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GLUTATHIONE AND RELATED ENZYMES: BIOLOGICAL ROLESAND IMPORTANCE IN PATHOLOGICAL PROCESSES.
Glutathione (GSH) and related enzymes are pivotal for the normal functioning of several important biological processes. In this
review we discuss the biosynthesis and the catalytic cycles of glutathione as well as the major GSH-related enzymes. We also present
how glutathione and enzymes are involved in cancer and the chromatographic and non-chromatographic methods used to anayze
glutathione and/or its derivatives.
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INTRODUCAO com compostos quimicos eletrofilicos. Esta habilidade de doar €lé-

A glutationa (GSH, 1, Figura 1), possui papel central na
biotransformacao e eliminacdo de xenobidticos e na defesa das cé&-
lulas contra o estresse oxidativo.! Este tripeptideo € encontrado
intracelularmente em altas concentracoes, essencialmente em to-
dos os organismos aerébicos. Nota-se a ligagéo y-peptidica pouco
usual, a presenca da porgéo y-glutamil e do grupo a-carboxilato
livre prevenindo a hidrélise da GSH pelas peptidases celulares que
degradam outros peptideos pequenos. A GSH é o mais abundante
tiol celular de baixa massa molecular; a sua concentracdo é ~ 2mM
e mais de 10 mM em eritrécitos humanos e hepatdcitos, respecti-
vamente.! Face a potencialidade de inibidores das enzimas relaci-
onadas a GSH como alvo para o desenvolvimento de substancias
candidatas a farmacos, nesta revisdo serdo apresentados aspectos
importantes do papel fisiol6gico da glutationa (GSH) e sua impli-
cacdo em patologias. Considerando esta abordagem, énfase espe-
cia serd dada as glutationas transferase e redutase. Uma vez que a
investigacdo do envolvimento da GSH em processos fisiopato-
|6gicos requer sua deteccao e quantificacdio em diferentes matri-
zes, também serdo abordados os principais métodos de andlise deste
tripeptideo e derivados.

Muitas das reactes da GSH envolvem o grupo sulfidrila (SH),
altamente polarizével, tornando-o um bom nucledfilo para reagbes
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Figura 1. Glutationa (1): y-L-glutamil-L-cisteinilglicina
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trons a outros compostos também faz da glutationa um bom redutor.
A combinacdo de sua abundancia nos organismos aerébicos e das
propriedades quimicas do grupo sulfidrila suporta a proposta de que
a GSH surgiu na evolugdo bioquimica como uma protecdo contra
espécies reativas de oxigénio e compostos eletrofilicos gerados por
processos oxidativos, tanto no organismo quanto no ambiente em
que este vive.

Biossintese

A biossintese da GSH ocorre no meio intracelular (exceto em
células epiteliais), pela agdo consecutiva de duas enzimas. Na pri-
meirareacdo, € formada umaligagdo peptidica entre os aminoécidos
glutdmico (2, Figura 2) e cisteina (3), catalisada pela enzima y-
glutamilcisteinasintetase, levando ay-L-glutamil-L-cisteina(4). Este
dipeptideo é entdo ligado a glicina pela agdo da glutationa sintetase.
Estas etapas requerem ATP e Mg*. A y-glutamilcisteina sintetase
sofre regulag@o pela GSH através de um feedback negativo, o que
previne a produgéo excessiva desta ou 0 acimulo do intermediério
v-glutamilcisteina. Caso a conversdo da y-glutamilcisteina em GSH
sgja insuficiente, uma reagdo aternativa predomina: a converséo a
5-oxoprolina (5), catalisada pela y-glutamilciclotransferase. A pro-
ducdo excessiva de 5-oxoprolina ocorre em casos de deficiéncia
hereditéria da glutationa sintetase e é caracterizada por 5-oxopro-
lindria, acidose metabdlica cronica e disturbios neuroldgicos. A
biossintese da GSH pode ser inibida pela butionina sulfoximina (6,
BSO), um inibidor com estrutura similar a um intermediario ativa-
do na reagéo catalisada pela y-glutamilcisteina sintetase. Em siste-
mas experimentais, na supressdo das concentragdes intracelulares
de GSH pela BSO, observa-se 0 aumento da sensibilidade das cé-
lulas & radiagd@o ionizante e a certas drogas citostaticas. Essa
sensibilizagdo esta sendo explorada para uso clinico naterapia contra
cancer. A limitagdo desta técnica é que tanto células normais quan-
to as tumorais podem ser afetadas e 0s efeitos toxicos nos tecidos
normais podem ser mais importantes que o fato de tornar as células
tumorais mais susceptiveis ao tratamento. Uma forma de controlar
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esse problema é fazer uso de irradiagdo localizada ou aplicagéo
tépica de drogas citostéticas a fim de limitar a toxicidade sobre os
tecidos normais.
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Figura 2. Biossintese da glutationa eenzimasenvolvidas: (a) y- glutamilcisteina
sintetase e (b) glutationa sintetase; (C) y- glutamilciclotransferase, e butionina
sulfoximina (BSO), inibidor da biossintese da glutationa

Ciclo catalitico da glutationa

Para que a atividade protetora da glutationa expressa pela redu-
¢cao de espécies oxidantes, e conseqiiente oxidagdo da GSH a
glutationa dissulfeto (GSSG) segja mantida, a GSH precisa ser rege-
nerada através do ciclo catalitico, representado na Figura 3. Nele
podemos identificar a atividade de trés grupos de enzimas: a
glutationa oxidase (GO), a glutationa peroxidase (GSH-Px) e a
glutationa redutase (GR). As duas primeiras enzimas, GO e GSH-
Px, catalisam a oxidagéo de GSH & GSSG e a Ultima, GR, é respon-
savel pela regeneragdo de GSH, a partir de GSSG, na presenca de
NADPH.
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Figura 3. Representacdo esguemdtica do ciclo catalitico da glutationa

Glutationa oxidase

Dissulfetos séo formados a partir de tidis de baixo peso
molecular, polipeptideos e proteinas. A glutationa € convertida em
glutationa dissulfeto (GSSG) pela catdlise da glutationa oxidase,
uma enzima FA D-dependente, que oxida também outros aminotiois,
como por exemplo, a L-cisteina. A denominaco glutationa oxidada
para GSSG néo é especifica, pois dissulfetos mistos de glutationa
(GSHR), é&cidos sulfinico (GSO,H) e sulfénico (GSOH) e S
sulfoglutationa (GSSO,H) e a propria glutationa dissulfeto sdo for-
mas oxidadas de GSH.

