondria, atraleexposicdo a radiacdo ou por
componentes quimicos do ambiente (como poluicaw)c®usa de sua alta reatividade,
podem causar diversos tipos de danos celularegnétante producdo dessas espécies
criou a necessidade de uma adaptacao e/ou mecatésdedesa celular para minimizar
os efeitos deletérios mediados por elas.

Diferentes tecidos apresentam diferentes quantidddssas defesas, que
sdo tanto enzimaticas — como a superéxido dism&3B); que catalisa a dismutacao
do anion superdxido a peréxido de hidrogénio e talase (CAT); que promove a
catalise do peroxido de hidrogénio,(M) até agua — quanto nao-enzimaticas — como
acido ascorbico (vitamina Cx-tocoferol (vitamina E),p-caroteno (precursor de

vitamina A) e grupos fendis de plantas (flavondjdes

! Uma moléculascavengeé toda substancia quimica capaz de atenuar cipatisss efeitos téxicos de

outra molécula. Referida como uma substéncia cd@&timinar as impurezas de uma mistura.
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Um desequilibrio entre a producdo de ERO/ERN ee&mainacdo pelos
sistemas antioxidantes favorecendo a superproddedsas espécies € chamado de
estresse oxidativo e estresse nitrosativo (Klattasnas, 2000; Ridnour et al. 2005).
Esta superproducdo € o mecanismo comum por trasnuleas neuropatologias,
responsabilizando-se por danos a lipidios, prasegn@NA. Por causa disso, 0 estresse
oxidativo e nitrosativo tem sido implicado numargta variedade de doencas humanas
assim como no processo de envelhecimento (Valkb 2007).

A mitocOndria € a organela responsavel pela pradagienergia celular,
tornando-se a principal fonte de producdo dessaécies e seu consequente alvo de
dano (Boveris & Navarro, 2008). A integridade dascbes mitocondriais € essencial a
vida celular, porque elas sdo a maquinaria celgler nos permite a utilizacdo de
oxigénio, além de estarem envolvidas em muitos chepeda estabilidade celular.
Disturbios da funcdo mitocondrial levam a deficia@ntas funcdes celulares, expressas
como doencas, deficiéncias ou morte celular (Zh&ar@i, 2008; Gao et al. 2008). O
processo de producdo dessas espécies € iniciaddayoa elétrons vazam da cadeia
transportadora de elétrons e reduzem o oxigénioecutar originando o anion
superéxido (02 que é prontamente dismutado pela enzima superddisimutase
(SOD) a HO,, que por sua vez € transformado em agua pela arcatalase (CAT) ou
pela glutationa peroxidase (GPx). No entanto, aguwmetais como o ferro e o cobre
também podem reagir com g® pela reacdo de Fenton e formar um radical de maior
poder oxidante, chamado hidroxiDH), causando danos diretamente ao DNA. Esse
mesmo radical pode atacar um hidroperoxido de memabiniciando a cascata de
peroxidacgéo lipidica, propagada pelo radical pé(@&®OO), que também pode atacar o
DNA causando mutagénese (Lim et al. 2004) e deveinderrompida por algum

antioxidante (ver figura 3; pag. 19).
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As mitocondrias também sdo capazes de produzirdif@vés da isoforma
mitocondrial da enzima NOS - 6xido nitrico sintasgHaynes et al. 2004), podendo
formar espécies de maior poder danoso, como o ipérde (ONOQO), pela sua reacéo
com o superoxido (Figura 2). Esta ERN € um podeaggmte nitrante, que inativa
sitios criticos para o funcionamento enzimaticoméndo um aduto imunodetectavel
nos residuos de tirosina, a 3-nitrotirosina, alédanificar proteinas, lipidios e acidos
nucléicos, por acdo direta ou geracado de outradciespreativas. A formacdo de 3-
nitrotirosina resulta da decomposicdo homolitica @NOO que gera didxido de
nitrogénio (NQ") e radical hidroxil (OH), porém essa reacao tem um pequeno papel
vivo, uma vez que o ONOQ@eage rapidamente com dioxido de carbono, residtao
radical carbonato (C{). Esse radical é mais seletivo e mais téxico de guadical
‘OH, no entanto, ir4 iniciar muitas das reacOesfitadioras normalmente atribuidas ao
‘OH e é talvez um oxidante biolégico mais relevdRtcher et al. 2007).

Por serem as organelas mais redox-ativas do celg®séo mais facilmente
afetadas pelo estresse oxidativo e nitrosativo.mdbmente, durante o metabolismo
mitocondrial basal, essas espécies sao frequentenmemutralizadas pelas defesas
antioxidantes. Contudo, sob estados patolégicognesanismos antioxidantes sao
incapazes de combater a excessiva formacdo de EHRDéEelas sdo depletadas. Toda
essa producdo de ERO/ERN converte a mitocondriaima organela alvo do dano
oxidativo, 0 que acaba influenciando na sua eficaamplificando e perpetuando o
estresse oxidativo. O resultado destes procesaosfeamacado celular, danificacdo de
pontos vitais e até mesmo morte celular. As ERO/HRIem iniciar/induzir um
processo de envelhecimento evocando uma rapidacm@a e conseqlente morte

prematura das células por apoptose. O declinidudgdes mitocondriais e producéo de
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energia resultando em maior estresse oxidativo ®o deelular tem um papel

significativo no envelhecimento e doencas degenaesa{Mandelker, 2008).

V Oxidacao direta
CcoO
02 + NO — ONOO — ONOOCO2 —» CO3

2NO <~ \

“‘\ & ‘-\
+

Noz [.J

ONOOH —=HQ + - NO,

"ooN0, N o3

0,+NO,  2NO, \

Nitrosilagao

Figura 2: A inter-relacdo do éxido nitrico (NO*), superdxido (O2), peroxinitrito (ONOO-)
e didxido de nitrogénio (NO2°). Quando o&xido nitrico e superdxido estdo ambos
presentes, eles podem reagir com didéxido de nitrogénio para formar N2Os e
peroxinitrato. Esse Ultimo decompde-se para originar nitrito e oxigénio, enquanto N20s
pode reagir com tidis, formando nitrosotidis ou com o &nion hidréxido para originar
nifrito. Adaptado de Pacher et al. (2007).

As concentracfes mitocondriais de taurina aindafox@mn descritas, porém
suas altas concentracOes celulares e suas prapggedsugerem-na uma funcéo
antioxidante e descavenger provavelmente protegendo esta organela do estress
oxidativo. Estudos recentes com ratmmckout para o transportador de taurina da

membrana plasmética (TauT) demonstraram aberragssturais na mitocondria,

sugerindo uma possivel correlacdo entre o trareparcelular da membrana de taurina

2 Um ratoknockouté um rato modificado por engenharia genética gaeaum ou mais de seus genes

estejam inativados mediante uma técnica chamadee fgmckouit.
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e a mitocondria (Schuller-Levis & Park, 2003). HEstsl recentes do nosso grupo de
pesquisa demonstraram que em células cultivadeaptacdo de taurina radioativa do
meio de cultura se acumula preferencialmente m@dranitocondrial (Klamt & Shacter,
2005), sugerindo a existéncia de um transportadtwcondrial de taurina ainda néo
descrito. Curiosamente, em animais que ndo possasgerotas de biossintese para este
aminoacido, como os felinos, uma dieta deficiemtet@urina leva ao desenvolvimento
de cardiomiopatias, que sdo uma das principais festa¢des clinicas das
encefalomiopatias mitocondriais humanas.

A taurina € um osmalito organico utilizado pelatules na regulacdo do
volume celular para se adaptar a um desbalanco teem@appaz, 2004). Outras
pesquisas demonstram que a taurina pode protegeragdo do dano de reperfuséo
induzido por neutrofilos e estresse oxidativo percu atividade respiratéria dos
neutroéfilos é significativamente reduzida na preaete taurina. Esse efeito protetor da
taurina é sugerido que seja mediado por suas pdgates antioxidantes. Através da sua
habilidade de neutralizar o acido hipocloroso (HQ@ha substancia oxidante potente,
a taurina € capaz de atenuar o dano ao DNA caysadoompostos aromaticos de
aminain vitro (Kozumbo et al. 1992). Por causa da estruturaalshéctaurina, contendo
um acido sulfénico ao invés de um acido carboxilea ndo forma um aldeido a partir
de um &cido hipocloroso, formando ao invés disso aomposto de cloroamina
relativamente estavel (taurina-cloramina) (TnChrt&nto, a taurina € um antioxidante
que especificamente medeia a concentragcdo do @n el do acido hipocloroso e
protege o corpo dos efeitos potencialmente toxaadiberacdo de aldeido. Outras
propriedades antioxidantes da taurina tém sido relage mas seu possivel efeito
protetor a um estresse oxidativo em sistemas b@mégprecisa ainda ser mais

profundamente investigado.
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Tadolini et al. (1995), demonstraram que a hipataufum precursor da
taurina), em concentragdes fisiologicas, pode fingbiperoxidacdo lipidica, por agir
comoscavengede ‘OH, também inibindo a auto-oxidacéo do'Fgue leva a formacéo
de ferro perferril, mas ndo afeta a producdo d€ €nquanto a taurina (em
concentracdes até 10 mM) ndo teve nenhum efeitsigtema experimental estudado.
No entanto, a taurina pode modular os niveis dexpacao lipidica regulando os ions
Ca' pois eles estdo envolvidos na patogénese do damarcmediada por radicais de
oxigénio (Braughter, 2005).

