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RESUMO

O enxofre é um elemento essencial para os organismos vivos. E assimilado pelos diversos
organismos em diferentes formas: na forma elementar por bactérias utilizadoras de
enxofre, sob a forma de sulfato e de sulfureto pelas plantas, e sob a forma dos residuos
de cisteina e de metionina das proteinas pelos animais superiores. Independentemente de
gual destas formas é ingerida, nos mamiferos, o enxofre encontra-se presente nas células
essencialmente em trés formas quimicas - tidis (cisteina, glutationo, coenzima A),
sulfuretos (metionina) e sulfato (derivados de polidsidos e esterdides) - que, de algum
modo, sdo interconvertiveis. Existe também uma fraccdo de compostos contendo enxofre,
presentes em menor quantidade, constituida por acidos sulfénicos (acido cisteico e
taurina), e acidos sulfinicos (hipotaurina). A presenga de grupos funcionais, contendo
enxofre, sobretudo o grupo sulfidrilo, é responsavel por importantes funcdes cataliticas,
regulatérias e estruturais nas proteinas, assim como pela fungdo de principal tampao
redox celular sob a forma do tripéptido glutationo e da proteina tiorredoxina. Neste
trabalho é feita uma breve revisdo da bioquimica da cisteina, metionina, coenzima A,
acido a-lipdico e glutationo.
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INTRODUCAO

O enxofre é um elemento essencial para os organismos vivos. O enxofre tem
importantes fungGes cataliticas, regulatérias e estruturais nas proteinas, assim como a
funcdo de principal tampao redox celular sob a forma do tripéptido glutationo e da
proteina tiorredoxina. Uma faceta importante dos compostos que contém enxofre é o facto
do grupo funcional contendo enxofre estar frequentemente envolvido na sua reactividade
guimica e na sua capacidade catalitica. Um exemplo importante é a formacao de ligagoes
persulfureto pelos residuos de cisteina nas proteinas. Estes persulfuretos podem ser
reduzidos a tidis pelo glutationo ou pela tiorredoxina. Esta interconversao tiol/persulfureto
serve para regular a actividade de muitos enzimas. Outras fungdes importantes, sao a de
transferéncia de grupos (por exemplo, transferéncia do grupo acetilo pelo Coenzima A e
de grupos metilo pela S-adenosilometionina), a de ligando de metais (por exemplo a
ligagdo do sulfureto ao ferro nas clusters ferro-enxofre das proteinas), ou a de cofactor de
diversos enzimas (biotina, tiamina e acido lipdico).

O enxofre pode ser adquirido pelos diversos organismos em diferentes formas: na
forma elementar, por bactérias utilizadoras de enxofre, sob a forma de sulfato e de
sulfureto pelas plantas, e sob a forma dos residuos de cisteina e de metionina das
proteinas pelos animais superiores. Independentemente de qual destas formas é ingerida,
nos mamiferos, o enxofre encontra-se presente nas células essencialmente em trés
formas quimicas que, de algum modo, sdo interconvertiveis (Tabela 1) [1]:

1. sob a forma de tidis (cisteina, glutationo, coenzima A) ou de persulfuretos! (cistina
e glutationo oxidado);

2. sob a forma de sulfuretos nos residuos de metionina ou nos clusters ferro-enxofre
das proteinas;

3. Sob a forma de sulfato, essencialmente através de ligagdes tioamida ou tioéster em
diversos polidsidos e esterdides

No entanto, existe também uma fraccdo de compostos de enxofre presentes em menor
quantidade constituida por acidos sulféonicos (acido cisteico e taurina), e acidos sulfinicos
(hipotaurina). Por outro lado, podem também formar-se acidos sulfénicos em proteinas
guando residuos de cisteina sdo oxidados.

Neste trabalho iremos comecar por abordar algumas das propriedades quimicas e
nomenclatura dos compostos com enxofre assim como a absorcao do enxofre nos seres
vivos. Em seguida, iremos rever brevemente a bioquimica da cisteina, metionina,
coenzima A, acido a-lipdico e glutationo.

1 Frequentemente chamados na literatura dissulfuretos, o que é incorrecto.



Tabela 1. Alguns compostos importantes de baixa massa molecular contendo enxofre que

ocorrem nos seres Vivos.

Forma do Estrutura Exemplo Estrutura
Enxofre geral
Tiois RSH L-cisteina H
: . [T
(outros- Coenzima A, HS-CH-C—C-OH
glutationo, homocisteina, 2
tidis proteicos) NH,
Persulfuretos RSSR Cistina 9 Il-l Il-l (I)I
(outros - ,glutationol HO-C—C—CH~-S-S—CH—C—C-OH
oxidado, acido a-lipdico, I 2 2
homocistina, NH, NH,
persulfuretos proteicos)
Tioéteres RSR Metionina CH;S—CH,
(outros - Cistationina,
CH,
HC—NH,
COOH
O O
Sulféxidos RSOR Sulféxido de metionina [l _
CH;—S— CH;—CH;—CH—C—O0
NH,
Acido sulfinicos RSO:H Hipotaurina C|ZH2—SOZH
CH;-NH,
Acidos sulfénicos RSOsH Taurina CH;SO,H
(outros - acido cisteico)
CHs-NH,
: o
Esteres do RSO4H Sulfatido (3-sulfato de e} A
sulfato galactocerebrésido) I H‘T’C_$ E CH; ) 5 s
C— H H

(outros - PAPS, APS)

PROPRIEDADES QUIMICAS E NOMENCLATURA

O enxofre pertence ao grupo VIA da Tabela Periddica. Entre as propriedades do
enxofre que sao diferentes em relacdo ao oxigénio destacam-se, o maior raio atémico e a
menor electronegatividade, o que influencia, por exemplo, a capacidade de formar



ligacGes de hidrogénio, e a acidez (Tabela 2). Por outro lado, o oxigénio, o elemento mais
abundante e importante do grupo VIA existe normalmente como gas diatdmico e a sua
quimica mostra estados de oxidacdo negativos de forma praticamente exclusiva
(geralmente -2 (éxidos) mas também -1). Os elementos S, Se, Te e Po existem como
solidos com estruturas que sdo bastante complexas e formam compostos que aparecem
num intervalo de estados de oxidagao tanto positivos como negativos. Assim, os estados
de oxidacdo do S variam entre -2 e +6, 0 que pode ser exemplificado pelos estados de
oxidagdo de alguns dos compostos inorgénicos do enxofre mais conhecidos,
nomeadamente os acidos e os respectivos ides (Tabela 3).

Tabela 2. Propriedades dos elementos do grupo VIA essenciais a vida. O selénio é um elemento
vestigial nos seres vivos

(o] S Se

NUmero atémico 8 16 34
Configuragao 2s%2p* 3s23p* 4s24p*
Energia de ionizacao (kcal) 314 239 225
Raio atémico () 0,74 1,04 1,17
Ponto de fusao (°K) 54 392 490
Ponto de ebulicao (°K) 90 718 960
Electronegatividade 3,5 2,4 2,5
Raio idnico (A) 1,45 1,90 2,02

Tabela 3. Estados de oxidagao do enxofre em diversos acidos inorganicos e respectivos ides.

Acidos Idoes Estado de oxidacao do S
H2S S2 -2
Sulfidrico Sulfureto
H.S0s S03% +4
Sulfuroso Sulfito
H2S504 S04% +6
Sulfurico Sulfato

Muitos dos compostos contendo enxofre tém grupos funcionais que podem ser
considerados como analogos aos grupos funcionais contendo oxigénio (Tabela 4). Assim, o
grupo funcional =SH, chamado grupo sulfidrilo, tem semelhancas com o grupo —OH dos
alcoois. Compostos que contém o grupo —-SH sao, portanto, chamados tiodlcoois ou tidis.
O prefixo tio indica que um atomo de enxofre substituiu um atomo de oxigénio no grupo
funcional caracteristico destes compostos. Os tidis sdo igualmente referidos como
mercaptanos?.

2 Do latim mercurium captans, ou seja, da capacidade que os tidis tém de formar complexos com sais de
mercurio.



Tabela 4. Comparacdo entre a nomenclatura dos grupos funcionais contendo enxofre e grupos
funcionais contendo oxigénio. R e R’, grupos alquilo.

TIOL R-SH R-OH ALcooL
(tiodlcool ou mercaptano)

TIOETER R’-S-R R’-O-R ETER
(tiolato de alquilo ou
sulfureto de alquilo)

0 o)
TIOESTER )J\ )k ESTER
R S-R R' O-R
PERSULFURETO R’-S-S-R R’-0-0-R PEROXIDO

Nas células, o enxofre pode existir nos estados de oxidacdo de -2 a +6 mas,
biologicamente, sao sobretudo importantes os estados de oxidacao -2 e -1, exemplificados
pelos tidis, sulfuretos e persulfuretos (Figura 1) [1].

-2 RSH Tiol -2 RSR Sulfureto
N d
-1 RSSR Persulfureto |C|)
N L.
0 RSOH Acido sulfénico 0 R—S—R Sulfoxido
N d
I i
+2 R—S—OH Acido sulfinico +2 R—S—R Sulfona
[l
v (@]
i
+4 R—S—OH Acido sulfénico

I
0

Figura 1. Compostos formados pela oxidacdo de tidis e sulfuretos e respectivos estados de
oxidacdo.

Os tidis e os persulfuretos diferem nas suas propriedades fisicas e quimicas dos
compostos de oxigénio equivalentes, sobretudo na sua maior acidez (Tabela 5) e na
menor capacidade de formar ligacdes de hidrogénio e duplas ligacdes. Estas diferencas
podem ser explicadas qualitativamente pelo facto do enxofre ter um maior raio atdomico e
portanto uma menor electronegatividade que o oxigénio. Uma consequéncia destas
diferencas é que:

os tidis tém pontos de ebuligdo mais baixos que os alcoois;

sdo geralmente menos sollveis em agua;

a energia de dissociacdo da ligagdo SH é menor que a da ligagdao OH;
e o comprimento da ligagdo SH é maior que o da ligacdo OH.



Tabela 5. Valores de pKa para alguns tidis encontrados nos seres vivos (adaptado de [2]). De um
modo geral, o pKa de um grupo OH de um alcool é 5-6 unidades de pKa mais basico que o pKa do
grupo SH correspondente. Por exemplo, no caso do GSH, a pH 7,4, apenas cerca de 5% existe sob a
forma de GS-. (7.4=8.7+ log[GS)/[GSH] — -1.3=log[GS7)/[GSH] —» GS=0,05GSH)

Composto pKa (SH)
CHsSH 10,3
Cisteamina (HOCH2CH2SH) 9,4
v-Glutamilocisteina 9,1
GSH (y-Glutamilocisteiniloglicina) 8,7
Cisteina 8,35

ABSORCAO DO ENXOFRE NOS SERES VIVOS

O enxofre, tal como o carbono e o azoto, passa através de um ciclo de
transformacGes mediado por bactérias. Algumas espécies de bactérias oxidam e outras
reduzem os diversos compostos de enxofre.

Oxidagéo Enxofre

bacteriana

fotoactiva
(Beggiatoa Reducéo bacteriana
Chromatia,
Chlorobia) . Thiobacilli)
(Desulphovibrio)
Redugdo bacteriana
H.S — S04
Oxidacg&o bacteriana
(Thiobacilli)
Oxidacéo por animais Sintese bacteri
Accio de bactérias e bactérias niese sgre:lzrr:?ai
heterotréficas
Compostos
organicos de
enxofre

Figura 2. Ciclo do enxofre (adaptado de [3]).

Algumas das reacgbes bioquimicas deste ciclo do enxofre (Figura 2), podem ser
resumidas da seguinte maneira (ver [4]):

e 0O enxofre elementar ndao pode ser utilizado por plantas e animais. No entanto,
certas bactérias, como por exemplo o Thiobacillus thiooxidans, sdo capazes de
oxidar o enxofre elementar a sulfato. A reacgdo envolvida é:

2S + 2 H20 + 302 — 2 H2S04 (1)

e A assimilacdo do sulfato é feita por plantas e por muitos microorganismos, mas nao
por animais superiores. O sulfato é convertido numa forma “activada” antes de ser
usado metabolicamente para a sintese de aminoacidos contendo enxofre
(metionina e cisteina). Assim, a incorporacdo do enxofre do sulfato em
aminoacidos (cisteina e metionina) e em outros compostos bio-organicos é feita



essencialmente através de duas vias, envolvendo uma forma “activada” de sulfato
como intermediario: a via APS (5'-fosfosulfato de adenosina), que existe nas
plantas e em alguns microrganismos e a via PAPS (3’-fosfato-5'-fosfosulfato de
adenosina), que existe nas leveduras e na E. coli, sendo o produto final a cisteina
(Figura 3). O APS e o PAPS (Figura 4) sdo formados em duas reacgbes catalisadas
pelos enzimas ATP sulfurilase [EC 2.7.7.4] e APS cinase [EC 2.7.1.25] (Figura 3). A
cisteina pode ser usada para formar metionina e, quer a cisteina, quer a metionina,
podem ser incorporadas em proteinas.