Glutationa peroxidase

Um importante sistema enzimético de defesa contra radicais li-
vres envolve as glutationas peroxidases (GSH-Px) encontradas em
muitos tecidos de origem anima. Estas enzimas sdo bastante particu-
lares no que e refere a sua condtituicao, pois incorporam um residuo
de selenocisteina no seu sitio ativo. Selenocisteina € codificada pelo
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codon UGA, que € usudmente um terminador, e é incorporada por um
RNA transportador especifico.?2 O envolvimento de algumas GSH-Px
no controle dos nivels de hidroperdxidos fosfolipidicos, formados a
partir do ataque de espécies radicaares as membranas é bem estuda
do,® assim como os parametros cinéticos da GSH-Px e o mecanismo
catalitico envolvendo glutationa e perdxido de hidrogénio.*

GLUTATIONA REDUTASE

A enzimaresponsavel pelareducdo daGSSG aGSH éaglutationa
redutase. Os sitios ligantes para GSSG estéo situados na interface
das duas subunidades que constituem a estrutura quaternaria da
glutationa redutase, sendo que cada uma tem um dominio distinto
com um sitio ligante parao NADPH. A Figura4 é uma representacéo
esquematica do ciclo redutivo: o grupo sulfidrila de um dos residuos
de cisteing, presentes no sitio ativo da GR (I) ataca a ligagéo S-S,
liberando uma molécula de GSH e um dissulfeto misto GSSGR (11).
Um atagque intramolecular do grupo sulfidrila do segundo residuo de
cisteina sobre 11 libera a segunda molécula de GSH, formando o
dissulfeto ciclico (111). A conversdo do dissulfeto ciclicoao GR (11) é
realizada a custa da conversdo de NADPH para NADP+ e, entéo,
inicia-se o ciclo redutivo mediado pela glutationa redutase.
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Figura 4. Representagdo esquemética do ciclo de redugdo da GSSG pela GR

Com relacdo a quimica medicinal, a glutationa redutase apre-
senta-se como um alvo para o desenvolvimento de farmacos
antimalaricos. Durante os estagios de vida eritrocitarios do
Plasmodium falciparum, o parasito € exposto a0 estresse oxidativo
produzido por macréfagos ativados do hospedeiro e também pelo
HEME e outros produtos de degradagéo da hemoglobina. A regulagéo
do estresse oxidativo baseia-se na atividade de sistemas contra es-
pécies oxigenadas reativas, envolvendo GSH e enzimas relaciona-
das, além do sistema tioredoxina, envolvendo tioredoxina,
tioredoxina redutase e peroxidases dependentes da primeira’® As-
sim, provocar o estresse oxidativo, por interferéncia nas vias res-
ponsaveis pela manutengdo dos niveis de GSH, ou tioredoxina se
vislumbra como uma estratégia para o desenvolvimento de
farmacos. A tioredoxina redutase® e a glutationa redutase apresen-
tam-se como alvos importantes neste campo de estudo.

Na busca da seletividade, semelhangas e diferencas entre a
glutationa redutase humana (GRh) e do parasito (GRPY) tém que
ser consideradas. Embora a seqliéncia de aminoéacidos segja compar-
tilhada pelas duas enzimas em cerca de 40%,” existem diferencas
pronunciadas entre a GRh e a GRPf, entre a grande cavidade exis-
tente na interface do dimero das duas enzimas. Esta cavidade con-
tém sitios de ligagdo para diferentes classes de inibidores e € um
alvo para o desenvolvimento de farmacos seletivos. Na GRPf, a
cavidade é formada por uma sequiéncia de 21 aminoécidos, enquan-
to a humana é por 24. As cargas da cavidade também sdo diferen-
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tes: neutra na primeira e negativa na segunda. Analisando a Figura
5, é possivel observar as superficies moleculares das cavidades. a
esquerda, GRPf vista frontal (a) e superior (b); a direita, GRh, vis-
ta frontal (c) e superior (d). O tunel assinalado nesta figura conecta
a cavidade aos dois sitios ligantes da GSSG.

a)

Figura 5. Superficies moleculares da cavidade das duas enzimas. A esquerda,
GRPf: (a) vista de frente e de cima(b); a direita, GRh: vista de frente (c) ede
cima (d). Reproduzida com adaptagdes da ref. 7, com permissdo de Elsevier
Ltda.

Na GRh, ha dois residuos de fenilalanina (Phe78 e Phe78’) que
se orientam paralelamente, e s80 0s responsdveis pela estabiliza-
¢&o por interagdes do tipo “m-stacking”, do complexo formado en-
tre enzima e menadiona, um conhecido ligante desta enzima.® Es-
tes residuos néo est@o presentes na cavidade da GRPf, sugerindo
que ha modos de ligagdo diferenciados para potenciais inibidores
da GR neste parasito.

Vérias classes de inibidores estdo descritas na literatura, base-
ados na modificagdo estrutural de prototipos derivados de xantenos,®
flavinas, X isoaloxazinas,** azul de metileno,** complexos de ferro-
ditiolato,®®* S-nitroglutationa,** benzilaminas,®® isocianatos,*® aci-
dos mercapturicos,*” nitrosouréias®® e naftoquinonas.® Dentre es-
tes, os resultados obtidos da inibicdo de GRPf por isoaloxazinas
(Figura 6) sdo promissores. Embora a isoaloxazina 7 tenha a maior
constante de inibicdo, a seletividade frente & GRh, ndo é elevada
(K, = 2,5 uM), ao contrério das isoaloxazinas 8, 9 e 10, com cons-
tantes de inibicéo para a GRh de 0,6; 0,4 e 1,4 uM, respectivamen-
te. Este estudo demonstrou que outras isoaloxazinas, contendo
substituintes heteroarométicos ligados ao nitrogénio 10 (R,) sdo
menos ativas, com valores de K, significativamente elevados.®

Tendo como base o esqueleto naftoquindnico, Biot e colabora-
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7: Ry = R, = H; R3 = pentafluorfenila (Ki = 1,9 uM)
8: Ry = R, = H; R3 = 4'-clorofenila (Ki = 5,4 uM)

9: Ry = CHj; Ry = F; R3 = 4'-clorofenila (Ki = 5,9 uM)
10: Ry = CHgz; R, = azido; Rz = 4'-clorofenila (Ki = 6,2 uM)

Figura 6. Isoaloxazinas e suas respectivas constantes de afinidade para
glutationa redutase de Plasmodium falciparum
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Figura 7. Derivados naftoquindnicos inibidores da GRPf avaliados quanto
a sua atividade antimalérica

dores®* avaliaram os &cidos homdlogos 11-13 (Figura 7) quanto a
atividade inibitéria de uma linhagem de plasmédios expressando o
fendtipo de resisténcia a cloroquina (FcB1R). Embora os valores
de IC_, tenham sido satisfatérios, 0 estudo se estendeu as pro-dro-
gas 14-18. O grupo carboxila, embora essencial para aligagdo com
aGR, foi “mascarado” como éster ou amida, facilitando a sua passa-
gem pelas membranas biol6gicas. A menor atividade do aminoéster
17 comparada ao respectivo acido 10 foi atribuida a diferenca de
coeficiente de particdo, principalmente em eritrocitos infectados.
Esta desvantagem foi contornada pela introducéo de um grupo
metalocénico (19), contendo regides muito lipofilicas. Bioisdsteros
tetrazdlicos 19-21 foram planegjados com o objetivo de aumentar a
biodisponibilidade, destacando-se o derivado 19.

Mais recentemente, um grupo de inibidores derivados do &cido
carbamoilpropidnico foi investigado, mas apresentaram valores de
IC,, bem mais elevados que os encontrados para os derivados nafto-
guindnicos.?
de glutationa redutase, uma alta seletividade GRPf/GRh € indis-
pensavel, o que podera ser alcangado mediante um estudo adequa-
do das diferencas e similaridades entre as duas enzimas, além de
estudos de relagdo estrutura-atividade quali e quantitativa dos
inibidores conhecidos.