Taurina e hipotaurina (ambas em concentracfes @aténM) em retina
isolada de sapo, também interferem com uma refacdion-liké que causa a formacéo
dos radicais alkoxil, um dos iniciadores do prooa$s peroxidacéo lipidica (Pasantes-
Morales & Cruz, 1985). J4 Arouma et al (1988),mafiram que parece improvavel que
a verdadeira funcdo da taurima vivo seja agir como uma molécula antioxidante,
porque de acordo com 0s procedimentos experimedédes a taurina parece nao ter
reagido com kKO, (até a concentracdo de 14,40 mM) oy @até 1,5 mM), em um
sistema que utilizou o sistema xantina/xantina@as&édcomo doador desse radical. Além
do mais, a taurina parece ser um padravengerde ‘OH, sendo a hipotaurina mais
eficiente. Corroborando com este fato, concentsagi@getaurina até 2 mM nao foram
capazes de protegenantiproteinase contra inativagao a partir de H@@Cbuma et al.
1988).

Outros estudos mostraram que a taurina sozinhgmdege os lipidios de
ERO da oxidagdo, mas em conjugacdo com o retinml a@lmenta a atividade
antioxidante dessa mesma molécula (Keys & Zimmerni#99). O sinergismo

antioxidante da taurina com o retinol pode expleg@rotecdo da taurina vivo contra

® Reac&o que exibe as mesmas caracteristicas @ @a¢enton.
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oxidacao induzida pela luz (e suas altas concdiggaga retina, ~60 mM). A adicédo de
5 mM de taurina a um meio de incubacdo de lentegendo glicose reduziu o
vazamento de LDH (um indicativo de viabilidade &mluenquanto uma técnica de EPR
usando 5,5-dimethil-1-piroline-N-oxide (DMPO) masiruma reducdo na amplitude do
sinal do superoxido, mas ndo no sinal do radicdrolil, quando a taurina foi
adicionada a solucdo teste. Aléem disso, o paEE=Evengerda taurina contra o
superoxido foi maior do que o podaravengercontra o radical hidroxil. Portanto, eles
concluiram que a taurina pode ter um papel muifpimante no sistema antioxidante da
retina, assim como nas lentes (Kilic et al. 1999).

Em concentracbes até 20 mM, a taurina pode inibjercdo de ERO
induzidas por homocisteina e o desbalanco na rgfulde calcio, que pode gerar ERO
em mitocondria de miocardio, embora néo tenha tidohum efeito na geracdo de
superoxido (Chang et al. 2004). Acima de 30 mMawriha reduziu suavemente a
oxidacdo da DHR mediada pela formacédo de ON@xtivada de SIN-1 em culturas de
células PC12, além de induzir proliferacao cel(Ndehta & Dawson, 2001).

Efeitos deletérios da producdo de ERO durante airag@o do odcito
podem afetar o desenvolvimento embrionario de baféBlondin et al. 1997). Alguns
estudosn vitro de cultura de embrido demonstraram que a suplag@nde taurina ao
meio de cultura (com concentracdes de até 3 mMhéfica para o desenvolvimento do
embrido. Efeitos positivos similares da taurina aesenvolvimento embrionario
também tém sido reportados para diferentes espéueidsindo ratos (Dumoulin et al.
1992), porcos (Reed et al. 1992), vacas (Fujitaal.€1997; Guyader-Joly et al. 1998),
coelhos (Li et al.1993) e Hamsters (Bavister & Maian, 1993). Ao contrario,
Devreker & Hardy (1997) mostraram que a supleméatade meios com 5 mM de

taurina ndo teve nenhum efeito significativo no eteslvimento embrionario.
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Similarmente, Choi et al. (1998) também n&o achamemhum efeito com
concentracdes variando de 0,01 a 10 mM no deseémato embrionario de ratos
tratados com meio de cultura.

Clinicamente, a taurina tem sido usada no tratamnel® uma grande
variedade de condic¢des, incluindo doencas cardioNea®s, hipercolesterolemia,
epilepsia, doencas hepaticas, doenca de Alzheiateoplismo e outras desordens
degenerativas (Sturman, 1993). Também é adicioaddanulas alimenticias de bebés
prematuros, assim como suplementada para neonatdglos durante muito tempo em
nutricdo parenteral total, restabelecendo seussnivemais de taurina (Chesney, 1988).

Da mesma forma, doses de suplementacdo sdo comrsupuod atletas, por
acreditar-se que ela aumenta o desempenho figicdps/endido em academias e sites
especializados. No entanto, grande parte dos esttmio humanos utiliza preparados
liquidos contendo uma combinacdo de varios amidoaci{Ratamess et al. 2007;
Hoffman et al. 2008), dificultando um possivel edienento da relacdo entre a
suplementacao de taurina e o exercicio fisico (onhecido fator estressante para o
organismo).

A liberacao de taurina pelo musculo esqueléticaimhero exercicio também
€ descrita na literatura, possivelmente para regalanaior osmolaridade da fibra
muscular que ocorre pela producdo de subproduttabgieEos (Cuisinier et al. 2002).
Essa liberacdo pode ser desencadeada pelo aunceestrelsse oxidativo induzido pelo
exercicio e pelo aumento da atividade de fosfolipAs (Ortenblad et al. 2003).
Considerando alguns estudos que alegam um efeitaudaa na melhora da producéo
de forca muscular (Bakker & Berg, 2002), a perdaadeina pelo musculo esquelético

poderia significativamente afetar o desempenho olaisc
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A taurina e suas possiveis fun¢des antioxidantabéden podem ser Uteis
em transplante de 6rgaos, nos quais preservacpetimicas de longo prazo séo de
crucial importancia. Orgéos tais como o coracaigado e rim s&o altamente sensiveis
ao dano de isquemia/reperfusdo, no qual a prodde&deRO e a ativacdo das células
imunologicas ocorrem (Schemmer et al. 2005). Ohganet al. (2005) demonstraram
que a suplementacdo de taurina em uma solucdmpkmgicd diminuiu os danos de
isquemia/reperfusdo por suprimirem o estresse tixad@& apoptose, melhorando na
recuperacao das fungdes do tecido cardiaco apssrpagdo hipotérmica prolongada.

Além disso, em casos de sindrome compartimeniadiuzidas por
isquemia/reperfusdo em musculos de patas de caethtratamento com taurina 1g/kg
diminuiu a formacgédo de edema muscular em 16% leegal¢do de LDH em 36%, assim
como a concentracdo plasmatica de MDA e dienosugadps também diminuiu em
38% e 28% respectivamente. Enquanto no musculoeksipo, foi observada uma
diminuicao de 22% e 30% desses mesmos aspectos.

Este mesmo grupo avaliou a capacidade antioxidimntaurina, mostrando
que em estudom vitro a taurina diminuiu o contetdo de malondialdeid® /) em
um modelo experimental de fatias de musculo incabatbm acido hipocloroso de
maneira dose dependente, mas nao encontrou nenmuick@nca dos parametros de

estresse oxidativo quando as fatias foram incubadas HO, ou xantina/xantina

* Solucdes cardioplégicas, sdo as solucdes empregada finalidade de promover a parada cardiaca
controlada do coragdo. A parada cardiaca induziola splugdo cardioplégica pode acontecer por

hiperpolarizacéo, despolarizacédo ou com bloqueaditadoomba de calcio.

® Sindrome compartimental é uma complicacdo queeserwolve nos musculos quando sua perfusdo
sanguinea ndo é adequada. Caracterizada pela gs@gestior continua, hipoestesia, edema e
enrijecimento da regido acometida. Suas principaissas podem ser a constricdo de membros por
aparelho gessado e/ou curativo, além de um posaiveénto de substancias no compartimento muscular

causado por um edema ou hemorragia.
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oxidase. Desta forma, concluindo que o tratamemim ¢aurina atenuou o dano
induzido por estresse oxidativo, sugerindo queli@aag@o clinica de suplementacéo de
taurina pode ser uma nova estratégia para o tratange prevencdo desta sindrome
(Wang et al. 2005).

Na falta de um estudo que avalie se as concengdisi@ogicas de taurina
tém realmente um papel como antioxidante contEBRS/ERN mais relevantes, e dada
a controversia existente na literatura cientificdore esse assunto, nosso trabalho
procurou gerar conhecimento sobre esta linha dgusss testando primeiramente os
efeitosin vitro da taurina contra estas espécies (CAPITULO 1h pasterior analise
destes efeitos em sistemas vivQ assim como na protecdo de organelas - como a
mitocondria (CAPITULO 2). A relevancia deste estumlseia-se no uso da taurina,
cada vez mais freqlente, na alimentacdo e terapéde humanos. Desta forma,
estudos que evidenciem e esclarecam a verdadegadueste nutriente sdo de extrema

importancia.
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OBJETIVOS

1 - Objetivos gerais:

Nosso objetivo € estudar as propriedades antiosedaa descavengerdas
concentracdes fisioldgicas de taurina contra asrslas espécies reativas de oxigénio e
nitrogénioin vitro e também verificar se a taurina é capaz de prewvedano induzido
por estresse oxidativo em fatias de figado de raliocidando seu possivel papel
controverso como uma molécula antioxidante, assamoc propondo uma possivel

funcaoin vivode protecdo mitocondrial e celular.

2 - Objetivos especificos:

| - Verificar se concentracdes fisiologicas de taunpossuem reatividade
com peroxido de hidrogénio §8y);

Il - Verificar se concentracdes fisiologicas de t@ugpossuem reatividade
com doadores de 6xido nitrico (YD

Il - Verificar se concentracdes fisiologicas de t@upossuem reatividade
com doadores de anion superoxido (192

IV - Verificar se concentracdes fisioldgicas de taupossuem reatividade
com doadores de radical peroxil (RO

V - Verificar se concentracdes fisioldgicas de taunpossuem reatividade
reage com peroxinitrito (ONOD

VI - Verificar se ha protecéo da taurina em fatiaighelo de rato mediante
estresse oxidativo causado por t-BHP;

VII — Analisar as propriedades antioxidantes da tauranmitocondria.
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CAPITULO 1 — ARTIGO CIENTIFICO

SCAVENGING AND ANTIOXIDANT POTENTIAL OF PHYSIOLOGI®&L
TAURINE CONCENTRATIONS AGAINST DIFFERENT REACTIVE

OXYGEN/NITROGEN SPECIES

Oliveira, M.W.S.; Minotto, J.B.; de Oliveira, M.RZanotto-Filho, A.; Behr, G.A.