(A)
+
NADP NADPH HT
GR O-acetilserina
GSSG G
GSH SO§ 1:.> 32" Cisteina
APR SiR OASTL

2- (APSSTase)
SO, = >APS
AS

Compostos

AK PAPS sulfatados

ST's

(B)
ATP ATP ADP PAP o-acetiloserina acetato

SOE%APSQ PAPSiHSOQﬁ)HS'g L-cisteina

PP NADPH.H" NADP*

Figura 3 — Assimilacdo do sulfato para a sintese de cisteina (adaptado de [4;5]. (A) via APS da
assimilacao do sulfato em plantas. O sulfato € activado pelo ATP sulfurilase para formar APS. Este é
um intermediario que pode seguir duas vias diferentes. Ou é usado numa via redutora para a sintese
de cisteina, ou € usado numa via de sulfatacdo para a sintese de compostos sulfatados. A via de
sulfatacdo comeca com a fosforilagdo do APS para formar PAPS numa reaccéo catalisada pelo APS
cinase. O PAPS é substrato de diversos sulfotransferases. Na via da cisteina, o primeiro passo de
reducdo é aparentemente catalisado pelo enzima APS sulfotransferase, um redutase dependente do
glutationo. O glutationo oxidado (GSSG) que se forma é reduzido a GSH pelo NADPH numa reacc¢éo
catalisada pelo glutationo redutase. As reacc¢des subsequentes sao a reducéo do sulfito a sulfureto
pelo sulfito redutase e a assimilacdo do sulfureto na cisteina catalisada pelo O-acetiloserina tiol liase.
ATP sulfurilase [EC 2.7.7.4]; AK, APS cinase [EC 2.7.1.25]; ST, Sulfotransferases; APR, APS redutase
[EC 1.8.99.-]; APSSTase, APS sulfotransferase; SiR, Sulfito redutase [EC 1.8.7.1]; GR, Glutationo
redutase [EC 1.6.4.2]; OASTL, O-acetiloserina tiol liase [EC 4.2.99.8]. (B) via PAPS. Nas leveduras, a
conversdo de PAPS em sulfureto requer a tioredoxina, mas o papel da tiorredoxina néo esta totalmente
elucidado. O enzima PAPS redutase, que é um dimero, contem provavelmente um persulfureto no seu
centro activo que é reduzido pelo tiorredoxina.
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Figura 4. Estrutura do APS (5’-fosfosulfato de adenosina) e do PAPS (3’-fosfato-5-fosfosulfato
de adenosina).

e A degradagdao de proteinas (protedlise) liberta aminoacidos entre os quais a
metionina e cisteina. O enxofre pode ser libertado destes aminoacidos através de
reaccdes enzimaticas que ocorrem em muitas bactérias heterotroéficas:

, istein ifur . o
cisteina + H20 cisteina_desulfurase > acido pirdvico + H2S + NH3 (2)

e Os sulfatos podem igualmente ser reduzidos a H2S por bactérias existentes no solo,
como por exemplo as bactérias do género Desulfotomaculum estando
provavelmente envolvida a reacgao:

4Hz + CaS04 — 2 H>S + Ca(OH)2 + 2H20 (3)

e O H2S resultante da reducdo de sulfatos e da decomposicdo de aminoacidos é
oxidado a enxofre elementar. Esta reaccdo é caracteristica de certas bactérias
pigmentadas utilizadoras de enxofre (fotossintéticas):

luz
CO2 + 2 HaS — 2 5 (CH20)x + H20 + 2S (4)

METABOLISMO DA CISTEINA E DA METIONINA

Nas células procariontes, a principal via de sintese de metionina envolve a cisteina
e a homocisteina (Figura 5). Nas células eucariontes acontece o contrario, ou seja, a
metionina pode servir de percursor da homocisteina e da cisteina. Embora a maioria das
células eucariontes obtenha cisteina através de transporte a partir do meio extracelular,
em alguns tipos de células, por exemplo hepatdcitos, a metionina pode ser convertida em
cisteina. Até aos anos 30, pensava-se que a cisteina era um aminoacido essencial na dieta
dos animais (ver [6]). Foi através do trabalho de Jackson e Block (1931, 1932) que se
descobriu que, desde que metionina estivesse presente na dieta, era possivel o
crescimento de animais alimentados com uma dieta deficiente em cistina. Coube a Vincent
du Vigneaud3, durante os anos 40, a elucidacdo da via metabdlica através da qual a
metionina é convertida em cisteina e que é conhecida por via da trans-sulfuragdo ou via

3 Vincent du Vigneaud ganhou o Prémio Nobel em 1955 pelos seus estudos sobre compostos de enxofre
importantes em bioquimica



da cistationina (ver [6]) (Figura 6). Curiosamente, mais recentemente descobriu-se que a
cisteina € um aminoacido essencial em fetos de humanos e de rato, pois o figado fetal
humano e de rato é deficiente no enzima y-cistationase, o que resulta numa maior
concentracao de cistationina e em nenhuma formagao de cisteina a partir de metionina

[7].

Q aATP  ADP )J\ NADPH NADP* + Pi
o CHZ.(H:)J\ B L.Z. Oﬁ'CH H CH, H)]\
0

o) ﬁ/

_ | 2

(e} NH O p” 3 H NH3
aspartato beta-fosfato de aspartilo beta-semialdeido de aspartato
NADPH
HOOC NADP
C\|_|2 ) succinilo-CoA
CH )J\
cisteina 2( CH, H)J\ HO—¢” ,CH, H
succinato O~¢’ H
5 H 2 NHS
0 2 NH3
)J\ o-succinilo homoserina homoserina
* CH H _

N s~¢’ "‘<|3 0

CH- CH H, NH. Piruvato + NH,

O 3 0
6 7 H.C )J\

- . L 3 CH, H

o cistationina CH H)J\ _ 7 \ /- %C o~

Hs—d ¢ 0 S=¢ T,
H,  NH, / ; 2 NH,
homocisteina  N°-metilo-THF THF metionina
Figura 5. Formacao de metionina em procariontes. 1, aspartocinase; 2, p-aspartato semialdeido
desidrogenase; 3, homoserina desidrogenase; 4, homoserina acilotransferase; 5, cistationina y-sintase;
6, cistationina B-liase; 7, homocisteina metilotransferase. A reaccédo 4 pode dar-se igualmente com o
acetilo-CoA formando-se o-acetilo homoserina que pode reagir com a cisteina para formar cistationina
e acetato.

A principal utilizagdo da metionina nos organismos é a sua incorporagdao em
proteinas. Os residuos de metionina das proteinas podem ser oxidados por diversos
oxidantes biologicamente relevantes, incluindo espécies reactivas de oxigénio (ERO)
formando-se sulfoxidos de metionina e, em condicGes de stress oxidativo muito elevado,
sulfonas de metionina. Enquanto que a conversdao de metionina a sulfona de metionina é
um processo aparentemente irreversivel, os sulféxidos de metionina podem ser
novamente reduzidos a metionina através de uma reacgdo enzimatica catalisada pelos
redutases de sulfoxido de metionina. Esta oxidagao reversivel dos residuos de metionina
expostos na superficie das proteinas parece ser um mecanismo de defesa contra o stress
oxidativo, uma vez que a sobre-expressdao da metionina sulféxido redutase confere
resisténcia as ERO, tanto em células de mamifero como em células de levedura (ver
[8;9]). No entanto, ainda nao foram estabelecidos os mecanismos que relacionam a
oxidacdao da metionina com a resposta celular ao stress oxidativo.

Com a excepcao de duas vias metabdlicas (a via da transaminacdo e a da
incorporacdo da metionina em proteinas), todas as outras vias de metabolismo da
metionina envolvem a formagdo de S-adenosilometionina. A S-adenosilometionina é o
dador de grupos metilo para praticamente todas as reacgoes de metilagdo bioldgicas que
se conhecem, com a excepgao daquelas que envolvem a metilagdo da homocisteina.
Estima-se que cerca de 95% da S-adenosilometionina formada é consumida nas reacgoes
de transferéncia de grupos metilo. Os grupos metilo labeis sdo usados para a formacao de
muitos compostos importantes em bioquimica, por exemplo, a formagdo de
fosfatidilocolina a partir de fosfatidiloetanolamina ou a formagdo de adrenalina a partir de



noradrenalina. No entanto, estudos metabdlicos indicam que a maior parte das
necessidades didrias de grupos metilo labeis é dirigida no sentido da sintese de creatina
(Figura 7).

Proteinas <_ L-Metionina

N,N-dimetilo &~ FHa
licina
9 7 \\fﬁ
PPi + Pi Betaina _/ 1-CH sEHa

2-Ox0-4-metilotiobutirato S-Adenosilo-L-Metionina

Transaminagéo 9 Aceitadores Poliaminas
2 [Transmetilagéo ]

Aceitadores metilados

4-metilotiopropionato S-Adenosilo-L-Homocisteina

3
Adenosina
CHsSH L-Homocisteina

¢ \ /- L-serina
y H,S 4
co & v Trans-sulfuragao

2 L-Cistationina

7
S0 5
\9 2-oxoglutarato + NH3
v
L-Cisteina

Figura 6. Metabolismo da metionina através das vias da transmetilacéo, trans-sulfuracéo (via da
cistationina) e transaminacdo (adaptado de [10] e de [11]). 1. Sintetase da S-adenosilometionina
[EC 2.5.1.6]; 2 .Transferases do grupo metilo por ex. glicina metilo transferase [EC 2.1.1.20]; 3.
Hidrolase da S-adenosilo-homocisteina [EC 3.3.1.1]; 4. Sintetase da cistationina [EC 4.2.1.22]; 5. y-
cistationase (L-cistationina cisteina liase [EC 4.4.1.1]); 6. metionina sintase (N5-metilotetra-hidrofolato-
homocisteina metilo transferase) [EC 2.1.1.13]; 7. betaina-homocisteina metilo transferase [EC
2.1.1.5]; 8. glutamina: 2-oxo4cido amino transferase [EC 2.6.1.15]; 9. 2-oxoéacido de cadeia ramificada
desidrogenase [EC 1.2.4.4].

Outro dos destinos possiveis da S-adenosilometionina, envolve a sua
descarboxilacdo para formar S-adenosilometionina descarboxilada que é o dador de
grupos aminopropilo para a sintese de espermidina e espermina (via das poliaminas). Em
humanos esta via consome cerca de 2-5% da S-adenosilometionina.

Como se mostra na Figura 6, a homocisteina ocupa um local de derivacdo no
metabolismo da metionina. Existem trés enzimas que actuam na homocisteina (Figura 6)
e a utilizagdo da homocisteina através destas vias depende do estado metabdlico. A
homocisteina pode ser novamente metilada para formar metionina numa reacgdo
catalisada pelo metionina sintetase (N>-metilotetra-hidrofolato-homocisteina metilo
transferase) ou pelo betaina-homocisteina metilo transferase. Pode também ser usada
para nova sintese de S-adenosilo homocisteina pois a reaccdo catalisada pelo S-adenosilo
homocisteina hidrolase é reversivel, ou entdo, ser convertida irreversivelmente em



cistationina através da reaccdo catalisada pela pelo cistationina p-sintetase. Este local de
derivacdo é um ponto de regulagdo importante [12].
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Figura 7. Envolvimento das reac¢cdes de metilacdo na sintese de creatina e creatinina (adaptado
de [13]).

Quando a metionina estd em excesso, a homocisteina é utilizada preferencialmente
através da via da trans-sulfuracdo que converte irreversivelmente a homocisteina em
cisteina a-oxoglutarato e NHs. A primeira reaccdo desta via é catalisada pelo enzima
sintetase da cistationina que é dependente da vitamina B6 (fosfato de piridoxal). A
regulacgdo da via da cistationina parece ser feita, pelo menos em parte, ao nivel do enzima
sintetase do cistationina. Este enzima existe numa forma inactiva que é activada por
protedlise passando de uma estrutura tetramérica para dimérica. Com esta mudanga de
estrutura ha uma diminuicdo em trinta vezes do valor de Km para a homocisteina e um
aumento em sessenta vezes da actividade especifica [11]. O cistationina sintetase
também é activado pelo S-adenosilometionina [12] e foi sugerido que a concentragdo de
S-adenosilometionina € um regulador fisiolégico da actividade do cistationina sintetase
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[11;14]. A actividade da via da trans-sulfuracdo ndo é regulada pela concentragdo de
cisteina [11;15].