GLUTATIONA TRANSFERASES (GSTYS)

As glutationa transferases (GSTs), também conhecidas histori-
camente como glutationa Stransferases, compreendem uma familia
de enzimas multifuncionais que catalisam o ataque nucleofilico da
forma reduzida da glutationa (GSH) a compostos que apresentam
um carbono, um nitrogénio ou um &omo de enxofre eetrofilico.?
As GSTs geramente se encontram no meio biolégico como homo
ou heterodimeros (outros complexos também podem existir), apre-
sentando dois sitios ativos por dimero cujas atividades sfo indepen-
dentes uma da outra* Cada sitio ativo consiste no minimo de duas
regides de ligacdo, um para a glutationa (GSH) que € muito especi-
fico para este tripeptideo, e outro sitio de ligagdo com menor
especifidade para os eletréfilos (Fig 1S e 2S; material suplemen-
tar).* Os substratos (eletréfilos) mais comuns das glutationa
transferases incluem: haletos de aquila, epdxidos, compostos o,3-
insaturados (como quinonas, iminoquinonas, aldeidos, cetonas,
lactonas e ésteres), haletos de arila e nitro arométicos. =%
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As familias de glutationa transferases (GSTs)

As GSTs de mamiferos podem ser divididas em trés grandes
familias: GST citossdlica, GST mitocondrial e GST microssomal.
As duas primeiras compreendem enzimas sol(veis, enquanto que as
do tipo microssomal se encontram associadas a membrana. As GSTs
microssoma geralmente estdo envolvidas no metabolismo de
eicosandides e glutationa (GSH) e por esta razdo sao designadas
pelasiglaMAPEG (membrane-associated proteinsin eicosanoid and
glutathione metabolism). Outras familias de glutationa transferases
(GSTs), ausentes em mamiferos, sdo descritas na literatura.?"?

O sstemade nomenclaturaparaas GSTscitossolicasemitocondriais
€ bem estabelecido® e prevé que: as glutationa transferases sfo dividi-
das de acordo com a seqiiénciade aminoéacidos e/ou nucl eotideos, propri-
edades imunoldgicas, parametros de cinética enzimética e/ou estrutura
terci&ria e quaternaria; as sub-unidades devem ser agrupadas segundo a
seqliénciade seusgenesedesignadas por agarismoshindu-arabicosnuma
ordem crescente, em funcdo da data de suaidentificacdo; as sub-unidades
codificadas pelo mesmo locus de um gene devem ser designadas pelo
mesmo agarismo, sendo as variaghes aélicas, se observadas, indicadas
por letras minUscul as do afabeto romano em subscrito.® Para distinguir
enzimasde diferentes espécies, deve-se utilizar ainicial donomedo orga-
nismo (termo em inglés) em letra mintscula e em italico. Por exemplo,
glutationatransferases (GSTs) daclasse Pi de humanoseratos, devem ser
indicadas como hGSTP e rGSTP, respectivamente. As enzimas da fami-
liadas GST microssomais ndo apresentam regras claras para suanomen-
clatura® Jaas GSTs citossdlicas de mamiferos s2o todas diméricas, con-
tendo de 199 a 244 residuos de aminoécidos em suas estruturas primérias.
Baseada na similaridade da seqiiéncia de aminoacidos, sete classes (de-
signadas pelas|etras do afabeto grego) de glutationatransferases (GSTS)
citossdlicas de mamiferos sfo descritas: Alpha, Mu, Pi, Sigma, Theta,
Omegae Zeta=* As GST-mitocondriais (classe das K appa) também séo
proteinas diméricas e suas sub-unidades apresentam, em geral, 226 resi-
duos de amino&cidos? A expressao de enzimas desta familiaem huma:
nos parece que é uniforme e independente do tipo celular. Embora estas
transferasestenham sido originalmenteisoladas de mitocondrias,* recen-
tes estudos demonstraram a presenca de GST mitocondrial em
peroxissomos.® A presenca de membros desta familia de enzimas na
mitocrondria e nos peroxissomos sugere que el as estariam envolvidasem
processos de detoxificag@o dos subprodutos da -oxidac@o de &cidos
graxos.® No que se refere as MAPEGS, quatro sdo as classes (I-1V)
identificadas na natureza.®

M etabolismo de compostos enddgenos

Glutationa transferases participam das etapas do catabolismo
de aminoécidos, como fenilalanina e tirosina® Estudos in vitro
também mostraram que glutationa transferases (GSTS) sdo0 respon-
saveis pela isomerizagdo do &cido 13-cis-retindico ao acido 13-
trans-retindico.*®

Em animais, através de vérias etapas, entre elas, reagdes de oxi-
dacdo e isomerizagdo, o colesteral (22) é convertido em hormdnios
esteroidais, como testosterona e progesterona® (Figura 8). A
biossintese destes hormonios envolve a formaggo de um intermedi&
rio-chave comum, o 3-B-hidroxi-5-pregnen-20-ona (23). A clivagem
da cadeia latera de 23, seguida da oxidacdo da hidroxila 3(3, fornece
a A’-androsten-3,17-diona (24), que, sob a acdo da glutationa
transferase citossolica A3-3 (GST A3-3), é convertida ao seu
regioisdbmero A*-androsten-3,17-diona (25), A testosterona (26) é
entdo obtidaa partir de 25, ap6s reducao seletiva da carbonila cetnica
presente no anel D. Alternativamente, o intermediério 23 € oxidado
a AS-pregnen-3,20-diona (27), e aisomerizaco daligacdo dupla pela
acao da GST A3-3, resultando na producéo de progesterona (28).%
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Clivagem oxidativa e
Oxidagéao do 3p-OH

Oxidagao
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Figura 8. Algumas etapas da biossintese da testosterona (26) e da
progesterona (28)

A producéo de espécies reativas de oxigénio (ROS), como o
anion superoxido (O,), peroxido de hidrogénio (H,0,) e radical
hidroxila(HO"), é conseqiiéncia natural darespiracéo aerdbica. Estas
espécies podem causar danos estruturais a muitas biomoléculas,
como lipideos de membrana, DNA, proteinas, carboidratos etc. Fe-
lizmente, a célula possui um sistema antioxidante que compreende
as enzimas superdxido dismutase, catalase e glutationa peroxidase,
além de agentes oxidantes como o-tocoferol, acido ascorbico,
bilirrubina etc.* A peroxidagdo de écidos graxos poliinsaturados
presentes nas membranas celulares resulta na formacdo de
eletrofilos, como aldeidos e, hidroxialdeidos-, cetoal deidos-o,3-
insaturados e/ou seus respectivos epdxidos. Alguns destes sdo alta
mente genotdxicos,® e sua formagdo excessiva pode ser controla-
da pela agdo de GSTs.*¥%* De fato, foi demonstrado que GSTs pro-
movem a adicdo conjugada da glutationa (GSH) a acroleina,
crotonaldeido e & outros adeidos o,B3-insaturados que possuem de
6 a 15 atomos de carbono.*® Outros exemplos da atuagao de
glutationa transferases na detoxificagdo de compostos endégenos
incluem a agéo de tais enzimas sobre epoxidos derivados do
colesterol, do acido eicosatriendico e do &cido estedrico,® de
adeidos o,B-insaturados derivados de nucleotideos e quinonas de-
rivadas da dopamina etc.?