Rocha, R.F.; Moreira, J.C.F.; Klamt, F.

Artigo em analise no periodidemino acids
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Abstract

Several studies have been already conducted abewrtioxidant properties of taurine. However, éos
studies have used lower concentrations of fh®mino acid than physiological ones. This study
investigates the scavenging and antioxidant pr@sexf physiological taurine concentrations against
many reactive species. No chemistry between taanntkhydrogen peroxide was found. Instead, taurine
exhibited significant scavenging potential agaipstoxyl radical, nitric oxide, and superoxide danor
This study evaluates if taurine is able to minimthe in vitro CuZn-Superoxide Dismutase damage
induced by peroxynitrite. Taurine prevents the fation of nitrotyrosine adduct as well as the deseda
superoxide dismutase activity caused by peroxyaitin addition, taurine prevented tae vivodamage
caused by tert-butilhydroperoxide in rat liver eic This experimental data show that taurine, at
physiological concentrations, efficiently scavengemny reactive oxygen and nitrogen species,

suggesting that these properties are pivotal ®mthintenance of cellular functions.

Keywords: taurine, scavenger, antioxidant, reactive oxy@@ecies, reactive nitrogen

species.
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List of abbreviations

SNP: Sodium Nitroprusside;

PBS: Phosphate buffer saline;

ROO: Peroxyl radical,

ONOO: Peroxynitrite;

NO: Nitric Oxide;

O;: anion Superoxide;

SOD: Superoxide dismutase;

NOS: Nitric oxide synthase;

ROS: Reactive oxygen species;

RNS: Reactive nitrogen species;

t-BHP: tert-Butilhydroperoxide;

H.O,: Hydrogen peroxide;

AAPH: 2,2’-Azobis(2-methylpropionamidine)dinydramindle;
NBT: Nitro Blue Tetrazolium;

MDA: Malondialdehyde;

MPO: Mieloperoxydase;

DTNB: 5,5'-dithiobis-(2-nitrobenzoic acid);
TnCl: taurine chloramines;

TEMED: N,N,N’,N’-Tetramethyl-ethylene-diamine
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Introduction

Taurine (2-aminoethanesulfonic acid), a sulfur-agrinhg -amino acid, is found in all
animal cells at millimolar concentrations whereasnaentrations in plasma and
extracellular fluids are much lower, typically ramg from 10 to 100 uM (Schuller-
Levis and Park 2003). Although not incorporatedo inproteins, intracellular
concentration of taurine reaches up to 80 mM, deipgnon the tissue. Taurine levels in
heart (25 — 30 mM), brain (30 — 40 mM), and lunfy €117mM) are higher than in liver
(around 10 mM). However the highest levels of taeirare found in neutrophil, where
the cytosolic concentration is 50 mM, and in retff@ — 70 mM) (Green et al. 1991;
Sturman 1993; Massieu et al. 2004).

Several biological functions have been attributed thurine such as bile acid
conjugation, maintenance of calcium homeostasisnoosgulation and membrane
stabilization (Huxtable 1992). Studies have presgnthat especially high taurine
concentrations are found in tissues with high aweaactivity (like retina, nerves,
kidney and heart); while lower concentrations aoeinfl in tissues with primary
glycolytic activity (Hansen et al. 2006). ). Degpihe fact that taurine is a very stable
molecule and difficult to oxidize, these data swgjgdat the high concentrations of
taurine in these cell types could exert a physiglsgavenging

potential against reactive species generated liatixe metabolism.

Variousin vitro andin vivo studies have demonstrated that taurine has cytaince
effects. Even though the current mechanism(s) Uyidgrthe several protective effects
of taurine are not well known, these actions arerofattributed to an antioxidant
activity (Schaffer et al. 2003; Pasantes-Moraleal.et985; Gordon et al. 1986; Laidlaw

et al. 1989; Milei et al. 1992; Nakamori et al. 39®Raschke et al. 1995). Taurine is
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known to react and detoxify hypochlorous acid (HPD@Eenerated by activated
neutrophils from myeloperoxidase (MPO), hydrogerogigle and chloride during the
oxidative burst (Cunningham et al. 1998). This ective function involves the
formation of stable taurine chloramine (TnCl), ang believed to be the reason for the
high levels of taurine (50 mM) found in neutrophiMoreover, taurine can inhibit the
formation of the apaf-1l/caspase-9 apoptosome complehibiting the apoptosis
mediated by mitochondria (Takatani et al. 2004)sjite of that, it was previously
demonstrated that TnCl is a potent inducer of @wgned cell death in cancer cells
(Klamt and Shacter 2005).

Previous studies which searched for the free rédaavenging potential of taurine have
observed minimal direct chemical scavenging actiagainst many oxygen-derived
radicals (Aruoma et al. 1988; Shi et al. 1997). @awtor that is often not adequately
addressed in the assessment of the antioxidanofairine is its aforementioned high
intracellular concentrations in certain types ofl.céor example, the scavenging
potential of taurine against-®H-generating system was previously investigated, a
demonstrated to be ineffective, but the highestentration used in those studies was
10 mM (Tardolini et al. 1995). Thus, it is unknowrhether or not the relative low
oxidant chemistry of taurine has biological relesanin cells that contain high
concentrations of it. The objective of the presstudy is to examine then vitro
properties of physiological taurine concentratiagainst different oxidants. It also
intends to determine whether taurine could pratetis from t-BHP toxicity in rat liver

slices, clarifying some possibile vivo antioxidant properties of thigamino acid.
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Materials and methods

Chemicals reagents and solutions

Taurine was purchased from FLUKA (USA) and CuZnSfodn bovine erythrocytes
was acquired from Roche (USA). 2,2’-Azobis(2-megingpionamidine)dihydrochloride
(AAPH) and 6-hydroxy-2,5,7,8-tetramethylchroman&boxylic acid (TroloX) were
purchased from Aldrich Chemical (Milwaukee, WI, US&olin—Ciocalteu reagent was
obtained from Merck (Germany). All other reagentsrev purchased from Sigma
Chemical Co.(St. Louis, MO, USA). Taurine solutions were pregghdaily in ultra-pure
Milli-Q water or in specific buffer. All experimestwere carried out using 1, 15, 30 and
60 mM of taurine o-alanine (used as B—amino acid control). Troldk 1mM, a
synthetic analog of vitamin E, was used as a standatioxidant. Protein content was
measured by Lowry method using bovine serum albuasirstandard (Lowry et .al

1951).

Animals

Adult, male Wistar rats were obtained from Cen&almal House of our Department.
They were caged in group of five with free accessfdod and water and were
maintained on a 12-h light—dark cycle (lights o607am), at a room temperature of
22 °C 1 °C. All experimental procedures were iedrrout in accordance with the
National Institutes of Health Guide for Care anceldé Laboratory Animals and with

the approval of Ethics Committee from Universid&aeleral do Rio Grande do Sul.
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In vitro scavenging potential assays

Hydrogen Peroxide

To assess thm vitro reactivity of taurine against hydrogen peroxidéfecent taurine
concentrations were incubated with 1 mM hydrogeroxide for one hour. Later, the
remaining concentration of282 was determined. Hydrogen peroxide was titulatetl an
kept protected from light to avoid early decomposit(2>.240 nm = 43.6 Mcm’)

(Claibone 1985).

Peroxyl Radical

Thein vitro scavenging activity of taurine against peroxylicatd was estimated by the
total reactive antioxidant potential (TRAP) as poesly described (Lissi edl. 1992;
1995). Briefly, the reaction mixture (3,7 mL) coimiag AAPH (10 mM)and luminol (4 mM)

in 0.1 M glycine buffer (pH 8.6) was incubated abm temperature for 2 h. The
thermal decomposition of water-soluble azobis (2damopropane hydrochloride)
produces peroxyl radicals (RQGt a known steady rate. Peroxyl radical reacth wi
luminol yielding chemiluminescence (CL). The additiof 300 pL of different taurine
concentrations decreases the CL proportionallys@mtioxidant potential. The TRAP
profile was obtained by measuring the CL emissiorailiquid scintillation counter
(Wallac 1409) as counts per minute (CPM). The QGensity was monitored for 50 min
after the addition of taurine. The areas undercthee of the chemiluminescence traces
were used to statistically compare the scavengotgnpial of taurine against RO@s
compared to the control traces. The “induction timan be associated to the time

required to consume the active antioxidants preisethie sample.
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Nitric Oxide

In vitro generation of nitric oxide (NPwas achieved by the decomposition of 20mM
sodium nitroprusside (SNP) in PBS buffer (pH 7,4)d&scribed (Kumar et al. 2006)
with modifications for a 96-wells microplate. Difent concentrations of taurine were
incubated with SNP for one hour at 37°C. After, R@i Griess reagent was added, and
the remained nitrite was spectrophometrically deteed at 540 nm. As nitrite is the
only stable final product of the autoxidation of N@aqueous solution (Miranda et al
2001; Awad et aJ.1993;Ignarro et al. 1993), only nitrite was measuby Griess
reaction (Griess 1879). The results were expressedh of generated nitrite, using

sodium nitrite as standard.

Superoxide Anion Radical

Scavenging activity of taurine against superoxidmm was assessed in two different
assays. First, it was quantified the inhibitionsoperoxide-dependent adrenaline auto-
oxidation to adrenochrome by different taurine @rications in a spectrophotometer at
480 nm, as previously described (Misra et al, 197M2)e results are expressed in
absorbance/time (seconds). The area under the mirwvbe graph was used for
statistical analysis, and compared against theraowalues. Five units of CuZnSOD
(E.C.: 1. 15. 1. 1) were used to give assay spégifiSuperoxide scavenger activity was
also spectrophotometrically determined by monigrisuperoxide-dependent NBT
reduction to the blue chromogésrmazan at 560 nm in the presence of differentiriau
concentrations (Silva et aR007). After, 0.1 mM NBT and 0.02 units/mL Xanthine

Oxidase (XO) (E.C.: 1. 1. 3. 22) were added tolatem of Tris-HCI (50 mM) at pH
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7.4, containing 0.012 mM Tween 20 and 1 mM EDTAIsTimixture was warmed at
37°C. Then, a 10-fold concentrated taurine solutvass added to reach a final volume
of 200 pL, and NBT reduction was monitored for lithva 2-minute interval in a 96-
wells microplate reader (Molecular Devices). Theeraf superoxide formation was

expressed in % superoxide formation.