Em condigdes de deficiéncia em metionina, a homocisteina é usada para formar
novamente metionina através da transmetilacdo. No figado, uma porcdo substancial da
homocisteina é metilada numa reaccdo catalisada pelo betaina-homocisteina metilo
transferase, que em que a betaina é usada como dadora de grupos metilo. No entanto, na
maioria dos tecidos a metilacdo da homocisteina é catalisada pelo enzima metionina
sintase (N°-metilotetra-hidrofolato-homocisteina metilo transferase) que usa a vitamina
B12 como cofactor e o metilotetra-hidrofolato como substrato.

Quando ha inibicdo de uma ou mais das vias de metabolizacdo da homocisteina,
guer devido a defeitos nos enzimas, quer devido a deficiéncias nas vitaminas, ha uma
acumulacdo da homocisteina, o que provoca um aumento do nivel total de homocisteina
no plasma? (hiper-homocisteinémia). Esta é a base metabdlica para usar o aumento do
nivel total de homocisteina no plasma como marcador do estado da vitamina Bi2 e do
folato, e explica a ocorréncia de doencas devidas a diversos erros genéticos do
metabolismo da homocisteina, que sdo conhecidas colectivamente por homocistinuria. A
sintese de cisteina a partir de metionina parece ser sobretudo importante no figado. Com
efeito, no rato, o 6rgdo com mais actividade de trans-sulfuracdo é o figado embora o
pancreas e o rim também sejam importantes [16], sendo que os outros 6rgdos tém
actividades bastante baixas de trans-sulfuracgao.

Grandes quantidades de metionina sdo téxicas o que levou Benevenga (ver [4;10])
a concluir que a base metabdlica para a toxicidade da metionina ndo podia ser atribuida
ao seu metabolismo através da via da trans-sulfuracdo, devendo estar relacionada com o
metabolismo do seu grupo metilo. Em 1977, Case e Benevenga sugeriram (ver [4;10])
que a metionina poderia ser utilizada através de uma via metabdlica alternativa a
transmetilacdo/trans-sulfuracdo, conhecida por transaminacdo, formando-se como
produtos finais CO2 e sulfato.

Estudos feitos para estabelecer uma quantificagdo da importancia da via da
transaminacdo relativamente a transmetilagdo/trans-sulfuracdo, indicam que a oxidacao
do grupo metilo da metionina por esta via, corresponde a cerca 56-88% em hepatdcitos
isolados de fresco [17]. No entanto, outros autores tém posto em causa a importancia da
via de transaminacgao [18-20].

As concentracgdes intracelulares de cisteina sdo da ordem dos 30-200 uM, valores
gue sdo dos mais baixos observados para os diversos aminodacidos existentes in vivo.
Concentracdes superiores de cisteina sdo potencialmente perigosas para as células, uma
vez que a cisteina forma um derivado tiazolidino com o fosfato de piridoxal, podendo
originar deficiéncia deste coenzima nas células. A cisteina pode também oxidar-se ndo
enzimaticamente para formar cistina, um aminoacido muito pouco solavel, que é toxico
quando se acumula. Na cistinose, uma doenga devida a um transporte defeituoso da
cistina para dentro das células, hd acumulacdo de cristais de cistina nas células do reticulo
endotelial.

A cisteina participa numa série extremamente complexa de reacgdes metabolicas
(Figura 8). Estas multiplas vias metabodlicas em que a cisteina estd envolvida funcionam
eficientemente de modo a impedir acumulagbes toxicas de cistina. A biossintese do
glutationo (GSH) serve, em parte, para preservar a cisteina numa forma metabolicamente
activa mas nao téxica, que pode ser transportada facilmente entre os diversos 6rgdos.

A cisteina, seja de origem exdgena, seja formada a partir de serina e metionina, é
utilizada para a sintese de proteinas. Nas proteinas tem importantes fungdes, quer através
da formacgao de ligacdes persulfureto com outros residuos de cisteina, o que é importante
para a estabilizacdo da estrutura tridimensional das proteinas, quer através do uso do seu
grupo sulfidrilo para fungdes cataliticas no centro activo de inUmeros enzimas. E também
percursora do coenzima A, pode ser oxidada a cistina, e a sua degradacao nos animais
forma taurina, CO: e sulfato.

4 Quando falamos de homocisteina total no plasma falamos de homocisteina e da sua forma oxidada,
homocistina. No plasma existem quantidades vestigiais (~1%) de homocisteina; cerca de 70% esta ligada a
albumina e os restantes 30% encontram-se sob a forma de persulfuretos mistos de baixo peso molecular,
predominantemente com a cisteina.
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Figura 8. Metabolismo da cisteina nos mamiferos (adaptado de [4]). O sulfato e a taurina estédo
dentro de quadrados porque sdo os principais produtos da degradacdo da cisteina na urina e nos
tecidos respectivamente. O.A.,oxoacidos, A.A. aminoacidos

O catabolismo da cisteina é feito por trés vias (Figura 8): via do sulfinato de
cisteina, via da p-eliminacado e via da transaminacao (ou via do mercaptopiruvato).
Nos mamiferos, a oxidacao directa da cisteina a sulfinato de cisteina, que corresponde a
cerca de metade do catabolismo da cisteina, e a p-eliminagdo, sdo as duas principais vias
de degradacdo da cisteina. A via da transaminagdo parece ser pouco importante. Com
efeito, embora se observe transaminagdo da cisteina em homogenatos, parece pouco
provavel que a cisteina seja um bom substrato para reacgdes de transaminacdo in vivo.
Com efeito, o Km para a cisteina do enzima cisteina:2-oxoglutarato amino transferase é
22 mM enquanto que o Km do mesmo enzima para o aspartato é cerca de 0,05-0,06 mM.
Tendo em conta as concentracoes fisioldgicas de cisteina e de aspartato, é pouco provavel
que ocorra a transaminagdo da cisteina na presenca de aspartato. No entanto, doentes
com uma deficiéncia genética do enzima 3-mercaptopiruvato enxofre transferase
excretam niveis baixos do persulfureto misto do 3-mercaptolactato e cisteina, o que
sugere que, pelo menos uma pequena parte da cisteina € metabolizada por transaminacao
in vivo.

Na via da B-eliminacdo, a cisteina, sob a forma de cistina é clivada pelo enzima
y-cistationase para formar tiocisteina, piruvato e aménia (Figura 8). Pode-se libertar
enxofre (S°) a partir da tiocisteina ou, na presenga de cisteina ou outros tidis, a tiocisteina
pode formar cistina ou outro persulfureto formando-se igualmente sulfureto (HS"). Na via
da transaminacdo, a cisteina forma por transaminagdo 3-mercaptopiruvato, que é
metabolizado para formar piruvato e sulfureto. O sulfureto formado em todas estas vias
pode ser oxidado a sulfito através da formacdo de um intermediario, o tiosulfato, e por
sua vez o sulfito pode ser oxidado a sulfato.

A via do sulfinato de cisteina comega com a oxidacdo da cisteina a cisteina sulfinato
(Figura 9). Duas reacgles alternativas podem ocorrer. O sulfinato de cisteina pode ser
descarboxilado para formar hipotaurina, ou pode ser transaminado, numa reaccao
catalisada pelo aspartato aminotransferase, para formar 3-sulfinilopiruvato, o qual por sua
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vez forma piruvato e sulfito, através de uma reaccdo ndo enzimatica. A particdo do
sulfinato de cisteina entre a transaminacdao e a descarboxilagdo é variavel com a espécie.
Cerca de 70-90% do cisteina sulfinato oxidado por hepatdcitos de rato, por ratos ou
murganhos intactos é convertido em hipotaurina e taurina, o que indica que em condicoes
normais, o rato e o murganho metabolizam o cisteina sulfinato predominantemente para
formar taurina e ndo piruvato e sulfito. Nos humanos, a fraccdo descarboxilada é menor
do que no rato. Nos gatos, que sao deficientes em sulfinato de cisteina descarboxilase,
praticamente ndo se forma hipotaurina, o que conduz a cegueira quando a taurina esta
ausente da dieta.

+
0
HS—CH;—C—C—-0

1l CON O
H O \f Cco, 0
espontanea

Cisteina Glu CH + 50,
-087 ? CH
Cisteina 0, 2 3 sulfito
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descarboxilase
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Co, CHy~NH. CHy—NH,
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Figura 9. Via do sulfinato de cisteina (adaptado de [21]). Os enzimas que catalisam as reacc¢des
sdo: Cisteina dioxigenase [EC 1.13.11.20]; cisteina sulfinato descarboxilase [EC 4.1.1.29]; aspartato
aminotransferase [EC 2.6.1.1] e sulfito oxidase [EC 1.8.3.1].

No figado, a regulacdo do metabolismo da cisteina parece ser sobretudo funcdo da
quantidade de cisteina disponivel para ser utilizada pelos hepatdcitos. Com efeito, estudos
em hepatdcitos de rato [22] indicam que, quando a disponibilidade em cisteina é baixa a
formacao de glutationo, sulfato e taurina corresponde respectivamente a 90%, 10% e 1%
do metabolismo da cisteina. Quando a disponibilidade de cisteina é alta, a formacdo de
glutationo, sulfato e taurina corresponde respectivamente a 19%, 47% e 34% do
metabolismo da cisteina.

Cerca de 90% da hipotaurina formada a partir do sulfinato de cisteina é oxidada a
taurina através de uma reacgdo enzimatica mal caracterizada que parece requerer NADT,
Cu?* e 02. A taurina é utilizada para a conjugacdo de acidos biliares (estando portanto
envolvida na absorcdo de lipidos) e para a conjugacao de alguns xenobidticos, mas estas
reacgdes consomem apenas uma pequena percentagem da quantidade total de taurina.
Mais recentemente foi-lhe atribuido um papel na fagocitose. Os neutrdfilos produzem
grandes quantidades de taurina. A taurina é um p-aminoacido que oxidado pelo acido
hipocloroso (formado pelo sistema mieloperoxidase/H202/Cl") pode produzir taurina
cloramina que é bastante mais estavel que as cloraminas formadas a partir de
a-aminodcidos. Por outro lado, a taurina cloramina é bastante menos oxidante que o acido
hipocloroso e portanto a taurina atenua a acgdo biocida do acido hipocloroso podendo
proteger as células de autdlise. O sulfato (que corresponde ao estado maximo de oxidacao
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dos compostos de enxofre produzidos nos seres vivos) € usado essencialmente em
reacgoes de conjugacdo, quer com esterdides, quer com xenobiodticos.

COENZIMA A

O coenzima A (CoA), descoberto por Lipmann em 1945, é o cofactor para as
acetilacdes e acilagdes bioldgicas. A maior parte do CoA existente nos tecidos esta sob a
forma de tioéster, os chamados derivados do CoA, como o acetilo-CoA e os acilo-CoA, mas
parte existe igualmente sob a forma de tiol e de persulfureto. Os tioésteres tem
propriedades “especiais”:

1. Sdo compostos com uma alta energia livre de hidrdlise, sendo essa hidrdlise
espontanea bastante rapida a pH>7.

Acetilo-CoA + HoO == Acetato + CoA + H* AGO'= -7,5 kcal/mole
Sao bons agentes acilantes.

Comparados com os ésteres vulgares, provocam a activacdo do carbono o ao grupo
acilo.

wWN

Assim, entre as fungodes bioldgicas importantes do CoA encontra-se a activacao dos
acidos gordos a acilos-CoA de modo a poderem ser oxidados, activagdo essa que €
catalisada pelos acilo-CoA sintetases (também conhecidos por tiocinases):

0 0

)]\ Acilo-CoA Sintetase )
oH * HS-CoA+ATP ——— > + AMP + PPi

R R S—CoA

Outro tioéster do CoA com um papel central no metabolismo celular é o acetilo-CoA,
que se forma no mitocondrio a partir do piruvato produzido na glicolise e a partir dos
acidos gordos. O acetilo-CoA entra depois no ciclo dos &cidos tricarboxilicos (ciclo de
Krebs).

Nos mamiferos, o CoA é sintetizado a partir do pantotenato, uma vitamina, através
das reaccOes indicadas na Figura 10.
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Figura 10. A biossintese do coenzima A a partir do pantotenato.