M etabolismo de xenobidticos. detoxificacdo ou bioativacdo?
Os seres vivos estdo continuamente expostos a compostos qui-

micos naturais e/ou ndo-naturais a eles estranhos. Estes compostos
sdo denominados xenobidticos e podem interagir de maneira dele-
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téria ao organismo. A detoxificacdo enzimética de xenobioticos
pode ser classificada em trés fases distintas, porém estritamente
relacionadas. fase |, Il elll. Nasfases | e ll, geramente se observa
atransformagao do xenobi6tico em uma espécie que apresenta maior
solubilidade em agua, além de uma menor toxicidade. Na fase Il1,
estes metabdlitos sdo transportados para o exterior da célula e en-
tdo excretados. De fato, a fase || do metabolismo de xenobi6ticos
compreende um importante passo para a eliminagdo destas espéci-
es do meio celular, podendo em alguns casos envolver a participa-
¢&0 de transportadores. E o caso, por exemplo, dos transportadores
dos conjugados de glutationa/xenobidticos,? que incluem o trans-
portador de anions orgéanicos multiespecificos (MOAT),” e o trans-
portador de adutos glutationa-dinitrofendis (Dnp-SG ATPase)*42
dentre outros. A maioria dos processos da fase | € mediada pelas
enzimas citocromo P450 que sio responsaveis, principalmente por
reacOes de oxidac@o dos xenobidticos.®® As enzimas da fase 11
catalisam a conjugacdo dos xenobidticos (ou de seus metabdlitos
oriundos da fase I) com substratos endégenos (geralmente
glutationa, &cido glucurdnico e glicind) tornando-os mais soliveis
em agua. Quantitativamente a formagdo de conjugados com a
glutationa é a principal reacdo observada para muitos xenobidticos
durante a fase I1.” De fato, os nivels celulares (em condi¢des nor-
mais) de glutationa reduzida (GSH) sdo altamente elevados (~10
mM), indicando que o mecanismo de detoxificacdo via glutationa
pode representar uma adaptacdo biolégica fundamental para a so-
brevivéncia e garantia da perpetuacdo de muitas espécies. ¢ Além
deste mecanismo, a existéncia de um sistema de co-transporte [GSH
+ xenobidtico] sem o envolvimento do conjugado com a glutationa
foi proposta. Porém, até o presente momento néo ha evidéncias
experimentais inequivocas que validem este model 0.4” Alguns exem-
plos da atuagdo de GSTs em reagBes de conjugacdo sio apresenta-
dos na Figura 9. O antineoplasico bulsufan (29) é um agente
alquilante empregado no tratamento de quadros crénicos de
leucemia. % Estudos sobre a metabolizagdo do bulsufan (29) de-
monstraram gue sua conjugagdo com a glutationa (GSH) passa pelo
intermediério 30, levando a formag&o do cétion sulfonio (31), e é o
principal mecanismo de detoxificagdo celular (Figura 9A). Com-
postos arométicos derivados do naftaleno 32 (Figura 9B) sdo dta-
mente téxicos e carcinogénicos, que podem ser encontrados no
ambiente como produtos da combustéo da gasolina. Durante as
etapas de metabolizagdo destes compostos, ocorre a formacéo de
oxidos de arenos (33 e 34, Figura 9B) que sdo interceptados pelas
GSTs, formando os acoois isoméricos 35-38. Neste processo, trés
dos quatro possiveis isdbmeros dos conjugados de glutationa/
naftaleno foram identificados.® A morfina (39) é um acaldide uti-
lizado como anestésico e analgésico. A sua metabolizagdo envol-
ve, a principio, dois possiveis caminhos de oxidagdo, ambos levan-
do a formagdo de espécies (aceptores de Michael) altamente sus-
ceptiveis & adicdo conjugada da glutationa (GSH) (Figura 9C). Um
dos caminhos envolve a participagdo da morfina 6-desidrogenase
(M6D) na etapa de oxidagdo, levando a formagdo da morfinona
40.%* A adicdo conjugada da glutationa a morfinona 40 fornece o
conjugado 41 que é entéo excretado do meio celular (Figura 9C).%
O outro caminho envolve as enzimas citocromo P450: a atuagéo
destas enzimas sobre a morfina 39 produz a quinona 42, que apds
adicdo da glutationa (GSH) fornece o conjugado 43, que € entdo
excretado.®

Acetaminofenol (49, Tylenol®) é um analgésico popular e “se-
guro” se usado em dosagem apropriada. Porém, o uso de altas doses
pode causar danos renais.**** O acetoaminofenol (49) é
metabolizado a iminoquinona (50) através do mecanismo apresen-
tado na Figura 10. Altas concentragdes da enzima prostaglandina
H sintase (PGH sintase) sdo encontradas nos rins e estudos de-
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Figura 9. Exemplos da atuacéo de glutationa transferases (GST) na
detoxificagdo celular de xenobidticos

S P S NN
l@ CO,H  PGH Sintase O CO,H
(PGGZ) HOO / \

NHAc (PG2)
NHAc NHAc
-~
OH
Acetoaminofenol (49) O. o
>o< PGH GTS/GSH
GSSG GSH Sintase
NHAc NHAc
GTS/GSH
—_—
SG
o OH
(50) (51)

Figura 10. Via de ativagdo/desativagdo metabdlica do acetoaminofenol 49

monstram que a atuagdo desta enzima sobre o acetoaminofenol
(49) é a principa fonte da toxicidade observada neste 6rgéo. Du-
rante a reducdo da prostaglandina PGG2 a PG2, através da acdo da
PGH sintase, pode ocorrer a oxidagdo do acetaminofenal (38), le-
vando a formagdo da iminoquinona (50).% A adi¢cdo conjugada da
glutationa (GSH) a 50 leva a desativacdo desta espécie, formando
0 aduto 51. Outros exemplos da atuagdo de glutationa transferases
em processos de detoxificacdo/ativacdo celular de xenobiéticos estao
devidamente discutidos na literatura.5-%

Como mencionado anteriormente, a atuagdo das GSTs é uma
importante estratégia de defesa da célula contra xenobidticos. Mas,
guais sdo os mecani smos de eliminagdo dos conjugados de glutationa
paraforadacélula? Umavez formados, os conjugados da glutationa/
xenobi6ticos sdo reconhecidos por transportadores especificos e
conduzidos para 0 meio intercelular (Figura 11).244 No meio
intercelular, os conjugados da glutationa/xenobidticos sdo clivados
pelaagdo das enzimas y-glutamil transpeptidase (YGT) e dipeptidases
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Figura 11. Detoxificagéo de xenobidticos via acidos mercapturicos

presentes na porgéo externa da membrana celular.®® Alguns autores
referem-se a estas etapas como a fase |1l do metabolismo de
xenobidticos. A primeira etapa de eliminagdo dos conjugados da
glutationa envolve a remogao de um residuo de &cido glutamico
pela y-glutamil transpeptidase (YGT). Numa etapa posterior ocorre
a clivagem de um residuo de glicina por dipeptidases, restando
apenas 0 residuo da cisteina ligada ao xenobidtico. O glutamato e a
glicina livres podem ser reabsorvidos pela célula e utilizados na
sintese de glutationa (GSH). O grupo amino do residuo de cisteina
presente no conjugado cisteina/xenobidtico é acetilado pela agéo
de N-acetiltransferases intracelulares para formar o corresponden-
te acido mercaptirico, que é conduzido a circulagdo ou a bile.*
Dependendo das caracteristicas da por¢do derivada do xenobidtico
(X), o correspondente &cido mercaptirico podera ser diretamente
excretado na urina, ou passar por metabolizacdo para ser elimina
do.® E importante observar que as enzimas GSTs fazem parte de
um sistema de defesa integrado, e que a eficiéncia deste sistema
depende da ag8o combinada de outras enzimas, como a y-
glutamilcisteina sintase (YGluCysS) e a glutationa sintase, no sen-
tido de fornecer glutationa, bem como de transportadores que faci-
litem a eliminagdo dos conjugados de GSH.