In vitro ONOO-mediated CuzZnSOD 3-nitrotyrosine formation and

decrease in enzyme activity

Peroxynitrite solutions were prepared from acidifieydrogen peroxide and sodium
nitrite as described previously (Saha et al. 1988) its concentration was determined
using the extinction coefficient at 302 niis2 nm= 1670 Micm®). Samples consisted of
CuzZnSOD (2 units) mixed with different taurine centrations. Nitration was carried
out by incubating samples with 100 uM of peroxytetfor 1h, and determined ljot-
Bot analysis using anti-nitrotirosine antibody. Sarmspleere applied to a nitrocellulose
membrane. After blocking the membrane with 5% aliount was incubated overnight
with rabbit anti-nitrotyrosine antibody (1:2000)@¥BBiosciences, CA, USA), followed
by horseradish peroxidase-conjugated secondarigaalyti(1:10000) (DakoCytomation,
USA). Dots were visualized by chemiluminescencagi&CL kit from NEM (Boston,
MA, USA). Densitometric analysis of dots were perifed using ImageJ 1.36b software
(National Institutes of Health, USA). SOD activityas assessed in 10% native
poliacrilamide gel stained with 4-nitroblue tetrbam (NBT). The bands were revealed
through the reduction of NBT (0,2 mg/mL) by supedex produced by the
photochemical reduction of riboflavin (2,8 uM) witkhN,N’,N’-Tetramethyl-ethylene-

diamine (TEMED, 28 mM), modified from previous siesl (Beauchamp et al. 1971). A
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calibration curve was obtained by measuiimgel activities of different concentrations

of CuzZnSOD (Fig. 5b).

Ex vivo assay

Sample Preparation

The antioxidant activity of taurine was also ev#ddaex vivo, using t-BHP (tert-
butylhidroperoxide) as an oxidant. Rat liver slicgsre preincubated with different
concentrations of taurine, for 30 min, at@7Those preincubations occured under a
carbogenic mixture (95% 5% CQ) in a shaking water bath in a medium of oxygen-
balanced Krebs-Ringer phosphate buffer (pH 7.4)hwilD mM glucose. After
preincubation, t-BHP (1mM) was added. Subsequerslyliver slices were removed,

and homogenized with PBS (pH 7.4), and stored@C-8ntil further analysis.

Protein Sulfhydryl Level

To analyze oxidative alterations in proteins indutg t-BHP, the remained levels of
reduced protein thiol (-SH) in samples were meakulesample aliquot was diluted in
0.1% SDS and 10 mM 5,5-dithiobis 2 nitrobenzoidg&TNB). Ethanol was added to
yield the intense yellowish color produced by teaation between the sulfhydryl (-SH)
groups and DTNB. After 20 min, sulfhydryl levels ngespectrophotometrically

determined at 412 nm (Ellman 1959). Results areesged as mol SH/mg protein.

Thiobarbituric Acid-Reactive Species (TBARS
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As an index of lipid peroxidation, a TBARS formatiavas detected through a hot and
acid reaction. This is widely adopted as a methmdnfieasuring lipid oxidation, as
previously described (Draper et al. 1990). The hgemates of rat liver slices were
mixed with 0.6 mL of 10% trichloroacetic acid (TCAnd 0.5 mL of 0.67%
thiobarbituric acid, and then heated in boiling evafor 25 min. TBARS were
spectrophotometrically determined at 532 nm. Resait expressed as nmol MDA

equivalents/mg protein.

Statistical Analysis

Results are expressed in meanstandard error of the mean (S.E.Mp)yalues were
considered significant whep < 0.05. Differences in all experimental groups ever

analyzed by one-way ANOVA followed by the post fakey's test.

Results

Scavenging potential of taurine against kD2, ROO,, NO and Oz

In order to address the possible antioxidant rblghgsiological taurine concentrations,
it was decided to investigate threvitro scavenging potential of taurine against different
reactive species. In all experiments, trflod mM) — a standard antioxidant — and
B—alanine (at the same concentrations of taurinep=amino acid control — were used.
Fig. 1 shows that there is no significant reagtivietween taurine and 1mM hydrogen

peroxide at any concentration testpailanine had no reactivity with.8, as well (data
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not shown). In spite of that, 15, 30 and 60 mMaafrine were able to quench peroxyl
radical generated by AAPH decomposition, decreasiregperoxyl-mediated luminol
chemiluminescence (Fig. 2B—-alanine had no detected reactivity against peroxyl
radical (data not shown). TrolBxvas used as negative control. Taurine was alsotabl
decrease nitrite formation from the decompositibmityvic oxide, being as effective as
trolox® (1 mM) for scavenging NO(Fig. 3). Moreover, using two different assays,
scavenging activity of taurine against @onors was found in the concentrations of 30
and 60mM (Fig. 4). CuZnSOD was used to give aspagificity (see materials and

methods section).

Reactivity against peroxynitrite

Since @ and NO are precursors for the endogenous synthesis of @ NCthe cells,
and CuzZnSOD is a well-known target of peroxynifritewas evaluated if taurine was
able to prevent CuzZznSOD damage by ONO®was found that exposure of high
taurine concentrations are able to decreaseirthdtro formation of 3-nitrotyrosine
adducts in CuZnSOD enzyme mediated by ON@@. 5a). In addition, as shown in
Fig. 5b, 60 mM of taurine was capable of rever€dugnSOD inactivation mediated by

peroxynitrite as well. Taurine alone had no dingefifect over CuZnSOD activity.

Taurine ex vivo status against t-BHP

To test if physiological concentrations of tauricauld prevent oxidative damage in a
mammalian tissue system, rat liver slices werenptdated with taurine, and then
exposed tdert-butilhydroperoxide (t-BHP). Two oxidative paranrstevere analyzed;

t-BHP-induced lipid peroxidation and protein sulfinyl oxidation (Fig. 6). All taurine
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doses inhibited the t-BHP-induced lipid peroxidati@-ig. 6a). Likewise, all taurine
concentrations prevented the decrease in protdfhyduyl levels induced by t-BHP

(Fig. 6b).

Discussion

Despite the ubiquitous distribution and severalaws discussing the action of taurine
in physiological and pathological processes, nosensus on its antioxidant role in
mammalian systems has been reached, and the ofugretion of taurine is still being
discussed. Moreover, none of the works have ewadutite effective concentration of
taurine physiologically achieved in cells with higkidative metabolism. The objective
of this study was to determine if taurine in phiegical concentrations is able to act as
an antioxidant or scavenger molecule. The novdlifigs presented here are that
taurine, at physiologic concentrations over 15 nakts as a gooih vitro scavenger of
reactive oxygen (named peroxyl radical and aniopesaxide) and nitrogen (nitric
oxide and peroxynitrite) species. The data supgperthypothesis of taurine acting as an
important intracellular ROS/RNS scavenger and aitant.

Hydrogen peroxide is a reactive oxygen specie asigraaling molecule, which can be
produced in almost all tissues. It can cross celimoranes and react with iron to form
more harmful species such &H (Halliwell and Gutteridge 2007). In the present
experimental model, 8, incubation with different taurine concentrationd diot show
any reactivity, suggesting a low interaction betw#deese molecules, as seen previously
(Arouma et al. 1988). However, those incubationgpleaed at lower concentrations of
taurine (up to 1 mM). A more detailed analysis loé data presented here support a
higher specific scavenging activity of taurine. Turaletected reactivity against®and
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the abovementioned high concentration of taurinepia-inflammatory cells €.9:
neutrophils) should allow enoughe®k flux for hypochlorous acid (HOCI) synthesis by
MPO, during oxidative burst.

In spite of this permissive environment foe®4, taurine showed efficient reactivity
against nitric oxide, being effective from 15 mM &0 mM. Nitric oxide is
physiologically produced by NOS activity in mangsiies, and also in mitochondria
(Bustamante et al. 2007). N@xerts several effects in biological systenesg(
regulation of vascular smooth muscle tone; platedgigregation) (Ignarro 2002), and it
can modulate the activity of the mitochondrial &lee transport chain by the inhibition
of cytochrome c¢ oxidase (Antunes et al. 2007)I40 aeacts with superoxide anion to
generate peroxynitrite or other radicals, damagihg mitochondria. The taurine
reaction with this radical may be importamtvivo to avoid S-nitrosylation modification
in enzymes, like glyceraldehyde-3-phosphate-delgehtase (G3PDH), and to damage
iron-sulphur proteins in mitochondria (Halliwell duGutteridge 2007). In addition, the
mitochondrial electron transport chain is the msite of ROS production since it is
where oxygen is reduced te®l. In this path, electrons leak from the chain eedtlice
partially molecular Qyielding superoxide radical. Superoxide is a ndosihg radical
with short half-life. Yet, it can cause cellularndage by itself or yield more reactive
radicals. Taurine concentrations above 15 mM magvent superoxide production
generated by this system. These data suggest @atnads a vital importance in
mitochondrial metabolism. Moreover, taurine did miftuence the basateady state
generation of ED, and G- by mitochondrial electron transport chain initchtey
succinic acid, but prevented the ROS formation eapbcysteine (Chang et al. 2004).
Other system that generates a superoxide flux (XA/Xvas also used here to

demonstrate the scavenging ability of taurine. &tiectiveness of taurine suggests that
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it can act as a redox buffer for superoxide radicaspecially in sites of high production
(like mitochondria), as postulated by other autiétansen et al. 2006p—alanine did
not exhibit the same pattern, showing effectivermedg at 60 mM (data not shown), but
this concentration is unreachable vivo (Kontro 1983). The evidence of taurine
reaction against NCand Q- led us to hypothesize whether taurine could reatt
peroxynitrite, the reactive nitrogen specie gersgldby these two radicali® vivo.
Peroxynitrite is a potent damage agent of —SH @puipids and DNA, causing
nitration of tyrosine residues and inactivation prbteins (Halliwell and Gutteridge
2007). In this experimental model, purified CuZrisOwvas incubated with
peroxynitrite, and it was found that taurine corcations higher than 30 mM avoided
the ONOOmediated 3-nitrotyrosine adduct formation, andvpreed the decrease in
enzyme activity. Both experiments suggest that issues with high taurine
concentration it could act as a peroxynitrite soges, preventing the nitration and
inactivation of enzymes.