15



ACIDO o-LIPOICO

O &cido o-lipdico®, que foi isolado pela primeira vez por Reed em 1951, é um
composto insolivel em agua, mas solluvel em solventes organicos. Embora apds o seu
isolamento tenha sido inicialmente classificado como vitamina, mais tarde descobriu-se
gue podia ser sintetizado pelos animais. No entanto, ndo se conhece a via enzimatica
completa para esta sintese de novo. Alguns estudos indicam que o octanoato serve de
percursor imediato da cadeia de 8 carbonos de acilo gordo (ver [23]) e que a cisteina é a
fonte de enxofre.

S—S

Figura 11. Estrutura do acido a-lipdico.

Nas células, o acido o-lipdico, encontra-se essencialmente sob a forma de
lipoamida, e funciona como cofactor nos complexos multienzimaticos mitocondriais que
catalisam a descarboxilacdo oxidativa de 1-oxoacidos como o piruvato, o 1-oxoglutarato e
os 1-oxoacidos de cadeia ramificada (Figura 12). Assim, tem um papel essencial no
metabolismo oxidativo e durante muito tempo pensou-se que este era a sua Unica fungao
metabdlica.

FAD NAD*
NADH + H*

Di- h|dr0||p0||0
de5|drogenase

7 L
! ol
CO, /C; S L
H,C TPP o
HidroxietiloTPP Lipoamida
Piruvato Di-hidrolipoilo
desidrogenase transacetilase
O (Ey) (E;) HS
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C O I
H3C/ \C/ TPP /C\ O
I H,C™ S 3 I
O ~C
pi H,C S—CoA
iruvato HS )
Acetilo-CoA
R CoA

Acetilo-di-hidrolipoamida

Figura 12 - As cinco reaccdes catalisadas pelo complexo multienzimatico piruvato
desidrogenase. O Ei (piruvato desidrogenase) contém pirofosfato de tiamina (TPP) e catalisa as
reaccdes 1 e 2. O E2 (di-hidrolipoilo transacetilase) contém lipoamida, que consiste no acido o-lipdico
ligado por uma liga¢éo amida a um grupo s-amino de um residuo de lisina e catalisa a reacc¢éo 3. O Es
(di-hidrolipoilo desidrogenase) contém FAD e um persulfureto activo em termos redox e catalisa as
reacgles 4 e 5.

5 E conhecido por diversos nomes incluindo acido tioctico, acido 1-ditiolano-3-pentandico, acido 1,2-ditiolano-3-
valérico e acido 6,8-tioctico.
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Mais recentemente, tem sido dada uma grande atengdo as possiveis fungoes
antioxidantes do acido a-lipdico e da sua forma reduzida acido di-hidrolipodico (ver [23]).
Com efeito, o lipoato e o di-hidrolipoato reagem com espécies reactivas de oxigénio como
o radical superdxido, radical hidroxilo, acido hipocloroso, radical peroxilo e dioxigénio
singuleto. Parece proteger as membranas da peroxidacdo lipidica interactuando com o
ascorbato e o glutationo, os quais podem regenerar o a-tocoferol (Figura 13). O lipoato
pode igualmente funcionar como regulador redox de proteinas como a mioglobina,
tiorredoxina, e o factor de transcricao NF-kB.

i i AUbisemiquinona .
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\/d-i-hidrolipéico
ROO »
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Figura 13. O acido di-hidrolipoico reduz (recicla) os principais antioxidantes celulares — vitamina
C, E, glutationo, tiorredoxina e ubiquinol (adaptado de [23]).

GLUTATIONO

Em 1888, de Rey-Pailhade [24] descobriu, em leveduras, um composto que
hidrogenava espontaneamente o enxofre, tendo por isso dado-lhe o nome de philothion.
Em 1921, Hopkins [25] extraiu a partir do musculo, do figado e da levedura um composto
contendo enxofre para o qual propés o nome de glutathione. Hopkins inicialmente pensou
que este composto se tratava de um dipéptido contendo glutamato e cisteina e concluiu
que o glutationo® era idéntico ao philothion descoberto por de Rey-Pailhade. Em 1927,
Hunter e Eagles [27] sugeriram que, contrariamente a sugestdo inicial de Hopkins, o
glutationo ndo era um dipéptido mas sim um tripéptido. Em 1929, Hopkins [28] provou
gue o tripéptido continha para além de glutamato e cisteina, glicina. Estudos feitos por
Pirie e Pinhey [29], usando métodos electrométricos, e por Kendall et al. [30], usando
métodos de degradacdo quimica levaram a conclusdo que a estrutura do glutationo era
L-y-glutamilo-L-cisteinilo-glicina (Figura 14).

6A traducdo de glutathione usada neste trabalho é a de glutationo, embora outros autores usem outros nomes,
nomeadamente, glutatido e glutationa [26].
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v-Glu Cys Gly

Figura 14. Estrutura do glutationo reduzido (GSH) explicitando-se os residuos dos aminoacidos
constituintes do tripéptido y-Glu-Cys-Gly (adaptado de [31]).

O glutationo encontra-se largamente distribuido nas células de animais, de plantas
e em muitos microorganismos. E o principal tiol ndo proteico e existe, sobretudo
intracelularmente, em concentracdes relativamente altas (Tabela 6), com predominancia
da forma reduzida, que é um tiol (GSH), sobre a forma oxidada, que € um persulfureto
(GSSG). Existe igualmente uma quantidade significativa de glutationo sob a forma de
persulfuretos mistos, sobretudo com proteinas.

Tabela 6. Concentracdes de GSH, GSSG e de persulfuretos mistos do glutationo (GSSR) em
amostras bioldgicas (adaptado de [32]). *Os valores estdo expressos em pmole/g de tecido; #
valores expressos em pmole/ml)

Fonte GSH + GSSG GSH GSSG GSSR
Figado*
Humano 1,1
Rato
Alimentado 7,3 0,020 2,1
Jejum 4,4
Perfundido 5,6 5,5 0,018
Hepatdcitos isolados 3,1 0,007
Fetal 3,4
Murganho 8,6 0,084
Rim*
Rato 2,8 0,006
Murganho 3,3 0,004
Coracao*
Rato, perfundido 1,1 0,014
Murganho 0,9 0,006
Tecido nervoso (rato)*
Cortex cerebral 2,0 0,014
Cérebro 1,8 0,002
Adipocitos (rato)* 3,0 0,001
Eritrocitos#
Humanos 2,3 0,004
Sangue total #
Humano 1.2
Rato 1,2 0,002
Plasma#
Humanos 0,0003
Rato 0,02 0,002 0,089
Murganho 0,028
Bilis (rato)* 2,2 1,4 0,38
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Existem trés caracteristicas na estrutura do glutationo que determinam as suas
fungdes e metabolismo [31]. A primeira caracteristica ,é o facto de ser um tiol, devido a
presenca do grupo sulfidrilo no residuo de cisteina. E este grupo sulfidrilo, o principal
responsavel pelas muitas e variadas fungodes bioldgicas do GSH. A segunda caracteristica,
consiste no facto de os residuos de glutamato N-terminal e de cisteina estarem ligados
através de uma ligacao péptidica y e ndo a. Esta ligacao y-glutamilo é resistente a todos os
peptidases intracelulares, sendo apenas quebrada pelo transferase do y-glutamilo que se
encontra na superficie externa de certas membranas celulares. Esta especificidade na
degradacdao confere ao glutationo uma grande estabilidade intracelular (resisténcia a
degradacao por peptidases), e determina qual o tipo de células que podem metabolizar o
GSH extracelular. Uma terceira caracteristica estrutural com impacto metabdlico, é a
presenca de glicina C-terminal, que protege o péptido da degradacdo intracelular pelo
ciclotransferase do y-glutamilo e que completa a especificidade estrutural dos enzimas
dependentes do GSH. Além disso, a presenga de glicina (e simultaneamente de
glutamato) ajuda a diminuir a capacidade do GSH complexar metais, fazendo com que a
velocidade de autoxidacdao do seu grupo sulfidrilo seja menor que a velocidade de
autoxidacdo da do grupo sulfidrilo da cisteina [33].

Dentro das diversas fungdes bioldgicas do GSH (Figura 15), podem evidenciar-se:

e Armazenamento e transporte de cisteina entre os diversos 6rgaos [34];

e Tampao redox celular de modo a manter um dado potencial redox tiol/persulfureto
[35];

e Sinalizacao celular [36];

e Desintoxicacdo de compostos exdgenos e enddgenos através da formacdo de
conjugados do GSH e de derivados do acido mercapturico [37];

e Proteccdo contra o stress oxidativo actuando como antioxidante, quer através da
reaccao com radicais [38], quer através da reducao de hidroperéxidos catalisada
pelos peroxidases do GSH [39];

e Reducdo de ligacbes persulfureto de proteinas e de outras moléculas mantendo-as
no estado reduzido [40];

e Modulagdao da actividade de diversos enzimas através de reacgdes de S-tiolagdo
[(81;

e Reducdo do acido desidroascérbico (vitamina C) [41];

Transporte de aminoacidos através de membranas celulares através do ciclo do y-

glutamilo [42];

Envolvimento na sintese dos leucotrienos [43];

Diferenciacao celular [44];

Regulacado da transcricao do DNA [45];

Reducdo de ribonucledtidos a desoxiribonucledtidos [46];

Cofactor de diversos enzimas por ex. glioxalase, desidrogenase do formaldeido e

isomerase do maleilolactoacetato.
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Figura 15. Esquema geral da bioquimica do GSH (adaptado de [47]). AA, aminoé&cidos; X,
compostos que reagem com o GSH para formar conjugados. (1) sintetase da y-glutamilocisteina, EC
6.3.2.2; (2) sintetase do GSH, EC 6.3.2.3; (3) transferase do y-glutamilo, EC 2.3.2.2; (4) dipeptidases,
EC 3.4.13.11 e aminopeptidase M, EC 3.4.11.2; (5) ciclotransferase do y-glutamilo, EC 2.3.2.4; (6)
5-oxoprolinase, EC 3.5.2.9; (7) GSH S-transferases, EC 2.3.1.18; (8) transferase do grupo N-acetilo,
EC 2.3.1.80; (9) peroxidases do GSH (dependentes do selénio, EC 1.11.1.9 e EC 1.11.1.12 e né&o-
dependentes do selénio); (10) tiol transferases, por ex. glutarredoxina, EC 1.8.4.1; (11) reaccao de
radicais livres com o0 GSH; (12) redutase do GSSG, EC 1.6.4.2; (13) transporte da y-Glu(Cys)z; (14) o
GSH é cofactor de diversos enzimas por ex, desidrogenase do formaldeido, isomerase do
maleilolactoacetato, glioxalase, isomerases dos endoperoxidos de prostaglandinas.

Absorcgao e distribuicao nos tecidos

O GSH esta presente na maioria das plantas e dos tecidos animais usados na dieta
humana. Muito deste GSH é biodisponivel, pois estudos em ratos demonstraram que o
GSH intacto pode ser absorvido pelas células do tracto gastrointestinal, as quais permitem
a passagem do GSH do lume para a circulagcdo vascular do intestino delgado, através de
sistemas de transporte do GSH para dentro das células, quer dependentes, quer
independentes do Na* [48].

O GSH é imediatamente oxidado pelo processamento e preparacao dos alimentos,
e muitos alimentos contém compostos electroéfilos reactivos que podem reagir com o GSH,
mesmo depois dos alimentos serem ingeridos. Assim, medidas analiticas precisas do
contelldo em GSH dos alimentos apenas fornecem um indice do GSH que entra no tracto
gastrointestinal. Além disso, também estdo presentes nos alimentos formas oxidadas do
GSH como o GSSG que, apds reducdo no intestino pelo GSSG redutase, podem
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igualmente ficar biodisponiveis. Os conteidos em GSH de diversos alimentos
representativos estdo indicados na Tabela 7.

Tabela 7- Contelido total em glutationo de diversos alimentos (adaptado de [49]). Os valores de
GSH representam o GSH total recuperado apds reducdo com o ditiotreitol, expresso como média *
erro padrédo da média por 100 g de peso fresco.