Em alguns casos, os conjugados de glutationa/xenobiéticos sdo
mais toxicos que o préprio xenohidtico. Exemplos deste fendmeno
incluem conjugados de haloalcanos e alil, benzil e feniletil-
isocianatos etc.®*™ Haloalcanos, como o diclorometano (CH.Cl,),
sdo altamente genotoxicos, monstrando serem capazes de induzir
cancer de pulméo e de figado em ratos.”*™ A atividade genotdxica
do diclorometano esta rel acionada a bioativacdo deste por glutationa
transferases citossolicas hGSTT1-1 e rGSTT5-5 (Figura 12).70727
A conjugacdo do diclorometano (CH,Cl,) ou de outros dialoalcanos
se da, inicialmente, pela substituicdo nucleofilica de um dos &to-
mos de cloro por glutationa (GSH), fornecendo o aduto S
clorometilglutationa (52).” O aduto S-clorometilglutationa 52 é
instavel e reativo,”®™ sendo que evidéncias diretas de sua formagédo
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Glutationae enzimasrel acionadas. Papel biolégico 1175

so foram possiveis utilizando-se ressonancia magnética nuclear de
F e clorofluorometano (CH,CIF) como substrato para as gl utationa
transferases (GSTs).2 A interceptacdo do aduto 52 por nucleofilos
biolgicos, como as bases nitrogenadas do DNA, gera inicialmente
0 aduto 53, seguida da despurinacgo do DNA com formagéo de 54,
podendo levar & morte da célula.

ENZIMAS ENVOLVIDAS NO METABOLISMO DE
GLUTATIONA E SUA CORRELACAO COM O CANCER

As glutationa transferases evolutivamente representam um meca
nismo de defesa da célula, porém também podem ser utilizadas pela
célula na inativacdo de farmacos, como mencionado anteriormente.®

A resisténcia celular amdiltiplos farmacos (siglaeminglés MDR)
€ Um processo Cujos mecanismos sao da mais ata complexidade e
importancia.®2828 No caso de células tumorais, o termo resisténcia a
multiplos farmacos (MDR) é usado para descrever um fendmeno
caracterizado pela capacidade destas células apresentarem uma re-
sisténcia simultanea a diferentes agentes quimioterapicos estrutu-
ralmente e funcionalmente ndo-relacionados. De maneira geral, a
MDR pode ser classificada em duas categorias: ressténcia intrinsica
- manifestada no primeiro ciclo de tratamento e vinculada ao pro-
cesso origina de transformagdo maligna da célula e, resisténcia ad-
quirida - encontrada apds exposicao a agentes citotdxicos, possivel-
mente como um resultado da seleg@o de populagBes celulares tole-
rantes.® Entre os varios mecanismos relacionados a resisténcia ce-
lular amiltiplos farmacos, o sistema enzimético glutationa/glutationa
transferases (GSH/GSTs) € apontado como um dos mais importan-
tes para este fendmeno. Os mecanismos de resisténcia via sistema
enzimético glutationa/glutationa transferases (GSH/GSTs) envolvem
principalmente: alteracdes nos niveis de glutationa (GSH) e/ou na
expressao dos genes que codificam as enzimas envolvidas na sintese
de glutationa (GSH); alteragdes do transporte dos conjugados de
glutationa (aumento da eficiéncia do transporte dos conjugados como
consequiéncia do aumento de glutationa e/ou do aumento da expres-
s80 dos genes que codificam os trangportadores destes conjugado) e
ou, ateracdes na expressdo dos genes que codificam as glutationa
transferases.® De fato, a expressdo dos genes que codificam as
glutationa transferases € usuamente maior em células tumorais que
em ndo-tumorais.® Além disso, foi demonstrado que a deplegéo de
glutationa (GSH) pode aumentar a sensibilidade celular a agentes
alquilantes utilizados como quimioterdpicos. Estes resultados res-
saltam a importancia do sistema enzimético glutationa/glutationa
transferases (GSH/GSTSs) no mecanismo celular de resisténcia.
Além dos niveis de glutationa (GSH), em muitos tipos de tumor
humano foi observado que a quantidade e o tipo GST sdo diferentes
e dependem do tipo de tecido.®* Uma excecdo refere-se a classe Pi
de glutationa transferases (GST P1-1) que parece ser uma “constan-
te” em células tumorais (colon, pulmao, ovério, mama, estdbmago,
bexiga, rim, testiculo) apresentando-se em atas concentragdes (2-4
vezes maior) quando comparadas agquelas encontradas em células
sadias de mesmaorigem.* A classe Alpha de glutationa transferases
(GSTA) também foi encontrada em atos niveis de expressdo génica
em aguns tipos de tumores, enquanto que a classe Mu (GSTM) oca
sionalmente se faz presente nos tipos de tumores nos quais as clas-
ses Pi (GSTP) e Alpha (GSTA) estéo ausentes ou com baixa expres-
s80 génica® GSTP1-1 parece estar diretamente relacionada ao de-
senvolvimento de resisténcia a farmacos, representando uma barrei-
ra para o tratamento adequado de vérios tipos de cancer.%10

Apesar de ndo se conhecer totalmente o papel do sistema
enziméatico glutational/glutationa transferases (GSH/GSTS) nos varia-
dos mecanismos associados a resisténcia celular a maltiplos farmacos,
as informagdes existentes estéo permitindo o desenvolvimento de no-
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vas estratégias que contornem esta resisténcia e/ou utilizem destes
mecanismos para 0 desenho de farmacos mais eficientes.®

A observacdo de que os niveis da glutationa transferases GSTP1-1
em células de cancer sBo maiores que agueles observados em células
ndo-tumorais de mesmaorigemfoi utilizada para o desenvolvimento de
quimioterapicos.™%1%2 Por exemplo, 0 TLK286 (Figura13), um andlo-
go da glutationa, € um pré-farmaco que é preferenciamente ativado
pela GSTP1-1. O TLK286 teve seu desenho baseado nos estudos
cristalogréficos das glutationastransferases GSTM 1a-1'% e GSTP1-1.2%
Nestes estudos foi verificado que estas enzimas abstraem o hidrogénio
do grupo sulfidrilico da glutationa (GSH), seu substrato natural, geran-
do um anion sulfeto que € mais nucleofilico que a prépria GSH e, por-
tanto, maisreativo com e etréfilos. Além disso, estes estudos revelaram
que a abstracdo do hidrogénio sulfidril é feita pelo grupo hidroxila de
um residuo de tirosina presente no sitio de ligagao da glutationa (GSH)
nestas enzimas. Porém, no caso do TLK 286, que ndo apresenta hidro-
génio sulfidrilico, a atuacdo da GSTP1-1 leva a abstragéo do hidrogé-
nio do carbono o asulfona (Figura13). A abstracdo deste, seguidade 3-
eliminacdo, fornece a fosforamida (60) e a vinilssulfona (61) no meio
intracelular.”%41%2 A fosforamida 60 € um agente alquilante de DNA,
responsavel pelos efeitos antiproliferativos observados para o TLK 286.
O TLK286 mostrou ser clinicamente ativo durante afase | (atualmente
os estudos clinicos do TLK 286 se encontram nafase |11) contracélulas
de cancer de mama, célon, e pulmé&o.’® TLK286 também se maostrou
efetivo nos estudos com pacientes que apresentam cancer de ovario re-
sistentes a cisplatina e ao taxol 1%
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Figura 13. Mecanismo de bioativag&o do TLK286 pela glutationa transferase
GTSP1-1