This is probably a wider effect of taurine agaipsitein damage by reactive nitrogen
species, since it was found protection in/K&éATPase from rat brain that was
inactivated by a NOdonor (data not shown). Other study has also dstrated a
protective effect of taurine against peroxynitineuiced NEK'ATPase inactivation
(Nokak-Toker et al. 2005). Taurine reactivity witO donor (sodium nitroprusside)
has been shown previously (Mehta and Dawson 2001).

This further investigation evaluated the total te@&c antioxidant potential against
peroxyl radical. The free radical generator AAPHars azo compound that undergoes
thermal decomposition to yield a molecular nitrogamd two carbon radicals {R
which rapidly react with oxygen to give peroxyl ieas (ROQO) (Krasowska et al.

2000). It was observed that taurine can maintaraiitioxidant potential for the full
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time of the assay without losing it. Furthermorkee ainalysis of the effect of taurine on
the kinetics of peroxyl radical production by AARHows that 60 mM of taurine is able
to block it completely (Fig. 2b)3-alanine was again ineffective in the same taurine
concentrations tested (data not shown). It wagastag to observe that this vitro
system is considered a good assay to replicatentiieo chain reaction caused by this
radical, once the major chain propagator of lipgtgxidation is the peroxyl radical
(Lim et al. 2004; Gardner et al. 1989).

Lipid peroxidation is a free radical chain reactafrpolyunsaturated fatty acids initiated
by both enzymatic and non-enzymatic processes rwitbllular membranes (Halliwell
and Gutteridge, 2007). Lipoperoxyl radicals arecefht in damaging DNA, capable of
inducing both strand breaks and base modificatifnsn et al. 2003; 2005).
Traditionally, lipid peroxidation is quantified byeasuring malondialdehyde (MDA),
which is formed by the degradation products of pobaturated fatty acids
hydroperoxides (Esterbauer et al. 1991). The maumce of MDA in biological samples
is the peroxidation of polyunsaturated fatty aciwdgh two or more methylene-
interrupted double bonds. MDA is able to impaires@V physiological mechanisms of
the human body through its ability to react withleooles such as DNA and proteins
(Del Rio et al. 2005). In rat liver slices preinated with different taurine
concentrations, it was assessed if taurine wasbbaga protect them against lipid
peroxidation induced by tertbutylhydroperoxide {B), since a great abiliiy vitro to
scavenge peroxyl radical was noted (Fig. 2). Thadical is formedin vivo by
lipoperoxidation of membranes. The (alkyl) radical resulting from lipid oxidation
caused mainly by ONOQ@r ‘OH reacts with molecular 30 yield LOO. The present
data show that taurine was able to inhibit t-BHBuiced damage to lipids in liver slices

in a non concentration-dependent manner. It wasealaluated the levels of sulfhydryl
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groups, which are a good indicator of redox balanceell (Ying 2007; Berndt et al
2007). Itis well established that oxidative ssresknown to deplete thiol groups (-SH)
from many cellular antioxidants like glutathione darother cysteine-containing
molecules. Unaltered sulfhydryl groups are crud@l the catalytic and structural
functions of many proteins (Kim et al. 2000). F&b shows that pretreatment with
taurine was efficient in sparing sulfhydryl groups well as protecting the total
sulthydryl pool from oxidation. Trolox® — a vitamig analogue - was used as an
antioxidant control and reversed the induced olidalamage in both experiments as
well.

Despite the antioxidant role of taurine remainstersial among other researches,
the presenin vitro andex vivodata suggest that taurine could participate inctikilar
protection against oxidative stress by protectiranf lipid peroxidation and sparing
sulfhydryl groups from oxidation. From these vitro studies, it seems plausible that
taurine, in its physiological concentrations, coaltt as an efficient antioxidant buffer
against many cellular insults, including oxidatidamage. Ongoing studies of this
research group are investigating the antioxidalet ebtaurine in mitochondria, where it

can have its most important function.
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Figure Captions

Fig. 1. Scavenging activity of taurine against toggen peroxide. Different taurine concentrationsrev
incubated with 1 mM hydrogen peroxide for 1 h almel temaining D, was determined as described in
“Materials & Methods” section. Data are mean * .BlEperformed in triplicate (n=3). *Means

statistically different from kD, alone p < 0.001).

Fig. 2: Scavenging activity of taurine againsteagxyl radical donor. Different taurine concentras
were incubated with AAPH and the remaining RQ@s determined as described in “Materials &
Methods” section. Results are presented as diitiedics of the thermal decomposition of AAPH adon
and with co-incubation with taurine, and b) thesamader curve from data shown in graph a. Data are
mean = S.E.M performed in triplicate (n=6). *Meastistically different from peroxyl donor alone<

0.001).

Fig. 3: Scavenging activity of taurine againstitsicioxide donor. Different taurine concentrationsre
incubated for 1 h with 20 mM sodium nitroprussi@\P) and the remaining nitrite was determined by
Griess reaction as described in “Materials & Me#iosection. Data are mean + S.E.M performed in

quintuplicate (n=4). *Means statistically differefmdm NO donor alonef{< 0.001).
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Fig. 4: Scavenging activity of taurine againstoanisuperoxide donors. a) Kinetics of superoxide-
dependent adrenaline auto-oxidation to adrenochr@mmiethe effect of different taurine concentrasion
b) Area under curve from data shown in graph aal2ae mean + S.E.M = performed in quintuplicate
(n=5). *Means statistically different from adremai auto-oxidation alonep(< 0.001). c¢) Effect of
different taurine concentrations on superoxide-medi NBT reduction in xanthine/xanthine oxidase
system. Data are mean + S.E.M performed in quaidatpl (n=3). *Means statistically different from

X/XO system alonep(< 0.01).

Fig. 5: Scavenging activity of taurine againstgenitrite. a) Representative dot-blot showing the
preventive effect of taurine in the formation ohi8otyrosine groups in CuZnSOD by peroxynitriten O
the right side, densitometric analysis of the dBtata are mean + S.E.M performed in triplicate.3)n=
*Means statistically different from induced contfpk0.01). b) Calibration curve of SOD (upper figure).
Preventive effect of taurine on the decrease infR@D activity induced by peroxynitrite (lower fig)r
On the right side, densitometric analysis of theadBata are mean + S.E.M. (n=5). *Means statiljica

different from induced controp&0.001).

Fig. 6: Taurine is able to prevent oxidative strewsliated by t-BHP in liver slices. a) Quantifioatof
lipid peroxidation assessed by TBARS. b) Totaltsgdiyl content. Data are mean + S.E.M performed in
quintuplicate (n=3) *Means statistically differeftom induced controlp<0.05). #Means statistically

different from control <0.001).
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CAPITULO 2 — RESULTADOS PRELIMINARES

TAURINE AT PHYSIOLOGICAL CONCENTRATIONS ACTS AS AN
ANTIOXIDANT BUFFER IN MITOCHONDRIA

Oliveira, M.W.S.; Minotto, J.B.; de Oliveira, M.RZanotto-Filho, A.; Behr, G.A.; Rocha, R.F.; Mogeir

J.C.F.; Klamt, F.
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Os resultados apresentados neste capitulo foradoskturante o mestrado
e serdo concluidos com a realizacdo de mais expeias para a elaboracdo do artigo
final, ao qual serdo acrescentados o resumo, adugfo, os resultados finais, a

discusséo e as referéncias bibliograficas.
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TAURINE AT PHYSIOLOGICAL CONCENTRATIONS ACTS AS AN
ANTIOXIDANT BUFFER IN MITOCHONDRIA

Objectives

The aim of the present study was to investigate ghssiblein vivo antioxidant

properties of physiological taurine concentrationsitochondria.

Materials and methods

Mitochondria isolation Mitochondria from fresh rat liver were isolatesl described by
Narita. Briefly, liver of Wistar rats suspendediae-coldisolation buffer A (220 mM
mannitol, 70 mM sucrose, 5 mM HEPES (pH 7.4), 5 BGITA, and 0.5 mg/mL fatty-
acid free albumin) was gently homogenized with asgihomogenizer and centrifuged
at 2000g for 10 min at 0°C. Approximately threedeiaof the supernatant was further
centrifuged at 100009 for 10 min at 0°C in a neleturhe fluffy layer of the pellet was
removed by gently shaking with buffer A and themily packet sediment was
resuspended in the same buffer without BSA andriteged at 10000g for 10 min at
0°C. Mitochondria pellet was resuspended infB00An aliquot of 20@ug was divided
into groups and treated with different taurine @ntcations. Subsequently, the groups
were induced by 1mM peroxynitrite Mitochondria @iot was determined by the

Bradford method using bovine serum albumin as stahd
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TRAP assayThe scavenging activity of isolated mitochondriaswestimated by the
total reactive antioxidant potential (TRAP) as poegly described (Lissi et al. 1992;
1995). Briefly, the reaction mixture (3,8 mL) comiag AAPH (10 mM) and luminol

(4 mM) in 0.1 M glycine buffer (pH 8.6) was incubdtat room temperature for 2 h.
The addition of 20Qug of isolated mitochondria from different tissuexkases the CL

proportionally to its antioxidant potential.