Alimento GSH
(mg/1009g)

Vegetais
Espargos (frescos, cozinhados) 28,3 £
Cenouras (cruas) 7,9 £
Cenouras (frescas, cozinhadas) 58+
Cenouras (enlatadas, aquecidas) 0
Batatas (frescas, cozinhadas) 13,6 £
Frutos
Laranjas (frescas) 7,3£0,8
Sumo de laranja (congelado, 4,2 +0,1
reconstituido) 3,3+0,5
Macas (frescas) 0
Sumo de maca (engarrafado)
Carnes
Frango (frito) 13,1 £
Presunto (fervido) 23,3 £
Bife (frito) 17,5 £
Bacon (frito) 50+
Cereais
Pao de trigo 1,
Arroz 1
Lacticinios
Leite 0
Queijo 0

Uma vez que o GSH da dieta é apenas uma pequena fraccdo do total de
aminoacidos contendo enxofre da dieta, e que a quantidade de GSH consumida num dia é
apenas uma pequena fraccdo do GSH total do corpo, parece pouco provavel que seja
detectavel um aumento provocado pelo GSH da dieta no GSH sistémico, com a excepcao
do plasma, onde as concentracdes de GSH sdo baixas [49]. Com efeito, em ratos e em
murganhos foram detectados aumentos da concentracdo plasmatica de GSH, mas nédo na
concentracdo de GSH dos diversos tecidos, apds administracdo oral de GSH [49]. Embora
estes aumentos de GSH plasmatico apds administracdo oral sejam transientes, podem ser
importantes na desintoxicacdo de espécies reactivas presentes no sangue ou na protecgao
das superficies das células contra danos oxidativos. Além disso, o facto de se ter
observado que os niveis plasmaticos de GSH eram baixos em doentes com determinadas
doencas como o alcoolismo, infeccdo com o HIV e cirrose hepatica, fez aumentar o
interesse na possibilidade de aumentar o nivel plasmatico de GSH através do uso
farmacologico de GSH oral. No entanto, em estudos feitos em humanos em que foi dada
uma dose oral de 3 g de GSH nao se detectou qualquer aumento significativo do GSH
plasmatico, provavelmente devido as diferengas existentes na actividade do y-glutamilo
transferase hepatico a qual nos humanos é cerca de uma ordem de grandeza superior
quando comparada com os ratos [50].

Mais importante para a determinacdo dos niveis de GSH nos tecidos,
nomeadamente no figado, parece ser a quantidade de cisteina e metionina ingeridas na
dieta. Nos ratos e em murganhos, o jejum durante 24 h faz decrescer o nivel hepatico de
GSH para cerca de metade; depois de novamente alimentados, o nivel volta ao normal ao
fim de 4h. Estas variacGes dos niveis de GSH estdo relacionadas com a quantidade de
comida e com a quantidade de cisteina (ou metionina) ingerida (Figura 16).
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Figura 16. Variacdo circadiana na concentracdo hepatica de glutationo em murganhos machos
(adaptado de [51]). A mancha preta corresponde ao periodo sem luz em que os murganhos se
alimentam.

Biossintese e biodegradacao do GSH

Embora todos os tipos de células possuam uma capacidade aparente de exportar

glutationo [52], quer sob a forma de GSH, de GSSG ou de conjugados do GSH, a maior
parte das células parece ndo possuir um sistema para o transporte de glutationo intacto
para dentro das células, com a excepcdo das células do intestino [48] (e possivelmente do
rim [53]). Assim, a maioria das células obtém GSH, indirectamente, através de 3 sistemas
(Figura 17) [54]:

1.
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Hidrolise do GSH extracelular através das reacgOes catalisadas pelo y-glutamilo
transferase e dipeptidases, formando-se cisteina, glutamato e glicina, seguida da
entrada destes aminoacidos nas células através de transportadores (Figura 18) e da
sua subsequente utilizacdo para a sintese intracelular do GSH.

Formacdo a partir do GSH extracelular, de y-glutamilocist(e)ina (preferencialmente) ou
de outros y-glutamiloaminoacidos e de cisteiniloglicina, através da reacgdo catalisada
pelo y-glutamilo transferase, seguida do seu transporte para dentro da célula,
degradacdo nos aminoacidos constituintes do GSH, e sintese intracelular do GSH. O
transporte de GSH extracelular através da membrana ocorre através da reaccdo de
transferéncia do grupo y-glutamilo com a cisteina, cistina ou outros aminoacidos.
Formacao de y-glutamiloglutationo e cisteiniloglicina a partir do GSH extracelular pela
reaccao catalisada pelo y-glutamilo transferase, seguida de transporte e conversao em
GSH através da reacgdo catalisada pelo y-glutamilociclotransferase.
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Figura 17. Esquema metabodlico da entrada indirecta do GSH para dentro das células, através da
membrana plasmética e sua subsequente sintese intracelular (ciclo do y-glutamilo). y-GT, y-
glutamilo transferase; DP, dipeptidases; Ciclotransferase, y-glutamilo ciclotransferase; GCS, y-
glutamilo-cisteina sintetase; GS, GSH sintetase; AA, amino4cido. Estdo indicados igualmente os
transportadores de GSH, y-glutamiloaminoacidos, Glu, Gly e Cys.

Deste modo, as células obtém GSH sobretudo através de sintese feita
intracelularmente no citosol, a partir dos seus aminodcidos constituintes. O GSH
mitocondrial é obtido por transporte a partir do GSH citosdlico. O GSH existente
extracelularmente, por exemplo no plasma, é obtido principalmente por exportacdo do
GSH sintetizado dentro dos hepatdcitos.

O GSH é sintetizado no citosol a partir dos seus aminoacidos constituintes,
L-glutamato, L-cisteina e L-glicina através de duas reaccées que envolvem o uso de ATP
catalisadas pelo y-glutamilocisteina sintetase (L-glutamato: L-cisteina y-ligase, EC 6.3.2.2)
e pelo GSH sintetase (L-y-glutamilo-L-cisteina: glicina ligase, EC 6.3.2.3) (Figura 17)
[55;56].

O y-glutamilocisteina sintetase é constituido por duas subunidades, de 74 kDa
(conhecida por H de Heavy) e 24 kDa (conhecida por L de Light). As duas subunidades
ligam-se através de uma ligagdo persulfureto. A subunidade H é a subunidade catalitica,
enquanto que L é a subunidade regulatoéria [57]. Ao ligar-se a subunidade H baixa o Km
para o glutamato e diminui a inibicdo pelo GSH. A sintese do GSH é regulada pela
disponibilidade em cisteina e pela actividade do y-glutamilocisteina sintetase [55;56]. A
cisteina existe intracelularmente em muito menor quantidade que o glutamato e que a
glicina e assim, a reacgao catalisada pelo y-glutamilocisteina sintetase parece ser o passo
limitante na velocidade de sintese de GSH. Portanto, para a manutengdo do GSH em
niveis adequados, é da maior importdncia a concentracdo intracelular de cisteina. Por
outro lado, o y-glutamilocisteina sintetase, esta sujeito a retroinibigdo ndo alostérea pelo
GSH e pela y-glutamilocisteina. Esta retroinibigdo é parcialmente diminuida por conjugados
do glutationo [58].
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Figura 18. Sistemas de transporte para dentro das células dos aminoacidos percursores do
GSH (adaptado de [55]). 1, Sistema X ,;, dependente do sédio e especifico para aminoacidos

aniénicos como o aspartato e glutamato; 2, Sistema X, independente do sédio e especifico para

aminoacidos aniénicos como a cistina e glutamato mas nao o aspartato; 3, Sistema ASC, dependente
do sdédio transporta aminoacidos neutros alifaticos como a alanina, cisteina, serina e glutamina; 4,
Sistema A, dependente do sédio, transporta aminoacidos neutros alifaticos e com pequenas cadeias
laterais ndo ramificadas como a glicina, serina, cisteina e glutamina; 5, Sistema Gly, dependente do
sédio, especifico para a glicina; 6, Sistema L, independente do sddio, especifico para aminoacidos
neutros com cadeias laterais grandes ramificadas e apolares como por ex. a metionina; 7, Sistema N,
dependente do sédio, especifico para aminoécidos contendo cadeias laterais com azoto como por ex.
a glutamina; * via da cistationina.

Outro dos modos de aumentar a sintese de GSH é aumentar a expressao do
y-glutamilocisteina sintetase. A expressdo do gene que codifica a subunidade H do v-
glutamilocisteina sintetase aumenta em resposta a muitos agentes que provocam a
diminuicdo dos niveis de GSH. Assim, é provavel que a regulagdo transcricional do y-
glutamilocisteina sintetase seja igualmente um elemento importante no controlo da
concentracdo intracelular do GSH [59].

S HS

f f

Figura 19. Esquema das formas reduzida e oxidada do y-glutamilocisteina sintetase (adaptado
de [57]). O local de ligacao do glutamato esté indicado pela seta. O GSH também interactua com este
local para além de interactuar noutro local. Os locais de ligagdo para o glutamato, cisteina e ATP estédo
localizados na subunidade pesada (H). L, subunidade leve.

Os niveis de GSH do nucleo e dos mitocondrios sdo regulados independentemente
dos niveis citosélicos. Esta regulagdo independente é facilmente demonstrada usando
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butionina sulfoximida (BSO) um inibidor do y-glutamilocisteina sintetase. Embora o BSO
consiga diminuir os niveis intracelulares totais de GSH em cerca de 90%, os reservatorios
de GSH nuclear e mitocondrial sdo relativamente resistentes a deplegdo do GSH mediada
pelo BSO. O BSO depleta o reservatério citosélico do GSH em 8 h enquanto que o
reservatoério nuclear so fica depletado as 24 h. Os mitocondrios ndo possuem o0s enzimas
necessarios a sintese do GSH e importam o GSH do citosol através de transportadores.
Estudos recentes indicam que o GSH é transportado através do transportador de
dicarboxilatos e através do transportador do oxoglutarato [60].0s mitocondrios sdo a
principal fonte celular de espécies reactivas de oxigénio uma vez que na cadeia
respiratoria se forma 02, o qual forma H202 por acgdo do Mn-superoxido dismutase. Uma
vez que a reducao do H20> mitocondrial é feita através do GSH peroxidase, é fundamental
o papel do GSH na homeostase mitocondrial.

Contrariamente a sintese, que ¢é feita intracelularmente, a degradacdo do
glutationo (sob a forma de GSH, GSSG e GSH S-conjugados) nos seus aminoacidos
constituintes é feita sobretudo extracelularmente. O processo inicia-se com o transporte
do glutationo (sob a forma de GSH, GSSG e de conjugados do GSH) para fora das células
(Figura 17). A velocidade de exportacdo é variavel conforme o tipo de células, sendo lenta
nos linfécitos e nos fibroblastos e rapida nos hepatdcitos e nas células renais. O figado é o
principal 6rgao a exportar glutationo. Com efeito, o transporte de GSH para fora do figado
contribui com mais de 90% do fluxo total de entrada do GSH na circulacdo e o turnover do
GSH hepatico, no estado basal, é devido quase inteiramente a exportacdo de GSH do
figado [61]. O figado exporta tanto GSH como GSSG como GSH S-conjugados mas, na
auséncia de stress oxidativo, ou de ingestdo de xenobidticos, a maior parte do glutationo
exportado esta na forma reduzida. Este GSH do figado pode ser exportado para o plasma
através da membrana sinusoidal e para a bilis através da membrana canalicular. Quanto
ao GSSG e GSH S-conjugados sdo essencialmente exportados para a bilis. Este processo
de exportagdo é mediado por sistemas de transporte e ndo por difusdo [52]. Além disso,
parece ser igualmente da maior importancia para a obtencdo de glutationo por diversos
0rgaos.

ApOs o transporte, a degradacédo é iniciada pela acgdo do y-glutamilo transferase
(Figura 17), um enzima que se encontra localizado na membrana plasmatica e que possui
0 seu centro activo orientado para o lado exterior da membrana, e que catalisa a
transferéncia do grupo y-glutamilo do glutationo (GSH, GSSG e conjugados do GSH) para
um aceitador, que pode ser a agua (hidrolise do glutationo), um aminoacido, ou um
péptido (por exemplo, o proprio GSH).

Através desta accdo do y-glutamilo transferase pode formar-se glutamato e
cisteiniloglicina quando a agua é o aceitador, um y-glutamiloaminoacido e cisteiniloglicina
quando o grupo y-glutamilo do glutationo é transferido para um aminoacido aceitador, ou
y-glutamiloglutationo e cisteiniloglicina quando o grupo y-glutamilo do glutationo é
transferido para outra molécula de GSH. Entre os aminoacidos aceitadores o melhor
parece ser a cistina, embora outros aminodcidos neutros, como a metionina e a
glutamina, sejam igualmente bons aceitadores. Pensava-se inicialmente que a reacgao de
autotransferéncia do grupo y-glutamilo seria desprezavel para concentragdes fisioldgicas
de glutationo, mas este ponto de vista foi posteriormente posto em causa, quando se
descobriu a existéncia in vivo de y-glutamiloglutationo na bilis e no rim (ver [38]). Quanto
as outras duas reaccoes, a de transferéncia do grupo y-glutamilo e a de hidrélise do GSH a
sua importancia relativa in vivo ndo esta totalmente estabelecida (ver [38]).