ANALISE DE GLUTATIONA E DERIVADOS

Métodos analiticos para quantificar GSH, ou seus precursores e
metabolitos, em vérias matrizes bioldgicas sdo de extrema impor-
tancia e a literatura apresenta uma vasta coleténea destes métodos,
que vém sendo revistos.X® Ao selecionarmos um método analitico
com este proposito, ele deve ser especifico para diferenciar a GSH
de outros tidis presentes nas células e em produtos de
biotransformag&o, além de separar GSH e GSSG de moléculas inter-
ferentes, presentes em matrizes complexas, como por exemplo, san-
gue total e homogenato de figado. Os métodos de andlise dividem-se
em cromatograficos e ndo cromatogréficos, mas qualquer que sgja
ele, 0 prétratamento da amostra € fundamental, incluindo coleta e
preparacdo da amostra, remogdo de proteinas e a derivatizacdo, de-
pendendo da técnica selecionada. Em relagdo a preparacdo da amos-
tra, 0 ponto mais critico da andlise da GSH € a sua auto-oxidagdo em
pH ~7,2 sendo recomendada a manipulacdo abaixo deste valor.®
Este procedimento também é importante para dificultar a protedlise
em matrizes bioldgicas, catalisada pela y-glutamiltranspeptidase.
Assim, as recomendagBes gerais s80 a manutengdo do pH abaixo de
7, refrigeragdo e, quando a matriz é o plasma, a precipitacdo de pro-
teinas por &cidos é também indicada. O uso de ultrassom ndo € reco-
mendado, porque provoca hemdlise, uma das principais causas de
erro, geralmente na fase de coleta da amostra,’® uma vez que a con-
centragdo de GSH nas hemécias é muita dta; ja a armazenagem a
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temperatura ambiente, favorece reagdes de auto-oxidacdo e protedlise,
consumindo o substrato GSH e acarretando vaores baixos de con-
centracdo. O uso de catéter para coleta do sangue e o recolhimento
em tubos heparinizados contornam estes problemas.™™® Inibidores da
v-glutamiltransferase e agentes quelantes como a 1,10-fenantrolina
para capturar o ion ferroso, prevenindo reactes de oxidagdo da GSH,
também s2o utilizados.*! As proteinas presentes em amostras biol6-
gicas devem ser removidas antes da andlise, através da precipitacdo
com écidos (5-sulfossalicilico, trifluoracético, tricloroacético,
perclérico, metafosforico),’? ou por solventes organicos, dos quais
0S mais usados sdo acetona, acetonitrila e metanol.*® Este Ultimo
procedimento é o preferido quando a detecgdo € por espectrometria
de massas. Uma outra técnica importante € a ultracentrifugagdo, que
exclui macromoléculas com base nas dimensdes dos poros dos fil-
tros.

A auséncia de cromoforos fortes e fluoréforos na estrutura da
glutationa torna necesséria a derivatizagdo, para aumentar o limite
de deteccdo. O reagente selecionado para a derivatizacgo deve ser
inerte na matriz, além de proporcionar alta sensibilidade,
especificidade, e dispensar extragdo com solvente para remover
excesso. Embora a GSH tenha trés sitios susceptiveis a
derivatizagdo, apenas 0s grupos amino e sulfidrila tém sido utiliza-
dos como alvos para estas reagdes, destacando-se este Ultimo.

Introducgdo de um cromaforo

N-etilmalelimida (NEM) e andlogos, e 0 &cido monoiodoacético
sdo freglientemente empregados com reagentes em reacfes de
derivatizagdo, fornecendo os tioéteres 62 e 63, respectivamente (Fi-
gura 14). A eficacia do acido monoiodoacético na protegdo da GSH
contra auto-oxidag&o, foi demonstrada em experimentos com
homogenato de figado de rato.'** O acido 5’,5-ditio-bis-(2-
nitrobenzdico), ou simplesmente, DTNB, ou reagente de Elmann
64,15 ¢é bastante utilizado nas determinagdes de GSH. O grupo
sulfidrila da glutationa quebra a ligag&o dissulfeto do DTNB, ge-
rando o aduto GSTN e liberando o éacido 5-mercapto-2-
nitrobenzoico 65, que é detectado em 412 nm.
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Figura 14. Derivados da GSH com NEM (62), acido monoiodoacético (63),
e reacdo da glutationa com o DTNB (64)

Introdugé@o de um fluoréforo

Para deteccdo de fluorescéncia, ou mesmo para aumentar o li-
mite de deteccdo UV-Vis, orto-ftalaldeido (66, Figura 15) e
monobromobimano 67 podem ser empregados. O primeiro € o mais
usado, formando adutos fluorescentes de GSH e outros aminotiois.
A adicdo de um co-reagente, fonte de nitrogénio nucleofilico, leva
a formagdo de isoindol fluorescente.®* O monobromobimano é um
reagente especifico para o grupo sulfidrila, ndo sendo Util para a
deteccdo de GSSG. A emissdo de fluorescéncia dos adutos forma-
dos é relativamente alta, sendo detectados mesmo em concentra-
¢Bes muito baixas. ™’
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Figura 15. Reagentes utilizados na derivatizacdo da GSH para deteccéo
por fluorimetria

M étodos né&o-cromatogr aficos

Dentre estes podemos citar a espectrofotometria, espectro-
fluorimetria e amperometria, que permitem a andlise de GSH e
derivados. O fundamento do ensaio espectrof otométrico classico para
determinacdo da concentragéo de glutationa esté baseado na reacéo
cinética de oxidagdo da GSH a GSSG, promovida pelo DTNB. Para
a determinagéo da GSSG, é necessario o bloqueio prévio da GSH,
empregando NEM ou vinilpiridina. Este método pode ser utilizado
em vérias matrizes bioldgicas.*® Ja o ensaio fluorimétrico é desen-
volvido apds a derivatizagdo do grupo sulfidrila da GSH com o
marcador de fluorescéncia 5-maleimidil-2-(m-metilfenil)-
benzoxazola (MMBP). Este método apresenta seletividade signifi-
cativa paraa GSH em detrimento de tidis menores, como a cisteina,
e foi utilizado na determinacdo de GSH em sangue total humano,
homogenatos de figado de porco e coragdo, dispensando um pré-
tratamento para eliminacéo de interferentes.'® Os métodos
eletroquimicos tém importantes aplicacfes na andlise de amostras,
incluindo-se fluidos bioldgicos, baseados em diferentes eletrodos.
A literatura apresenta uma discussdo substanciada deste método
aplicado a glutationa.*%12*

M étodos cromatogr aficos

Cromatografia em camada fina (CCF)

E possivel detectar o derivado fluorescente formado entre GSH e
(5-pentafluorbenzoilamina)-fluoresceina. O aduto formado pode ser
separado do excesso do reagente por CCF, e quantificado por
fluorimetria. O método € bastante seletivo efoi utilizado para detecgéo
de GSH em extrato de células endoteliais de artéria pulmonar.2

Cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE)

E o método mais utilizado, explorando os vérios sistemas de
deteccdo. A fase estacionaria geralmente empregada € a ODS
(octadecilsilicagel). Em muitos casos, a cromatografia € em fase
reversa, umavez que a derivatizagdo com agentes marcadores gera
adutos hidrofébicos. A acidificacdo da mistura eluente (metanol-
H,O, CH,CN-H,0, DMF, tampéo fosfato pH 3,0, HCO,H-H,O e
suas combinagGes em diferentes proporcdes) é muitas vezes
requerida para minimizar a oxidag&o da funcéo tiol.'*

Em relagdo aos métodos de deteccdo, a baixa sensibilidade e
especificidade do UV-Vis levaram a sua substitui¢do por outros mé-
todos. A deteccéo fluorimétrica é bastante empregada para matrizes
biol6gicas, que requerem alta sensibilidade. Um outro método, rapi-
do, sensivel e que ndo requer derivatizacdo é adetecgdo el etroquimica,
usando geramente eletrodo de Au-Hg.'* O uso de dois eletrodos de
grafite em série permitiu a deteccdo tanto de GSH (1° eletrodo),
quanto de GSSG (2° eletrodo), em um potencid positivo.’®

CLAE em fase reversa e espectrometria de massas por
eletrospray (EM-ESI) tem se mostrado uma interface bastante im-
portante para deteccdo de GSH e GSSG, considerando a sua sensi-
bilidade e especificidade. O eluente &cido leva a associagdo destes
peptideos com o préton, formando ions pseudomoleculares carre-
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gados positivamente de massas 308,1 e 613,3 para GSH e GSSG,
respectivamente.