ONOO-mediated MnSOD 3-nitrotyrosine formation and daseein enzyme activity:
Peroxynitrite solutions were prepared from acidifieydrogen peroxide and sodium
nitrite as described previously (Saha et al. 198®) the concentration was determined
using the extintion coeficient at 302 ne8302 nm = 1670 Mcm™). Sample consisted of
isolated mitochondria from liver, brain and heaMitration was carried out by
incubating samples with 1 mM of peroxynitrite foh And determined by Dot-Bot
analysis using anti-nitrotirosinantibody. Samples were applied to nitrocellulose
membrane. After blocking with 5% albumin, membrawese incubated overnight with
rabbit anti-nitrotyrosine antibody (1:2000) (BD Bwmences, CA, USA), followed by
horseradish peroxidase-conjugated secondary amtilfpd0000) (DakoCytomation,
USA). Dots were visualized by chemiluminescencagi&CL kit from NEM (Boston,
MA, USA). Densitometric analysis of dots were pemied using ImageJ 1.36b
(National Institutes of Health, USA) software. S@€&tivity was assessed in native 10%
poliacrilamide gel stained with 4-nitroblue tetrbam (NBT). The bands were revealed
through the reduction of NBT (0,2 mg/mL) by supedex produced by the
photochemical reduction of riboflavin (2,81) with N,N,N’,N’- Tetramethyl-ethylene-

diamine (TEMED, 28 mM), modified from (Beauchampmkt1971).

60



Discussion

Previous results of our research group demonstrated in vitro
scavenger/antioxidant potential of physiologicairiae concentrations against different
reactive oxygen/nitrogen species. The great allittaurine to react with these species
suggested a protective function of taurinevivo, acting as a buffer for these different
reactive oxygen/nitrogen species mainly in mitodran where the most part of these
reactive species are generated.

Our further investigation was to elucidate tdurine could protect isolated
mitochondria of liver, brain and heart from thesaative species. The evidence of the
in vitro taurine reaction against N@nd Q" led us to hypothesize whether taurine
could react with peroxynitrite, the reactive niteogspecie generated by this two
radicalsin vivo. Peroxynitrite is potent agent of damage of —SHups, lipids and
DNA, causing nitration of tyrosine residues andcthation of proteins. In our
experimental model, isolated mitochondria was iated with peroxynitrite, and we
found that taurine is able to avoid the ON@@ediated 3-nitrotyrosine adduct
formation (figure la) and prevent the decreasenzyme activity (figure 1b). Both
experiments suggest that, in mitochondria, taurgoalld act as a peroxynitrite
scavenger, preventing the nitration and inactivatbenzymes.

The protective role of taurine in mitochordeould indicate its probable function in
the maintenance of homeostasis against reactivaespeacting as a protecting buffer

for oxidative damage in mitochondria.
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Legend

Figure 1. TRAP assay of isolated mitochondria from liver,ibrand heart. This data
was used as a classification of the different ande&nt profile of isolated mitochondria

for further padronization of peroxynitrite induceédmage.

Figure 2. Scavenging activity of taurine against peroxytetra) Representative dot-
blot showing the preventive effect of taurine ie flormation of 3-nitrotyrosine groups
mediated by peroxynitrite in brain and heart issdatmitochondria.b) Taurine

protection against MNSOD nitration and inactivation
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DISCUSSAO

O papel antioxidante da taurina ainda € muito cwetiso na literatura, no
entanto, as concentracdes utilizadas na maioriaedbagdos ndo alcancam as altas
concentracdes fisioldgicas encontradas nos mamifd® — 80 mM). Por esta razéo,
pouca ou nenhuma reatividade contra espécies asatle oxigénio ou hitrogénio
tinham sido evidenciadas para gst@minoacido até o presente momento.

Com o objetivo de elucidar o papel antioxidanteeeschvengeda taurina
contra estas espécies reativas de oxigénig r IO, e ROO - e de nitrogénio - NOe
ONOO - como também evidenciar se o pré-tratamento eaminia € capaz de proteger
tecidosex vivg em um modelo experimental de fatias de figadoatie - diferentes
concentracdes fisioldgicas de taurina foram utilamnesse estudo (1, 15, 30, 60 mM),
assim como dose de suplementacgao (100 mM).

Nosso trabalho demonstra que as concentragcbesudeata partir de 15
mM (quantidade facilmente encontrada nos diversoglds de mamiferos) possuem
uma acdo antioxidante e deavengein vitro contra a maioria das espécies reativas de
oxigénio e nitrogénio aqui estudadas. Esta atiddaatioxidante parece ser especifica
para a molécula da taurina, j& que os mesmo efe@iosforam observados pardia
alanina (dados n&o demonstrados).

De fato, ndo foi encontrada reatividade somentetraoro HO;,
corroborando com os dados obtidos por Wang etl@BY); porém, a néo reatividade
destes dois compostos representa uma maior efigiéna producdo de &cido

hipocloroso em células proé-inflamatérias, que conggFande concentracdo de taurina
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(como os neutr6fildy, pois essas células necessitam do fluxo g@,kpara produzir
acido hipocloroso pela enzima mieloperoxidase, sand importante mecanismo de
defesa do nosso sistema imunologico.

Contudo, Cozzi et al (1995) verificaram a habilielat® protecéo da taurina
contra 0 dano induzido por mitomicind-@ peréxido de hidrogénio em células de
ovario de Hamsters chineses cultivadasitro, propondo que a taurina possivelmente
reage com b, nessas condi¢cdes experimentais.

Segundo Galijasevic et al. (2003) o sistema MPOfHnodula a produgéo
de NO pela enzima iNOS. Desta forma, a enzima mielopdase estimula a atividade
catalitica da iINOS prevenindo o feedback de inibicéusado pelo NOEssa molécula
— uma espécie reativa de nitrogénio — possui imptet funcdo sinalizadora, de
regulacdo da musculatura lisa e inibicdo da agéegplaquetaria, assim como compete
com o oxigénio pela enzima citocromo ¢ oxidase adeia transportadora de elétrons
mitocondrial.

Embora seja evidenciado que o N@dtencialmente exerca efeitos téxicos,
a maioria desses efeitos sdo mais provaveis demsessliados pelos seus produtos de
oxidacdo do que pela molécula de ‘Nétn si. Portanto, NOndo ataca diretamente o
DNA, como era inicialmente acreditado, mas ao éoiuty esse efeito depende de sua
conversdo em espeécies de nitrogénio com maior melexidacdo (Wink et al. 1991).

O NO afeta o transporte de neurotransmissores em uiiéereareas

cerebrais, como por exemplo, evocando a liberagdacdtilcolina, monoaminas, acido

® A taurina esta presente em grandes concentrag@esautréfilos (~50 mM) porque ela reage com o
forte oxidante acido hipocloroso formando taurif@amina, matando as células preferencialmente por

apoptose e conseqlientemente diminuindo sua todieigdara o ambiente celular.

" A mitomicina-Cé um agente alquilante e potente inibidor da pradiféio de fibroblastos.
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y-aminobutirico (GABA) e glutamato (Prast & Philipd2001). Por outro lado, efeitos
inibitérios foram observados para a dopamina (G@e@uzman et al. 1994), GABA
(Getting et al., 1996) e na liberacédo de glutanfidtomisaki et al. 1995), novamente um
sinal dos complexos mecanismos mediados por NO

Saransaari & Oja (2007) mostraram que o &4 envolvido na liberacédo
de taurina em células-tronco de cérebro de ratecardicbes normais e isquémicas. A
liberacdo substancial de taurina no desenvolvimatds células-tronco cerebrais
provocadas por doadores de NQ@ode representar um sinal dos importantes
mecanismos contra a excitotoxicidade que protegecéhslas-tronco cerebrais de
condicbes de dano celular.

Como demonstrado em nosso trabalho, concentragdesidna a partir de
15 mM conseguem ser eficiensavengede 6xido nitrico, possivelmente modulando
diversos processos celulares ligados a esta malélem disso, as relagbes
encontradas nesse estudo servem de base paraaexpdc que as concentragdes
extracelulares de taurina sdo tdo baixas (10-10Q) pik¢rentemente das concentragdes
intracelulares ja mencionadas anteriormente, unzaque a reag¢do da taurina com o
NO’ na corrente sanguinea poderia interferir na inapetfuncdo dessa molécula como
vasodilatadora da musculatura lisa.

O principal local de formacao de ERO ¢ a cadersspartadora de elétrons
mitocondrial. Na rota de reducédo do oxigénio mdkaca agua, alguns elétrons vazam
deste caminho e reduzem o oxigénio molecular, damd@m ao radical superéxido,
que pode, por si so, danificar moléculas ou foresgécies mais reativas. Superoxido
existe naturalmente como um pequeno aniosi (@ue tem maior probabilidade de
entregar seus elétrons do que aceitar um segugttorelde outra molécula biologica.

Portanto, seu potencial redutor fica em torno dé\:@m concentracgdes fisioldgicas de
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oxigénio. Superéxido é um oxidante forte quandopkcid com proteinas, oxidando
diretamente grupamentos quimicos carregados pasidiite, tais como 0s centros de
ferro/enxofre. A destruicdo dos centros de ferrxdée na mitocondria tem sido bem
descritas em ratdenockoutpara SOD (Li et al. 2005; Morten et al. 2006)oAitase é
outra proteina ferro/enxofre que € particularmestescetivel a inativagdo por
superoéxido (Hausladen & Fridovich, 2004).