A cisteiniloglicina pode ser hidrolisada extracelularmente (ou intracelularmente
apos transporte) formando-se cisteina e glicina através de uma reacgdo catalisada por
dipeptidases ou pelo aminopeptidase M (Figura 17). Por sua vez, o y-glutamiloaminoacido
(ou péptido), apds transporte para dentro das células, vai formar 5-oxoprolina numa
reaccdo catalisada pelo ciclotransferase do y-glutamilo. Finalmente, a 5-oxoprolina é
transformada em glutamato numa reacgao catalisada pelo 5-oxoprolinase (Figura 17).

O conjunto de seis reacgbes catalisadas enzimaticamente, responsaveis pela
biossintese e biodegradagdo do glutationo, constitui um diciclo ao qual foi dado o nome de
ciclo do y-glutamilo. O facto do y-glutamilo transferase se encontrar na membrana e de
os outros enzimas do ciclo se encontrarem localizados no citosol levou Alton Meister [42] a
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propor em 1973 que estas reaccles estdo acopladas ao transporte de aminoacidos para
dentro das células (sob a forma de y-glutamiloaminoacidos) em alguns érgdaos como, por
exemplo, o rim, em que a actividade do y-glutamilo transferase é alta. No entanto, esta
proposta de Meister tem gerado alguma controvérsia. Entre os argumentos a favor do
funcionamento do ciclo do y-glutamilo no transporte de aminoacidos, encontra-se o facto
de, in vivo, a formagdo da y-glutamilocist(e)ina ser catalisada pelo y-glutamilo transferase,
de se ter observado o transporte para dentro de células de rim de y-glutamilocist(e)ina
que é subsequentemente usada para a sintese de GSH e da inibigdo do y-glutamilo
transferase em monocamadas de células de carcinoma humano resultar numa diminuigcdo
da entrada de aminodcidos. Entre os argumentos contra, encontra-se o facto de a inibicdo
do y-glutamilo transferase nao resultar em aciduria devido a acumulacdo de aminoacidos,
e o facto de ndo diminuir a velocidade de entrada de aminoacidos em vesiculas de
membranas brush border renais, e em células isoladas de hepatomas asciticos, quando se
adicionam inibidores do y-glutamilo transferase. No eritrocito, também ndo se observou a
entrada de aminoacidos envolvendo a actuacdo do y-glutamilo transferase. Outro
argumento contra o funcionamento do ciclo do y-glutamilo no transporte de aminoacidos,
€ o facto de se gastar demasiada energia, havendo vias mais “econdmicas” para a célula
transportar aminoacidos. Outros autores defendem que, in vivo, o y-glutamilo transferase
actua apenas como hidrolase, ndo havendo formacao de y-glutamiloaminoacidos.

Metabolismo inter-orgaos do GSH

Embora o ciclo do y-glutamilo possa funcionar num Unico érgdo, também pode ser
encarado como funcionando, ndo num Unico 6érgdo, mas sim num conjunto de 6rgdos,
nomeadamente o figado, os rins, os pulmdes e o intestino sendo o plasma o meio de
transporte do GSH entre os diversos 6rgaos [31;62-64].

Neste modelo (Figura 20), considera-se que o glutationo esta sujeito a um turnover
constante no corpo, sendo o figado, rins, intestino e pulmdes os principais 6rgaos
responsaveis pela sua homeoestase. O figado, que tem uma actividade baixa de v-
glutamilo transferase, € um exportador de GSH para o plasma (e para a bilis), enquanto
que o rim e outros 6rgdos, com actividades altas de y-glutamilo transferase, captam o
GSH do plasma para futura utilizacdo. O GSH presente no plasma e na bilis pode suportar
0s niveis extra-hepaticos de GSH de duas maneiras: (a) o GSH e GSSG podem ser
hidrolisados, particularmente pelo y-glutamilo transferase das membranas brush border do
rim e do intestino, fornecendo a esses tecidos cisteina, que pode ser utilizada para a
sintese de GSH ou que retorna ao figado; (b) o GSH do plasma pode entrar intacto em
determinados epitélios. A contribuigdo relativa destas duas vias in vivo ndo é clara.

A hipétese de que a exportacdo de GSH pelo figado é responsavel pelas
necessidades dos érgaos periféricos foi demonstrada, por exemplo, em estudos em ratos
que foram exercitados até a exaustdo [65;66]. Nestes estudos observou-se que a medida
que a necessidade do musculo esquelético em GSH aumenta para combater o stress
oxidativo do exercicio, a concentracdo de GSH do musculo e do figado diminui, enquanto
que os seus niveis plasmaticos aumentam. Do mesmo modo, o jejum aumenta a
exportacdo hepatica de GSH, possivelmente para fornecer cisteina aos tecidos periféricos
[61]. A libertacdo e disponibilidade do reservatério hepatico de GSH sdo presumivelmente
reguladas por factores hormonais. Com efeito, observou-se que hormonas como a
vasopressina, a angiotensina II e a adrenalina aumentam a exportacao sinusoidal de GSH
[67]. O figado exporta GSH para o plasma a velocidades préoximas da velocidade maxima
fornecendo deste modo uma fonte constante de GSH para o plasma. O GSH sintetizado no
figado e exportado para o plasma, através da membrana sinusoidal, é responsavel por
mais de 90% do GSH presente no plasma [61]. O figado é praticamente o Unico 6rgdo a
converter eficientemente metionina em cisteina, a qual é rapidamente incorporada no
GSH. Assim, Kaplowitz et al. [62] propuseram que a libertacdo hepatica de GSH é um
mecanismo para estabilizar e transportar cisteina para outros tecidos, a velocidades
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aproximadamente constantes, de uma forma independente do fornecimento de cisteina da
dieta.
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Figura 20. Modelo proposto para explicar a homeoestase inter-6rgdos do glutationo no rato
(adaptado de [62]). E de notar que neste modelo ndo se tem em conta a degradacédo sinusoidal do
GSH existente nos humanos, 0s quais possuem uma maior actividade de y-GT sinusoidal que o rato.
Assim, nos humanos uma parte do GSH exportado pelo figado € hidrolisado pelo y-GT e pelos
dipeptidases sinusoidais, e a cisteina que se forma retorna ao figado para nova sintese do GSH [63].

Os rins sdo responsaveis por cerca de 80% do clearance do GSH do plasma [68].
Os rins captam o GSH do plasma, quer através de degradacdo do GSH pela accdo do
y-glutamilo transferase [69], quer através de entrada directa de GSH intacto [53;68]. O
pulmdo, através do y-glutamilo transferase, também pode contribuir substancialmente
para o turnover do GSH do plasma.

Cerca de metade do GSH sintetizado no figado é exportado para a bilis através da
membrana canalicular. O destino e possivel fungdo deste GSH sdo bastante diferentes das
do GSH exportado para a corrente sanguinea. Existem diversas funcbes que o GSH biliar
pode desempenhar. O GSH pode ser degradado no tracto biliar e os seus aminoacidos
constituintes podem potencialmente ser sujeitos a circulagdo intra-hepatica. Existe uma
consideravel variacdo em termos de espécies na extensdo da hidrélise do GSH na bilis, a
qual é determinada pela expressdao do y-GT e pela velocidade de excrecdo do GSH (ver
[63]. Nos murganhos, ocorre pouca hidrdlise durante o transito biliar, enquanto que nos
coelhos, cobaios e humanos praticamente todo o GSH é hidrolisado antes de entrar no
intestino. O GSH excretado para a bilis que ndo foi hidrolisado, pode também pode ser
transportado para o intestino e ser usado para desintoxicar agentes toxicos presentes no
lume intestinal. O GSH pode entrar intacto nos enterdcitos. No entanto, ndo é claro se, em
condicdes fisioldgicas, o glutationo presente no lume intestinal entra intacto ou se é
degradado extracelularmente pelo y-glutamilo transferase presente na membrana brush
border do intestino e depois ressintetizado intracelularmente.

Uma vez que o figado é uma fonte importante de GSH, o metabolismo de
xenobidticos no figado, que pode diminuir drasticamente a concentragdo de GSH deste
6rgao, pode igualmente resultar numa deplecdo do GSH de outros tecidos.
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Oxidacao-reducao do GSH

Nos sistemas bioldgicos o GSH oxida-se essencialmente para formar GSSG, de
acordo com a reacgao:

2GSH — GSSG + 2H* + 2e- (5)

Todo o enorme interesse despertado pelos estudos de oxidagdo-reducdo do
glutationo, efectuados em grande parte por Hopkins, veio a diminuir consideravelmente
ap6s Hopkins e Elliot (1931) terem publicado um trabalho em que estudavam a oxidacdo
aerobia do GSH por suspensodes de figado de rato, e outros animais. A velocidade de
oxidagao que encontraram era apenas uma pequena fraccdo da respiracao do tecido e, por
este motivo, deveria representar um aspecto da oxidacdo dos tecidos diferente da
respiragdo. Estes autores concluiram destes estudos que a oxidacdo aerdbia observada
ndo era de natureza enzimatica e que o catalisador ndo era uma hemoproteina, o que
provava que o GSH nao estava envolvido na respiracdao, o grande tema de investigacao
em bioquimica na altura. E de notar que a incapacidade de Hopkins e Elliot (1931) de
observar qualquer oxidacdo enzimatica do GSH, tinha a ver com os métodos
experimentais usados na época o0s quais tornavam praticamente impossivel outra
interpretacdo dos resultados. Sé 30 anos mais tarde, foi demonstrada por Pinto [70], a
existéncia de uma oxidagao aerdbia do glutationo, que é mais importante que as reaccdes
ndo enzimaticas, e que ndo é devida a hemoproteinas, pois forma-se quantitativamente
GSSG a partir do GSH, parecendo ser essencialmente devida a catdlise pelos GSH
peroxidases [71]. Na altura, foi proposta pela primeira vez a existéncia de um ciclo redox
do glutationo no figado de rato [71].

NADP”* 2GSH H,O, ou ROOH
-~
GSSG redutase GSH peroxidases
v
NADPH + H* GSSG » H,O ou ROH

Figura 21. Ciclo redox do glutationo (adaptado de [71]). O GSH é oxidado a GSSG ao reduzir o
hidroperoxido de hidrogénio e outros hidroperoxidos organicos (ROOH), essencialmente
hidroperoxidos de lipidos, numa reacg¢éo catalisada pelos GSH peroxidases. O GSSG por sua vez é
reduzido pelo NADPH numa reacc¢éo catalisada pelo GSSG redutase. O enzima desidrogenase do 6-
fosfato de glucose é essencial para este ciclo ao ser o principal responséavel pela formacdo de NADPH
in vivo. O GSH também se pode oxidar a GSSG através de reac¢cfes ndo enziméticas.

Entre os varios sistemas celulares de defesa contra o stress oxidativo, é
extremamente importante o sistema constituido pelo GSH e pelos enzimas dependentes
do GSH (GSH peroxidases, GSSG redutase, GSH S-transferases e glutarredoxina) sendo a
exportacdo de GSSG pelas células um dos indicadores da existéncia de stress oxidativo. O
papel protector do glutationo é feito, quer através de reacgles de captacdo de radicais,
quer através da reducdo dos hidroperdxidos de lipidos, catalisada enzimaticamente pelos
GSH peroxidases, formando-se em ambos os casos GSSG. Como as células necessitam de
glutationo na sua forma reduzida, o papel do GSSG redutase e do redutor NADPH ¢é da
maior importancia, para manter a razdo GSH/GSSG. Qualquer alteracdo desta razdo pode
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alterar o estado tiol-persulfureto celular o qual pode ter enorme influéncia no
funcionamento das células.