Cromatografia em fase gasosa (CG)

N&o é muito utilizada devido a polaridade e ato ponto de ebu-
licdo dos compostos. Assim, para andlise por CG, a derivatizagdo é
necessaria, empregando-se geralmente anidrido trifluoracético'® ou
cloroformiato de etila,**” gerando os correspondentes tioésteres.

Eletroforese capilar (EC)

A separacdo eletroforética é realizada aplicando-se um campo
elétrico relativamente alto & amostra introduzida em um capilar
contendo um eletrdlito apropriado (background electrolyte), per-
mitindo separacdes eficientes em pouco tempo. Deve-se ter cuida-
do com o pré-tratamento de amostras biolédgicas, pois as proteinas
sdo facilmente adsorvidas na parede capilar, afetando o tempo de
migracdo dos compostos analisados e a resolugdo. Dentre as princi-
pais caracteristicas deste método destacam-se 0 baixo custo, a pos-
sibilidade de se usar solvente polar organico ou aquoso, utilizando
volume muito pequeno (nL de amostra e uL de tamp&o). Na andli-
se de GSH e seus andlogos por EC, em matrizes complexas, a
seletividade na separagdo pode ser acangada empregando-se zona
livre ou cromatografia eletrocinética micelar, embora a primeira
seja a mais utilizada. Concentragfes elevadas de tamp&o-borato ou
fosfato sdo requeridas para aumentar a resolucdo.'® Quanto a
deteccéo, esta pode ser por fotometria, fluorimetria, eletroquimica
ou por espectrometria de massas.

Paralelamente ao desenvolvimento das tecnologias analiticas,
as determinagBes de GSH tornam-se mais refinadas, cobrindo pra-
ticamente todas as combinagBes entre equipamentos analiticos e
sistemas de detec¢éo existentes no mercado, podendo determinar
a glutationa e congéneres em vérias matrizes hiolégicas comple-
xas. Diferentes métodos de CLAE e EC apresentam elevadas sen-
sibilidade e reprodutibilidade, constituindo-se nos principais mé-
todos para investigar variagbes minimas no sistema redox envol-
vendo GSH. Erros podem resultar das diversas fases dos procedi-
mentos analiticos, assim como coleta da amostra, processamento
e armazenagem devidos principalmente a auto-oxidagéo e
protedlise da GSH. Assim, apesar da grande disponibilidade de
métodos e técnicas para as determinagOes € necessario padroni-
zar os procedimentos na coleta e pré-tratamento das amostras,
para que a formag&o de artefatos seja minimizada e os resultados
de diferentes andlises sgjam comparaveis.

PERSPECTIVAS

O conhecimento ja estabelecido para o envolvimento da
glutationa (GSH) e suas enzimas nos diversos processos biol 6gicos
a ela relacionada claramente demonstram que a histéria da GSH
ainda ndo esta a ponto de finaizar. O avango das técnicas de andli-
se da GSH associadas a proteinas, como é 0 caso da espectrometria
de massas, e/ou localizacdo da GSH, em suas formas livres ou asso-
ciadas, em 0rgédos, tecidos e estruturas subcelulares por técnicas
modernas de imagem revelaro muitas oportunidades para o desen-
volvimento de intervencdes terapéuticas para tratamento da mal&
rig, cancer e muitas outras doengas que afligem a humanidade.

MATERIAL SUPLEMENTAR

InformagBes adicionais sobre GO, GPx, GR e GSTs e compo-
sicdo do sitio ativo das duas Ultimas, estéo disponivels em http://
quimicanova.sbg.org.br, em forma de arquivo PDF e com acesso
gratuito.
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GLUTATIONA OXIDASE: CONSIDERAGOES
ADICIONAIS

As glutationa oxidases pertencem a classe de sulfidrila oxidases
dependentes de flavina, que catalisam a oxidacdo de proteinas e
peptideos com a formagdo de dissulfetos e peroxido de hidrogé-
nio:

2GSH + 0, — GSSG + H,0,

A primeira destas enzimas foi caracterizada por Ostrowski e
Kistler' como um mondmero. Os estudos mostraram que esta
enzima possui de 66 KDa de massa molecular. Ela ndo demons-
trou especificidade para a glutationa, oxidando também outros
aminotidis. Dentre as glutationa oxidases conhecidas, apenas a GO
T-1, obtida de cultura de Basidiomycetes® é especifica para GSH.
O principa interesse pela glutationa oxidase reside no desenvolvi-
mento de biossensores baseados em glutationa.® Nenhuma enzima
desta classe possui a sua estrutura quaternaria determinada até o
presente momento.*

GLUTATIONA PEROXIDASES: CONSIDERAGOES
ADICIONAIS

Glutationa peroxidase (GPx) converte perdxido de hidrogénio
a agua, oxidando a GSH ao seu correspondente dissulfeto (GSSG).
GSH é regenerada pela glutationa redutase por intermédio da oxi-
dacdo de NADPH. As glutationa peroxidases intracelulares com-
preendem duas proteinas distintas: a GPx classica (cGPx), atual-
mente denominada como GPx1, e a hidroperoxido-fosfolipideo

ROOH ROH
o _ ROOH.-ROH _ E_ .0 .
E-Se E-SeOH = Se  écido seleninico
HO GSH j GsH 2 GSH.-H0 OH
asH ESeSC 4o

Figura 1S. Mecanismo hipotético para a reducdo de hidroperoéxido catalisada
pela glutationa peroxidase (GPx)
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(PHGPX), presente no nucleo, mitocdndria e citosol.®

Todas as GPxs contém uma selenocisteina no sitio ativo, que é
sucessivamente oxidada e reduzida no ciclo catalitico (Figura 1S).
O sdlenolato (E-Se’) na GPx reduzida e o acido seleninico puderam
ser observados por métodos cristal ograficos.®

Existem 4 membros da familia GPx: cGPx (GPx1), GPx-GlI
(GPx2), pGPx (GPx3) e PHGPx (GPx4). As GPxs-1, -2 e -3 sdo
tetrameros, com subunidades variando entre 20 e 25 kDa, enquanto a
GPx-4 é um mondmero de 20-22 kDa.” Além de ser a Unica dentre as
glutationa peroxidases que usa hidroperdxidos fosfolipidicos como
substratos, a GPx4 reage com uma grande variedade de outros
hidroperdxidos, incluindo os derivados do colesterol®® e os de timina.

A Figura 2S é uma representagdo esquemética das interagdes
da glutationa com o sitio ativo da glutationa peroxidase,® destacan-
do-se os residuos aminoécidos importantes. Os dados bioquimicos
suportam a formag&o de ligagOes selenocisteina através da redugéo
do substrato doador, GSH.