Dois estudos experimentais foram utilizados paravesificacdo da
reatividade da taurina contra o radical ONo primeiro sistema, a geracéovitro de
O, era feita através do sistema xantina/xantina eeidaendo que a taurina exibiu
reatividade em concentragdes a partir de 30 mMséd¢indo sistema, a geragawitro
de Q" era feita através da auto-oxidacdo da adrenala@eaocromo. Mais uma vez,
agora em concentracdes acima de 15 mM, houve refec&murina com o £. Esses
resultados indicam uma grande importancia da tauranfisiologia mitocondrial, onde
0 O, é principalmente formado, possivelmente atuangaocom tampado antioxidante
contra este radical.

Dando suporte a estes resultados, Parvez et a7)2@ostraram que
mitocdndrias hepaticas isoladas de ratos pré-vatadm 100 mg/kg de taurina por 10
dias foram capazes de diminuir a producdo dé i@duzida por tamoxifefo— um
composto que aumenta significativamente a geraedd,d in vivo, agindo como um
desacoplador e inibidor da cadeia transportadoraeld&ons mitocondrial. S6 o

tratamento com taurina ndo afetou a producéao,de O

8 Tamoxifeno é um modulador seletivo do receptoestedgeno oral que é utilizado no tratamento do
cancer de mama e é atualmente o mais vendido pterdigo de céncer. Ele é utilizado para o tratdamen
de cancer de mama em estagios iniciais ou avangadasulheres pré ou pés-menopausicas. Também é
aprovado pela Food and Drug Administration (FDA)gpa reducao da incidéncia de cancer de mama em

mulheres com alto risco de desenvolvimento da doeng
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A eficiente reacdo da taurina contra 0 'NDo Q™ nos fez questionar se a
taurina ndo seriacavengede ONOO, um agente oxidante que pode causar nitracao e
inativacdo de diversas proteinas, formadwivo pela reacdo desses dois compostos.
Fluxos simultaneos de,0 e NO sdo capazes de inativar ambas MnSOD e CuZnSOD
recombinantes de humanos (Demicheli et al. 200aftaRto, para verificar este fato, a
enzima CuzZnSOD foi utilizada e sua atividade qiigatia por gel apds pré-incubacéo
da enzima com taurina e posterior indugéo a nitrgggik ONOO. No nosso trabalho,
taurina 60 mM foi a Unica concentracdo capaz deedinpa nitracdo e consequente
inativacdo da enzima neste modelo experimentahauemdo a atividade da enzima a
niveis de controle.

Na maioria dos estudos sobre o tema, a nitracadiro&na tem sido
associada a uma significante perda de funcdo deipeonitrada. Um importante
exemplo da perda da atividade enzimatica é a enaiitt@ondrial MNSOD, que foi a
primeira proteina nitrada descobertavivo. A nitracdo de um Unico residuo de tirosina
(Tyr-34) leva a completa inativagdo da enzima (MiélelCrow & Thompson, 1999),
resultando na possivel consequiéncia de favoregeragdo de ONO(nesta organela
pela dismutacdo prejudicada do radical Oln vivo, a nitracdo de MnSOD ja foi
detectada em roedores (MacMillan-Crow et al. 2@®humanos (MacMillan-Crow et
al. 1996), em fluido cérebro-espinhal de paciestss esclerose lateral amiotréfica
assim como na doenca de Alzheimer e Parkinson (Aayet al. 2000), em coracgOes de

humanos com diabetes (Xu et al. 2006) e em camgudopxpostos a fumaca de

°® A Esclerose lateral amiotréfica (ELA) (também igeada por doenca de Lou Gehrig e doenca de
Charcot) € uma doenca neurodegenerativa progressifatal, caracterizada pela degeneracdo dos
neurdnios motores - as células do sistema nen@sivat que controlam os movimentos voluntarios dos

musculos.
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cigarro (Knight-Lozano et al. 2002), além de esédacionada com o envelhecimento
vascular (Van der Loo et al. 2000).

Finalmente, o ONOOmodifica os residuos de histidina através de um
mecanismo de radical, formando o radical histidunh agente envolvido na inativagéo
da CuzZnSOD por ONO{Yamakura & Ikeda, 2006).

Para verificarmos a especificidade da nitracaoQdOO na inativagéo da
enzima, o aduto 3-nitrotirosina foi quantificadotilizando um anticorpo para
antinitrotirosina especifico. Pela técnica dt#-blot n6s demonstramos que a taurina
em concentracbes a partir de 30 mM conseguiu dimiaunitracdo da enzima
CuzZnSOD. Esses dados revelam que em concentrag@ssaltas a taurina pode ser
considerada umscavengede ONOO evitando a nitragédo e inativacdo de enzimas e/ou
dano a proteinas e grupamentos tidis. Dados nd@adbs do nosso grupo de pesquisa
também demonstraram uma protecdo da taurina cantiaativacdo da enzima
Na'/K*ATPase, mediada por um doador de’N@troprussiato de sodio) em fatias de
cortex de rato. Enquanto Nokak-Toker et al. (20@5)inham demonstrado o efeito
protetor da taurina contra a inativacdo desta mesmiana, mediada por ONOO

A peroxidacdo lipidica € uma reacdo em cadeia ddofcgraxos
poliinsaturados mediada por radicais livres e &uai por processos ambos enzimaticos
e nado-enzimaticos nas membranas celulares. Dan®Nw como resultado da
peroxidacao lipidica enddgena tem sido reconhecano um fator contribuinte na
carcinogénese (Marnett & Plastaras, 2001). O pal@ropagador da reacdo em cadeia
da peroxidagcdo lipidica é o radical peroxil (RPDQue tem uma meia-vida
relativamente longa (Hildenbrand & Schulte-Frohéin@997).

Nosso estudo também verificou o potencial antioxigldotal da taurina

através da técnica de TRAP (potencial antioxidartgivo total) que se baseia na
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emissao de quimiluminescéncia emitida pelo comphstonol quando oxidado pelo
ROO gerado por uma decomposicdo termal do tampéaonglicom AAPH, assim
avaliando a eficiéncia da taurina como siravengede ROO (Lissi et al. 1995).

Mais uma vez, concentracdes de taurina acima den5conseguiram
apresentar um perfil antioxidante impedindo a ogddado luminol e diminuindo sua
consequente quimiluminescéncia. Sendo que o paleantioxidante da taurina se
manteve no mesmo nivel durante todo o periodo daice o que evidencia uma
eficiente reagéo de eliminagéo desse radical.

J& a lipoperoxidacao lipidica ocorre em respostasai@sse oxidativo e uma
grande diversidade de aldeidos sédo formados pedbragudos hidroperdoxidos de
membrana nos sistemas bioldgicos. Alguns dessesdakl sdo altamente reativos e
podem ser considerados como segundo mensageirisgogue disseminam e
aumentam eventos de geracao de radicais livresr{faster et al. 1991).

Aldeidos sédo geralmente espécies reativas capazderohar adutos e
complexos danosos nos sistemas biolégicos, com®A,Mm dos principais produtos
da oxidacdo dos lipidios (Lykkesfeldt, 2007). Anf@agdo de ROON vivo é um dos
principais responsaveis pela iniciagdo e propagatdoperoxidacdo lipidica que
normalmente é verificada pela quantificacdo de omsgus subprodutos: o MDA.

Visto que nossos estudos demonstraram que a tqnossai alta reatividade
in vitro contra ROQ um sistemaex vivo foi utilizado para elucidar a protecdo da
taurina a um tecido vivo. Fatias de figado de fatam pré-incubadas com taurina e
logo apés induzidas ao estresse oxidativo terrbutilhidroperéxido -BHP). Nesse
experimento foram utilizadas as concentracdes de @D mM de taurina, bem como a
dose de suplementacao de 100 mM, uma vez que ¢oag@s como essas podem ser

alcancadas quando um grande aporte exdgeno é colosuAssim, foi avaliada a
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peroxidacdo lipidica pela técnica de TBARS (sulmstéén reativas ao acido
tiobarbitdrico) que consiste na reacdo de TBA coM®A, formando um composto
colorido que pode ser lido em espectrofotometropi®@endentemente, todas as doses
testadas conseguiram proteger as fatias de teadp@tibo do estresse oxidativo
induzido pelat-BHP, revertendo-as a niveis de controle. Contaedta reversdo nao foi
dependente da concentracdo de taurina, demonstyaedioses acima de 30 mM ja sédo
capazes de prevenir 0 estresse oxidativo nessamsisé sugerindo que doses mais
baixas podem possuir o mesmo efeito protetor.

Um estudo feito com ratos velhos (de 22 meses)rmosiue 0s altos niveis
de MDA e dienos conjugados no coracdo foram redszigpos o tratamento de
suplementacdo de taurina, sem modificar os parémeintioxidantes do sistema.
Portanto, a suplementagdo de taurina parece deresté para diminuir os niveis de
MDA e dienos conjugados no coragdo de ratos velhAtsn disso, esses resultados
indicam que mudancas nos niveis de taurina podéoemntiar na suscetibilidade do
tecido cardiaco a peroxidacao lipidica e que aesophtacdo de taurina pode ter efeitos
protetores para o tecido cardiaco contra o estoegdativo (Parildar et al. 2008).

Nestas mesmas fatias de figado foi avaliado owtdndm de status redox: o0s
grupamentos sulfidris. Os grupos tidis de residdescisteina em proteinas sao
particularmente suscetiveis a oxidacdo por ERO/ERNitras moléculas eletrofilicas.
Fora o fato de que dissulfidios tem um importangoeb na estrutura protéica,
modificacdes dos residuos tiois reativos de pragefrodem alterar sua funcdo e estarem
envolvidas na modulagdo da atividade enzimaticaisTmdo funcionam somente na
sinalizacdo normal via S-nitrosilagéo (Stamler,4)9%-glutatiolacdo (Klatt & Lamas
2000; Adachi et al. 2004) ou S-sulfenacgdo (Salmetead. 2003); mas também podem

ser irreversivelmente oxidadas pelo envelhecimemto doengas, interferindo nas
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fungBes protéicas (Ying et al. 2007). O mesmo padeireversdo do dano ocorreu com
a quantificacdo dos grupamentos sulfidris, dimidairsua oxidacdo de uma maneira
nao dependente da concentracao de taurina, proiegetecido do estresse oxidativo.