GSH como captor de radicais

Os tidis podem ser facilmente oxidados para formar radicais tiilo ou outros radicais,
reduzindo deste modo o agente oxidante. Esta capacidade redutora dos tidis e, sobretudo,
do GSH, torna-o um antioxidante eficiente in vivo, mas requer a remogao subsequente
dos radicais tiilo. Assim, uma das fungbes do GSH in vivo parece ser o de captor de
radicais, nomeadamente de radicais centrados no carbono, ou de espécies reactivas de
oxigénio ou de azoto (como o HO*, NO2*, ou ONOO") actuando de modo a reparar e
proteger os constituintes celulares [72]. A captacdo de radicais pelo GSH da origem a
formacao de radicais glutationilo (GS*) através da reacgao:

R*+ GSH —— RH + GS* (6)

Um exemplo tipico deste tipo de reaccGes de doagdo de hidrogénios pelo GSH ¢é a
reparacdo de radicais de DNA centrados na desoxiribose. O radical glutationilo ndo é
inerte, sendo um oxidante bastante potente (E°'~0,86 V). Uma vez formado, as reaccoes
biologicamente relevantes do radical glutationilo sdo: a sua dimerizagdo para formar
GSSG (reacgao (7)), a reaccao de abstraccdo de atomos de hidrogénio de acidos gordos
poli-insaturados para formar radicais peroxilo (reaccdo (8)), e as reacgdes de conjugagao
com o anido tiolato do glutationo para formar o radical GSSG* (reaccdo (9)), ou com o
dioxigénio para formar um radical peroxiglutationilo (reacgao (10))

GS* + GS* - GSSG (7)
GS* + RH + 02 - GSH + ROO" (8)
GS*+ GS" — GSSG* (9)
GS* + 02 GS00" (10)

Destas quatro reaccdes, a mais importante parece ser a conjugacdo com o aniao
tiolato, devido a elevada concentracdo intracelular de GSH (do qual cerca de 1% se
encontra sob a forma de GS- ao pH fisioldgico). As reacgdes de dimerizagdo parecem
contribuir pouco para o desaparecimento dos radicais glutationilo, uma vez que é
necessaria uma elevada concentracdo de estado estacionario do GS* para haver uma
colisdo bimolecular. Winterbourn [73] prop6s um mecanismo para a remocdo do radical

glutationilo em sistemas bioldgicos, o qual envolve a formagdo do radical GSSG* (reaccdo
(9)). Este radical é fortemente redutor (E°'=1,6V) e pode reagir rapidamente com o
dioxigénio, formando-se radical superdéxido, que depois é removido através da acgao dos
superoxido dismutases.

GSSG* + 02 - GSSG + 02~ (11)

Alternativamente, Wardman (ver [72]) prop6s que o radical ascorbilo funciona in
vivo como captador do radical glutationilo através da reacgao:

GS*+ AscHT <— = Asc” + GSH (12)
O radical peroxiglutationilo pode reagir com o GSH, formando-se novamente o

radical glutationilo, ou entdo sofrer uma reacgdo de terminagdao com outros radicais
presentes no sistema:
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GSOO* + GSH —» GSOOH + GS* (13)

GS0OO0* + R* — produtos ndo radicalares (14)
GSH e a peroxidacao lipidica

Para além da reducdo dos primeiros produtos moleculares da peroxidacdo lipidica,
os hidroperéxidos, que é catalisada pelos peroxidases do GSH, o GSH parece estar
igualmente envolvido como antioxidante na fase de propagacao da peroxidagao, actuando
em cooperagao com o a-tocoferol (vitamina E) e o ascorbato na reducao dos radicais
peroxilo. Com efeito, o papel protector do GSH na peroxidacdo lipidica microssomal
induzida pelo ferro conduziu a sugestao de esta proteccdao poder envolver uma cooperacao
do GSH com a vitamina E na redugao dos radicais peroxilo através das reacgdes:

Vit E-OH + ROO* — Vit E-O* + ROOH (15)

Vit E-O* + GSH — Vit E-OH + GS* (16)

Alguns autores tem sugerido que a reducdo do radical a-tocoferoxilo (Vit E-O®) pelo
GSH (reaccdo (16)), é catalisada pelo enzima radical de vitamina E redutase. No entanto,
o acido ascorbico é muito mais eficiente que o GSH na reducédo do radical a-tocoferoxilo, e
tem sido sugerido que, in vivo, o ascorbato é o principal responsavel pela reducdao dos
radicais o-tocoferoxilo, formando-se na reaccao monodesidroascorbato e
desidroascorbato. Neste caso, a contribuicdo do GSH seria feita através da reducdo do
desidroascorbato a ascorbato. In vivo, esta reducao pode ser feita ndo enzimaticamente
pelo GSH ou através de catdlise enzimatica pelos enzimas NADH-monodesidroascorbato
redutase e GSH-desidroascorbato redutase (ver [38]).

A reducdo de hidroperéxidos in vivo para além de ser catalisada pelo catalase (que
reduz apenas o hidroperdxido de hidrogénio) é catalisada pelos peroxidases do GSH
através do chamado ciclo redox do glutationo (Figura 21).

GSH PEROXIDASES

Actualmente estdo caracterizados diversos enzimas com actividade de peroxidase
do glutationo. Quatro destes enzimas sdo selenoproteinas, possuindo um residuo de
selenocisteina no seu centro activo:

e uma proteina homotetramérica sollvel intracelular, descoberta em 1957 nos
eritrocitos [74], conhecida como glutationo peroxidase dependente do selénio
(GPx1, GSHPx; cGSHPx; GPx; cGPx; Se-GPx, [EC 1.11.1.9]);

e uma proteina monomérica intracelular que actua em hidroperéxidos de fosfolipidos,
descoberta em 1982 [75], e conhecida como peroxidase do glutationo actuando em
hidroperoxidos de fosfolipidos (GPx4; PHGPx, [EC 1.11.1.12]);

e uma proteina homotetramérica glicosilada que se encontra no espacgo extracelular,
purificada e caracterizada pela primeira vez em 1987 a partir de plasma humano
[76] (GPx3; P-GSHPx);

e e uma proteina homotetramérica intracelular existente no tracto gastrointestinal
descoberta em 1993 [77] (GPx2; GPx-GI; GSHPx-GI, [EC 1.11.1.9]).

Existem igualmente outros enzimas com actividade de peroxidase do glutationo
gue ndo sdo selenoproteinas. Sdao por isso conhecidos por GSH peroxidases ndo
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dependentes do selénio. Estes enzimas sdo GSH S-transferases que também tém
actividade de peroxidase.

Todos estes GSH peroxidases catalisam a reducdao do perdxido de hidrogénio e de
outros hidroperéxidos de alquilo (ROOH) pelo GSH, de acordo com a reacgao:

ROOH (ou H202) + 2 GSH —» ROH (ou H20) + H20 + GSSG (17)

No caso do GSHPx o mecanismo catalitico estd bem estabelecido e envolve
alteracGes redox do residuo de selenocisteina do centro activo. O primeiro passo da
reaccao é a oxidacdo de um selenol ionizado por um hidroperéxido formando-se um
derivado selenénico. Para completar o ciclo catalitico, o selenol tem que ser regenerado.
Isto parece ocorrer através de duas reaccbes consecutivas envolvendo um residuo de
acido selenénico e GSH, com a formacado intermediaria de um selenopersulfureto entre o
enzima e o GSH [78]:

E-CysSe 4+ H™ + ROOH — E-CysSeOH + ROH k~107-108 Mt
E-CysSeOH + GSH — E-CysSe-SG + H,0 k~10°-10°% Mt
E-CysSe-SG + GSH — E-CysSe + GSSG + H*

O GSHPx encontra-se localizado essencialmente no citosol e na matriz
mitocondrial. Quanto ao PHGPx, o facto de, durante o seu processo de isolamento, ser
necessario o uso de tampoes homogenizadores com uma alta forga idnica para aumentar
a recuperacdo de actividade na fracgdo solUvel sugeria a existéncia de uma ligacdo ionica
as membranas. Além disso, o enzima podia ser extraido, usando um tratamento com
forca idnica elevada a partir de mitocondrios, nucleos e fraccdo microssomal preparados
por centrifugacdo diferencial em sacarose. Apods estudos feitos em diversos tecidos
concluiu-se que o enzima, embora actue em membranas, é sobretudo citosdlico. No
entanto, em mitocondrios de cérebro de rato estd sobretudo localizado na membrana
interna. No testiculo de rato o enzima foi igualmente detectado em membranas,
nomeadamente no mitocondrio onde se encontra localizado nos locais de contacto entre a
membrana interna e externa.

O GSHPx apesar de ser extremamente especifico para o substrato tidlico (o GSH é
0 Unico substrato bioldgico com que a velocidade de reaccdo é apreciavel), ndo o é para
os hidroperdxidos (ver Tabela 8). Entre os hidroperdxidos que ndo sdo substratos do
enzima, incluem-se o 25-hidroperoxicolesterol, o 5a-hidroperoxicolesterol, os
hidroperoxidos de trilinoleina e de dilinoleina e os hidroperdxidos de fosfatidilocolina e
cardiolipina. Neste Ultimo caso a actuacdao do GSHPx parece necessitar da actuagao prévia
do fosfolipase A, [EC 3.1.1.4]. O GSHPx-GI parece ter uma especificidade semelhante a

do GSHPx

O facto do PHGPx ser uma selenoproteina com uma massa molecular (cerca de 20
kDa) semelhante as unidades polipéptidicas mondmeras do GSH Px fez levantar
inicialmente a hipétese de se tratar de uma cadeia polipéptidica mondmera do GSH Px que
teria a capacidade de reagir com hidroperoxidos de fosfolipidos. No entanto, resultados
posteriores vieram a por esta hipdtese em causa. Com efeito, a sequéncia de aminoacidos
do PHGPX é bastante diferente da do GSHPx sendo a homologia de apenas 35%. Quando
se alinha a sequéncia de aminoacidos do PHGPx com a de outros GSH peroxidases
dependentes do selénio, nota-se a falta das zonas de interaccdo das subunidades do
GSHPx identificadas por cristalografia de Raios X, e as energias de interaccdo das
subunidades calculadas para o GSHPx bovino sdo consideravelmente superiores as
calculadas para um modelo molecular do PHGPx. Parece razoavel considerar que a
natureza monomérica do PHGPX é a razdo, tanto da sua capacidade de reagir com
hidroperoxidos volumosos, como da sua afinidade com biomembranas. Por outro lado, os
dois residuos de arginina envolvidos na orientacdo do GSH no centro activo do GSH Px e
do GSH Px do plasma estdao mutados ou ausentes no PHGPx. Uma vez que o mecanismo
de ligagdo do GSH proposto para o GSH Px depende da presenca de pelo menos dois
residuos de arginina, o PHGPx deve ligar-se ao GSH de modo diferente. Com efeito, o
PHGPx parece ser menos especifico para o substrato tidlico que o GSH Px e apesar de, tal
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como acontece com o GSH Px, o GSH ser o melhor substrato dador, também aceita como
substratos dadores, o mercaptoetanol, a cisteina, a cisteamina, a ergotioneina, a di-
hidrolipoamida e o di-hidrolipoato (ver [38]).

Contrariamente ao GSHPx, o PHGPx tem actividade de peroxidase do GSH sobre
hidroperdxidos de diacilofosfolipidos. Na Tabela 8 é apresentada uma lista dos substratos
aceitadores do PHGPX actualmente conhecidos. O enzima reduz todos os hidroperdxidos
de lipossomas, de "ghosts" de eritrocitos e de lipoproteinas o que sugere que este tem
pouca especificidade em relagdo aos varios tipos de hidroperdxidos existentes nas
membranas.

Tabela 8 - Hidroperéxidos que sé@o substratos do GSHPx e do PHGPx (adaptado de [38]). ND:
ndo determinado

Substratos do GSHPx Substratos do PHGPx

Hidroperoxido de hidrogénio

Hidroperoxido de etilo

Hidroperoxido cumeno

Hidroperoxido de t-butilo

Hidroperoxido do acido linoleico
Hidroperodxido do acido linolénico
Hidroperoxido de metilo linoleato
Hidroperoxido de 1-monolinoleina
Hidroperoxido de linoleato de colesterilo
Hidroperoxido de linolenato de etilo
Hidroperoxido de linoleilolisofosfatidilocolina
Hidroperoxido de fosfatidilocolina
Hidroperoxido de fosfatidiloetanolamina -
Hidroperoxido de fosfatidiloserina -
Hidroperoxido de cardiolipina -
Hidroperoxido do acido fosfatidico -
5a-hidroperoxicolesterol -
7a-hidroperoxicolesterol
7B-hidroperoxicolesterol
Hidroperoxidos de ésteres do colesterol
Hidroperoxidos de valina

Hidroperoxido de albumina
Hidroperoxido de prolilovaliloglicina
5-hidroperoximetilo uracilo

DNA peroxidado

Prostaglandina G
15-hidroperoxiprostaglandina Ei1
17a-hidroperoxiprogesterona
17a-hidroperoxialopregnanolona
17a-hidroperoxipregnanolona
Hidroperoxido de timina +

=2
+++++5+

R R

++++++++ G+

tH+ o+

Entre os hidroperdxidos aceites como substratos pelo P-GSHPx encontram-se os
hidroperdxidos de hidrogénio, de t-butilo, do acido linoleico, do acido araquidoénico e da
fosfatidilocolina mas ndo o hidroperoxido de linoleato de colesterilo e hidroperdxido de
colesterol. O facto da concentracdao de GSH no plasma ser muito baixa (cerca de 10-20
uUM), sugeria que in vivo poderiam haver outros redutores, que ndao o GSH, substratos do
GSHPx extracelular. Recentemente descobriu-se que o NADPH e a tiorredoxina, na
auséncia ou na presenca de tiorredoxina redutase, sdo dadores de electrdes eficientes
para o P-GSH Px [79]. O mesmo parece acontecer com a glutarredoxina.