. 07 NH,

Figura 2S. Representacéo das interagdes da glutationa com o sitio ativo da
glutationa peroxidase: participacao da Arg40 e Gly-GSH (interag&o ionica);
Se-Cys35 e Cys-GSH (ligagéo covalente); Argl67 e carboxilato-Glu-GSH
(interacdo idnica); GIn130 e amino-Glu-GSH (ligacao de hidrogénio)

GLUTATIONA REDUTASE: CONSIDERACOES
ADICIONAIS SOBRE SUA ESTRUTURA E MECANISMO
DE ACAO

O sitio ativo da glutationa redutase é caracterizado pela pre-
senca de uma ponte dissulfeto formada pelos residuos Cys58 e
Cys63, uma tirosinila (Tyr197), aém dos residuos de glutamato



S2

(Glud27) e histidina (His467).

A Figura S3 € uma representacdo esquemética do sitio ativo da
GR com o anel aloxazolinico da coenzima FAD. Na primeira etapa
ocorre a reducdo da coenzima, via transferéncia de elétrons do
NADPH para a flavina dinucletodideo (Figura 3S-a), que requer
uma mudanca de conformagdo do residuo tirosinila (Tyr197). O
sistema redox representado pelo dissulfeto Cysb8-Cys63 aceita um
par de elétrons do &nion FAD-, formando uma ligag&o covalente
entre o carbono 4 daflavina e o enxofre da Cys63 (Figura 3S-b). O
anion tiolato gerado no residuo de Cys58 é protonado, formando
entdo um complexo estavel com a His467 (Figura 3S-c). Um ata-
que nucleofilico do grupo sulfidrila ao enxofre da ligagdo dissulfeto
da GSSG, formando um dissulfeto misto ESSG, seguido de
protonacdo do GS formado libera uma molécula de GSH (Figura
3S-c). A transferénciade elétrons daligagéo Cys63-FAD para Cysh8
(Figura 3S-d), libera uma segunda molécula de GSH. A regenera-
¢do do dissulfeto Cysb8-Cys63 completa o ciclo catalitico.

GLUTATIONA TRANSFERASE: ALGUMAS
CONSIDERAGOES SOBRE SUA ESTRUTURA
MOLECULAR

As glutationas transferases (GSTs) geralmente se encontram
no meio biolégico como homo ou heterodimeros (outros comple-
xos também podem existir), apresentando dois sitios ativos por
dimero cujas atividades sdo independentes uma da outra (Figura

Huber et al.
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4S)°, Cada sitio ativo consiste no minimo de duas regides de liga-
¢80, um para a glutationa (GSH) que € muito especifico para este
tripeptideo (Figura 4S), e outro sitio de ligagdo com menor
especificidade para os eletréfilos (Figura 4S). Os substratos
(eletrofilos) mais comuns das glutationa transferases incluem:
haletos de alquila, epdxidos, compostos a,B-insaturados (como
quinonas, iminoguinonas, aldeidos, cetonas, lactonas e ésteres),
haletos de arila e nitro aromaticos. Apds se combinar com a
glutationa reduzida (GSH), as glutationas transferases (GSTs) apre-
sentam maior especificidade para um segundo substrato (os
eletrofilos)™.

Nas glutationas transferases (GSTs), o dominio 1 (em azul) é
altamente conservado, sendo o sitio de ligagdo da glutationa redu-
zida (GSH). Os dominios 1 e 2 estdo ligados entre si através de
uma pequena seqiiéncia de aminoacidos (a seqiiéncia de
aminoacidos representada na cor violeta) como mostrado na Figu-
ra 4S.* O dominio 2 (em vermelho, apresenta aproximadamente
87-210 residuos de aminoé&cidos) consiste de cinco a-hélices no
caso das classes Pi e Um''*? e seis a-hélices no caso da classe
Alpha.® De fato, o0 niUmero de hélices presente no dominio 2 é bem
variavel entre as classes e este niimero ndo é um parametro funda-
mental para a classificagdo destas enzimas.

Estudos cristalograficos realizados por Sinning e colaborado-
res permitiram definir os sitios de ligagdo da glutationa (GSH) e
identificar os residuos de aminoécidos presentes na vizinhanca dos
mesmos (Figura 5S).2 Nestes estudos foi redlizada a co-cristaliza-
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Figura 3S. Representacdo esquemética das etapas envolvidas na formacao de GSH. (a) sitio ativo da GR com o anel isoaloxazolinico do FAD e sua redugéo
pelo NADPH; (b) ataque nucleofilico do FADH- sobre o dissulfeto Cys58-Cys63; (c) ataque nucleofilico do grupo sulfidrila (Cys63) sobre a GSSG, liberagéo
de GSH e formagao do dissulfeto misto; (d) regeneracéo do dissulfeto Cys58-Cys63, via regeneracéo do FAD e liberacdo de uma segunda molécula de GSH
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Figura 4S. Representacdo das estruturas tridimensionais das subunidades das glutationas transferases (GSTs). O dominio N-terminal 1 esti destacado em azul,
enquanto o dominio C-terminal esté destacado em vermelho. Os residuos importantes para a catdlise destas enzimas (tirosina em a e d; cisteina emb e ¢) estdo
destacados em amarelo, enquanto os ligantes com os quais as enzimas foram co-cristalizadas sao destacadas em verde. A seqiiéncia de aminoacidos que liga os
dois dominios esta destacada em violeta. Os codigos das bases de dados sdo apresentados entre parénteses: (a) GST de calamar, classe Sgma (1GSQ);* (b) GST
humana, classe Omega (1EEM, a extensdo dos residuos de aminoacidos -19 no total — presente nesta classe de GTS esta destacada em preto); *° (c) GTSbacteriana
(Proteus mirabilis), classe Beta (1IPM7)¢; (d) GTS de Fasciola hepética, classe Mu (1IFHE)Y. Reproduzido daref. 13, com permissio da Elsevier Ltda

¢do da glutationa transferase (GST) humana da classe Alpha (A1-
1) com (9-benzilglutationa (GSBn) e as andlises dos dados de raio-
X revelaram que a maioria das interagdes entre a glutationa e a
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Figura 5S. Representacdo esquematica das principais interacdes entre os
residuos de aminoacidos da glutationa transferase (GST) humana da classe
Alpha (A1-1) presentes na vizinhanga do sitio de ligagdo da glutationa (GSH)
na mesma. ASP101* e ARG131* sdo residuos de aminoécidos da vizinhanca
do sitio catalitico destas enzimas. Reproduzido daref. 13, com permissdo da
Elsevier Ltda

enzima é realizada entre a GSBn e os residuos de aminoécidos do
dominio 1. Duas interagdes idnicas sdo observadas nas termina-
¢Oes do tripeptideo (GSH) e os residuos ASP101* e ARG131* do
dominio 2 da enzima. As principais interacoes observadas - em sua
grande maioria trata-se de ligagbes de hidrogénio e interagcdes
ibnicas. As interagBes da (S)-benzilglutationa (GSBn) com a
glutationa transferase (GST) humana da classe Alpha (A1-1) estdo
apresentadas na Figura 5S%. No exemplo apresentado na Fig. S5,
ndo ha um centro nucleofilico —SH uma vez que o enxofre esta
ligado ao grupo benzilico. Porém, no caso da glutationa (GSH) o
grupo nucleofilico -SH forma uma ligagdo de hidrogénio com o
residuo tirosina (TYR9), diminuindo o seu vaor de pKa, levando a
estabilizaggo do anion tiolato, que entdo, se adiciona aos eletrofilos,
substratos para estas enzimas. No caso de glutationas transferases
(GST) da classe Theta e possivelmente da classe Zeta, um residuo
de serina é o responsavel pelo aumento de nucleofilicidade da
glutationa, enquanto que para as classes Omega e Beta este papel
seria realizado por um residuo de cisteina (na realidade ocorre a
formagdo de um disulfeto misto transitério)™.
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