Mais uma vez, é sugerido que concentracdes medertgsirina pudessem exercer este
efeito protetor.

Infelizmente, em nosso modelo experimental, nds foéws capazes de
avaliar a reatividade da taurina com o radical dxdy uma vez que testes de
padronizacdo prévios revelaram que a taurina griarha técnica utilizada em nosso
laboratério. Outra maneira seria a quantificacasseeadical por EPR, que nds ndo
dispomos no momento.

Em todos os experimentas vitro B-alanina foi utilizada como um controle
nas mesmas concentragoes de taurina, garantindpeaicidade dos efeitos obtidos
neste trabalho a taurina. Somente na técnica ¢géagezm o Oxido nitrico, Bralanina
demonstrou ser mais eficiente que a taurina, contasl concentragdes utilizadas para
B-alanina ndo sao alcancadiawivo (Kontro,1983).

O resultado desse trabalho é a evidéncia de cuéiad reage com diversas
espécies reativas de oxigénio e nitrogénio, modtrajue concentracdes fisiologicas de

taurina sdo capazes de diminuir a producao de macausadoras de dano celular.
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CONCLUSOES

Até o presente estudo, acreditava-se que a tamdoapoderia ser um
scavengerdireto de ERO/ERN, mas que agia preferencialmanteentando outras
defesas celulares antioxidantes. No presente h@pabs demonstramos que a taurina
em concentracgdes fisiologicas € um eficiestavengede diversas ERO/ERM vitro,
sugerindo assim um importante pajpelivo destefl-aminoacido como antioxidante na
fisiologia celular e principalmente mitocondrialpde é formada a maioria dessas

espécies.
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PERSPECTIVAS

Todos esses resultados, quando avaliados em congntlenciam uma grande
capacidade da taurina de agir como um tampao ctodes estas espécies reativas de
oxigénio e nitrogénio, claramente protegendo o anibicelular do estresse provocado
por estas moléculas. Possivelmente, algumas oggasel beneficiam dessa protecao
contra essas espécies, como a mitocondria. Estiadogaurina radioativa mostraram
gque a taurina adicionada ao meio de cultura é daptareferencialmente pela
mitocondria (Klamt & Shacter 2005), sugerindo quange parte da concentragéo
intracelular de taurina esteja dentro da mitoc@giotegendo-a do estresse oxidativo
causado principalmente pela respiragdo celular.oApgéesente momento, também néo

ha estudos sobre a quantidade de taurina na mddabn

Al @

Mitocondria
Possivel

Taurina transportador

mitocondrial
de taurina ‘/
Transportador
; de taurina
Taurina
(Plasma)

Figura 3: Figura ilustrativa de um possivel transportador mitocondrial de taurina
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As perspectivas deste estudo abrangem quantificaneentracdo de taurina na
fracdo mitocondrial por HPLC, assim como identifica caracterizar o possivel
transportador mitocondrial de taurina e sua depasid&bnica. Além disso, testar o pré-
tratamento de taurina em mitocondrias isoladasidersbs tecidos — como coragéao,
rim, musculo esquelético e cérebro - desafiadasdivarsos oxidantes, evidenciando o

possivel papel protetor da taurina a esta organela.
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ANEXOS

Resumo apresentado na forma de poéster na XXXVIluahmMeeting of SBBq; XI
Congress of the PABMB, Aguas de Lindéia, Brasilldea 20 de maio de 2008.

TAURINE AT PHYSIOLOGICAL CONCENTRATIONS ACTS AS AN

ANTIOXIDANT BUFFER IN MITOCHONDRIA

Oliveira, M.W.S: Minotto, J. B; de Oliveira, M.R; Zanotto-Filho, A Behr, G.A: Hansel, G
Bohmer, A. E; Souza, D.& Moreira, J.C.E Klamt, F.

! Centro de Estudos em Estresse Oxidativo, DepartandenBioquimica - ICBS/Universidade
Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS), RS, Brazil.
ZLaboratério 26, Departamento de Bioquimica - ICBS¥ersidade Federal do Rio Grande do
Sul (UFRGS), RS, Brazil.

The antioxidant properties of taurine, a sulfurteamng amino acid found in milimolar range
in mammalian tissues, are still controversial. Etleugh the distribution of taurine in different
subcellular compartment is unknown, many reporgggest a protective role of taurine in the
oxidative metabolism of mitochondria. We have shdhat taurine is an efficient scavenger
against reactive oxygen and nitrogen species aiplogical concentrations, especially"@nd
NOes. Here we quantified the mitochondrial conceitra of taurine isolated from rat liver,
brain, muscle and heart by HPLC. In addition, wetqgated isolated mitochondria with
physiological concentrations of taurine and chaéxh them with different oxidants. We
measured the protein nitration status by dot-bistag using anti-nitrotyrosine antibody, and
MnSOD activity. Taurine was effective to prevenidative damage to mitochondria, especially
mediated by peroxynitrite (ONOY Moreover, in rat liver slices, decreased lipapétation
was demonstrated by TBARS method. Since mitochar@d{PHOS are the major cellular site
of ROS generation and many authors have descrigeeidistence of a mitochondrial isoform of
NOS (mtNOS), we hypothesized that taurine couldimiizes local ONOOformation and its
deleterious effect. Henceye verified that taurine is able to act as an ament buffer in
mitochondria, suggesting an important role for taisino acid that could explain its high
concentrations in all mammalian tissues, partitylaear to sites of ROS and RNS production.
(Financial support: CNPq, PROPESQ-UFRGS).
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Resumo apresentado na forma de poéster na XXXVIluahmMeeting of SBBq; Xl
Congress of the PABMB, Aguas de Lindéia, BArsil,dfea 20 de maio de 2008.

DETERMINATION OF SCAVENGING AND ANTIOXIDANT POTENTAL OF
PHYSIOLOGICAL CONCENTRATIONS OF TAURINE AGAINST DIFERENT
REACTIVE OXYGEN/NITROGEN SPECIES

Minotto, J.B"; Oliveira, M.W.S: de Oliveira, M.R: Zanotto-Filho, A: Behr, G.A:
Rocha, R.E Moreira, J.C.E Klamt, F.

Centro de Estudos em Estresse Oxidativo, DepartanterBioquimica -
ICBS/Universidade Federal do Rio Grande do Sul (GBR RS, Brazil.

Taurine is a sulfur-containing amino acid presenhigh concentrations in all kinds of
human tissues. Although not incorporated into pnsteintracellular concentration of
taurine reaches up to 80 mM depending on the tisksiechemical properties have
already been studied and tested, however all studade with taurine have used lower
concentrations than the physiological. This studyswindertaken to investigate the
scavenging and antioxidant activities of physiotagiconcentrations of taurined(: 1,
15, 30 and 60mM) against several reactive oxygehrétnogen species, using different
in vitro assays. We found different reactivity of tauricawsenger for different oxidants
(ROOe« > Q" > NO+ > ONOO). No significant reactivity between taurine arigD, was
found. Since mitochondria OXPHOS are the majorutaiisite of ROS generation and
many authors have described the existence of achatwrial isoform of NOS
(mtNOS), we hypothesized that taurine could mingailocal ONOOformation and its
deleterious effect. Superoxide dismutase (SOD) raezys one well-known ONOO
target. Based on an enzymatic assay we found thaine is able to decrease the
nitration status of SOD induced by peroxynitrite vitro. The aforementioned
experimental data showed that taurine, at physicébgconcentrations, efficiently
scavenge many reactive oxygen species and soméveenitrogen species, suggesting
that these properties are pivotal for the mainteaaof cellular and mitochondrial
functions. (Financial support: CNPg, PROPESQ-UFRGS)
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Resumo apresentado no V Meeting of SFRBM - Southarfman Group; V
International Conference on Peroxynitrite and ReactNitrogen Species, em
Montevideo, Uruguai, de 2 a 6 de setembro de 2007.

ANTIOXIDANT PROPERTIES OF PHYSIOLOGICAL TAURINE
CONCENTRATIONS.

Oliveira, MWS; Silveira, MM": Rocha, RE Behr, GA: de Oliveira, MR; Mackedanz,
v Matté, C; Wyse, ATS; Moreira, JCE Klamt, F
! UFRGS.

Abstract:

Taurine, a sulfur-containing amino acid that is metorporated into proteins, is
presented at high concentrations — reaching 50 niithin mammalian cells. It is the
most abundant free amino acid in the body and p&ysmportant role in several
essential biological processes. Taurine is beligoeoe a weaker scavenger of reactive
oxygen/nitrogen species but the concentrations tsdést its antioxidant properties
were way lower than physiological. In this study feand that taurine, at physiological
concentrations (milimolar range), is an efficientgenger of peroxyl radical (ROQ
measured by TRAP assay, as compared to Trolox®rddotivity against KD, was
obtained. We also observed that taurine reactstio &nd ex vivo with nitric oxide.
Using cortex brain slices, taurine prevented tlingitory effect of sodium nitroprusside
(a NO donor) on N¥K* ATPase activity — a well-known target of N@xidation. To
support a physiological role of the observed andiamt capacity, taurine concentrations
were determined by HPLC in subcellular fractiongtdsolic, mitochondrial and
nuclear) from different tissues. Moreover, we desta@ied that the mitochondrial
fraction is the most enriched subcellular fractwith taurine. These results are in
agreement with previous studies of our group, whiemonstrated that taurine is taken
up preferentially by mitochondria (Klamt & ShactérBiol Chem 280:21346-52, 2005).
Our data suggest that physiological taurine comagaohs have antioxidant capacity
against NO and peroxyl radical, playing a pivotal role in thtochondrial oxidative
defense. (Supported by: CNPq, PROPESQ/UFRGS).
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