Uma vez que os GSH peroxidases sdo selenoproteinas, a sua biossintese depende
da disponibilidade em selénio. Quando a concentragdao de selénio é limitante observa-se
uma incorporacdao preferencial em algumas das selenoproteinas existentes nos
organismos. Pensa-se que as selenoproteinas cuja actividade se mantém mais estavel
durante situacdes de deficiéncia de selénio sdo mais importante metabolicamente que
aquelas cuja actividade diminui rapidamente. Por outro lado, a sintese de certas
selenoproteinas durante a deficiéncia em selénio é acompanhada por uma diminuicdo dos
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niveis dos mRNAs respectivos, devido a uma diminuicdo de estabilidade dos mRNA. Esta
estabilidade diferencial dos mRNA contribui para uma sintese preferencial de determinadas
selenoproteinas. Estudos envolvendo a estabilidade do mRNA dos GSH peroxidases e a
depleccdo destas proteinas em situacdes de deficiéncia de selénio e a velocidade de
ressintese apos replecao de selénio demonstraram através destes critérios a importancia
relativa dos GSH peroxidases é [80]:

GI-GSHPx > PHGPx > P-GSHPx = GSHPx

53125- o
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Figura 22. Actividades e niveis de mRNA do GSHPx e PHGPX em funcdo da concentracédo de
selénio na dieta [81].

Em termos de funcbes bioldgicas pensa-se que o GSHPx tem um papel
fundamental e complementar ao catalase na reducdo do perdxido de hidrogénio. Estudos
com murganhos knockout em GSHPx [82], demonstraram que o GSHPx estd sobretudo
envolvido na proteccdo contra o stress oxidativo, sendo o principal enzima antioxidante
em mamiferos. Com efeito, apesar dos murganhos knockout em GSHPx terem um
crescimento e desenvolvimento normais, indicando um papel limitado para o GSHPx em
condigoes fisioldgicas, na presenca de paraquat os murganhos knockout morrem enquanto
que os murganhos normais conseguem resistir a niveis elevados de stress oxidativo
(Figura 23).

Quanto aos hidroperdéxidos de diacilofosfolipidos formados pela peroxidacao lipidica
nas membranas celulares, tem sido sugerido que esta reducdo é catalisada, ou pelo GSH
Px, ap6s uma actuacdo prévia do enzima fosfolipase A> (os hidroperdxidos de
diacilofosfolipidos ndo sdo substratos do GSHPx), ou entdo pelo PHGPx, sendo que o
PHGPx parece ter o papel predominante devido a baixa actividade dos fosfolipases A:
[83]. Para além de um papel fundamental na reducao de hidroperodxidos de fosfolipidos,
nos ultimos anos tem sido proposto para o PHGPx, o principal GSH peroxidase presente no
testiculo, um papel importante na espermatogénese [84]. O GI-GSHPx parece representar
uma primeira linha de defesa contra os hidroperéxidos ingeridos na dieta, enquanto que o
P-GSHPx parece ter a fungdo de linha de defesa contra a transferéncia de hidroperdxidos
do meio extracelular para as células [80].
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Figura 23. Sobrevivéncia de ratos normais (+/+) e knockout em GSHPx (-/-) na presenca de
diversas doses de paraquat [82]. O paraquat forma radical superdxido através de ciclos redox.

Nos ultimos anos o paradigma dos hidroperoxidos enquanto apenas compostos
toxicos para as células modificou-se tendo comecado a ser encarados como compostos
com um papel importante na sinalizacao celular (por exemplo na activacdao do NF-xB
mediada pelo TNF e pela IL-1), no desencadear da apoptose, e na proliferacdo e
diferenciacdo celular. Assim pode acontecer que ndo seja vantajoso para as células a
remocao total dos hidroperdxidos, mas sim a manutencdo de uma certa concentragdo de
hidroperdxidos. Assim, uma das principais funcées dos GSH peroxidases parece ser a
regulagdo de processos celulares modulados por hidroperoxidos (ver [80]).

GLUTATIONO REDUTASE

O GSSG formado nas reaccdes catalisadas pelos peroxidases do GSH é reduzido
numa reaccdao dependente do NADPH catalisada pelo GSSG redutase (GSSG: NADPH
oxidoredutase [EC 1.6.4.2]):

GSSG + NAD(P)H + H* —» 2 GSH + NAD(P)* (18)

Nas células, o GSSG redutase encontra-se predominantemente no citosol, embora
também esteja presente na matriz mitocondrial, fraccdo microssomal e nucleo. O enzima
é uma flavoproteina com uma massa molecular de 44 kDa (enzima do figado de rato).
Observou-se que o GSSG redutase do figado de rato, é inibido pelo GSH em
concentracoes fisioldgicas, tendo-se sugerido que esta inibicdo permite uma manutengao
controlada da razdo GSH/GSSG [85]. Observou-se também a inibicdo competitiva deste
enzima por conjugados do GSH [86], o que conduz a uma alteragcao da razao GSH/GSSG.

GSH e o estado tiol/persulfureto das proteinas

Os grupos sulfidrilo e as ligagbes persulfureto das proteinas tém frequentemente
papéis fundamentais, quer em termos de catdlise, quer em termos estruturais.
Consequentemente, modificagdes no estado redox tiol/persulfureto de uma proteina
podem estar associadas com alteracbes na sua actividade bioldgica, uma vez que os
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residuos de cisteina devem manter-se, ou sob a forma de tiol, ou sob a forma de
persulfureto para uma actividade optima. Um tampdo redox tiol/persulfureto é uma
solucdo de um tiol e da sua forma persulfureto que influencia, em parte, o estado redox
de proteinas tidlicas que sao expostas a este tampdo [35]. Na maioria dos organismos, o
par 2GSH/GSSG ¢é o principal tampdo redox celular devido a sua alta concentracdo,
embora existam outros tampodes redox celulares, como a tiorredoxina e a glutarredoxina,
gue podem ter papéis importantes na manutencdo do estado redox das proteinas [35].
Assim, mudangas no estado tiol/persulfureto do glutationo constituem um sinal metabdlico
gue pode modular as actividades bioldgicas de proteinas alvo especificas.

Em meio aerdbio, os grupos sulfidrilo, quer de compostos de baixa massa
molecular, quer de proteinas, tendem a oxidar-se. Assim, as proteinas do meio
extracelular, ou das superficies das células, sao ricas em persulfuretos que as estabilizam,
como reflexo das condigdes oxidantes. Contudo, intracelularmente, os tidis tém
geralmente de ser mantidos no estado reduzido e as proteinas intracelulares contém
muitos grupos sulfidrilo, sendo raros os persulfuretos. Os grupos sulfidrilo dos residuos de
cisteina das proteinas podem ser oxidados formando-se persulfuretos, mas também se
podem formar acidos sulfénicos (PSOH), sulfinicos (PSO2H) ou sulfénicos (PSOsH) [8].
Enquanto que a oxidacdo para formar persulfuretos ou acidos sulfénicos é reversivel, o
mesmo ndo acontece quando ha oxidacdo para formar acidos sulfinicos e sulfénicos os
guais representam estados de oxidacdo bastante estaveis que ndo sdo reduzidos
novamente a cisteina em condicdes bioldgicas relevantes.

Nas proteinas oxidadas podem ocorrer dois tipos essenciais de persulfuretos:
persulfuretos intramoleculares entre dois residuos de cisteina de uma proteina, e
persulfuretos mistos intermoleculares entre um residuo de cisteina de uma proteina e
outro tiol (proteinas S-tioladas). Nas células, uma vez que o glutationo é o principal tiol
nao proteico, formam-se sobretudo persulfuretos mistos com o glutationo (proteinas S-
glutatioladas). A quantidade de proteinas S-glutatioladas (Proteina-SSG) é essencialmente
controlada pelo ambiente redox celular e aumenta, por exemplo, em condigdes de stress
oxidativo. A formacao de proteinas S-glutatioladas é feita através de dois mecanismos
possiveis: pela reaccdo entre grupos SH das proteinas e o GSSG através de uma troca
tiol-persulfureto (reaccdo (19)) ou, alternativamente, pela reaccao do GSH com radicais
tiilo (reaccao (20)) ou com &cidos sulfénicos (reacgao (21)), formados devido a oxidacao
de residuos de cisteina por um ou por dois electroes respectivamente.

Proteina-SH + GSSG ——2 Proteina-SSG + GSH (19)
Proteina-S* + GS° + 02 — Proteina-SSG + 02 (20)
Proteina-SOH + GSH — Proteina-SSG + H20 (21)

As reacgOes de troca tiol-persulfureto sdo reaccbes reversiveis que ocorrem em
dois passos com a formacgao de persulfuretos mistos como intermediarios, havendo uma
troca de equivalentes redox entre diferentes pares tiol/persulfureto, que resulta na
oxidacdao de um tiol (R1SH) e na reducdao de um persulfureto (R2SSR2). A reaccao envolve
um ataque nucledfilo pelo anido tiolato (RS’) a um dos dois enxofres da ligagao
persulfureto, e a velocidade da reacgdo € dependente da natureza do ido RS".

RiSH + R2SSR2 =—2 RiSSR:2 + R2SH
RiSSR2 + RiSH =— RiSSR: + R2SH

2RiSH + R2SSR; =—2 RiSSR: + 2R2SH (22)

A constante de equilibrio para a reacgdo (19) é dada pela equagdo (22) e
representa a estabilidade termodindmica do persulfureto misto quando comparado com a
estabilidade do GSSG. Quanto mais estavel o persulfureto misto comparado com o GSSG
maior o valor da constante de equilibrio (Kmix). Assim, Kmix representa o potencial de
oxidagao para a oxidagao de um tiol proteico pelo GSSG.
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- _ [Proteina-SSG][GSH] (23)
™* " |Proteina—SH|[GSSG]

O mecanismo de formacdo de proteinas S-glutatioladas através de reaccdes de
troca tiol-persulfureto com o glutationo pode ter relevancia em situagbes de stress
oxidativo associadas com uma mudanca pronunciada na razdao [GSH]/[GSSG]. Em
diversos modelos de stress oxidativo, modificacdes transientes na razao [GSH]/[GSSG]
para valores da ordem dos 10, ou mesmo 1, podem ocorrer e, estas alteracoes
correlacionam-se com a quantidade de persulfuretos mistos proteicos presentes nas
células. Embora tenha sido sugerido que as interaccbes especificas GSH-proteinas
deslocam o equilibrio do persulfureto misto com a proteina na direccdo da espécie
S-tiolada, as constantes de equilibrio (Kmix) para a maioria das proteinas sdo geralmente
~1 [87]. Este facto indica que é pouco provavel a ocorréncia de S-glutatiolagdo
dependente do GSSG como resposta a mudancgas na razdao [GSH]/[GSSG] dentro de um
intervalo relevante para o stress oxidativo (ou seja, 100>[GSH]/[GSSG]>10) [8]. No
entanto, descobriu-se muito recentemente que o factor de transcricdo c-Jun é uma das
excepgoes a esta regra. O local de ligagdo ao DNA do c-Jun contem uma cisteina com uma
funcdo criticamente importante que tem um Kmix de 13, ou seja, 50% da proteina fica
S-glutatiolada para uma razao [GSH]/[GSSG]=13 [88].

Quanto ao mecanismo alternativo de formagao de proteinas S-glutatioladas através
da oxidacdo de residuos de cisteina por ERO seguida de reaccdo com o GSH, ele foi
proposto devido ao facto de se ter observado em células, usando diversos modelos de
geracdo de ERO, a formagdo de proteinas S-glutatioladas mesmo quando ndo ocorriam
alteracdes detectaveis na razdo [GSH]/[GSSG]. Recentemente foi demonstrado que o
residuo de cisteina presente no centro activo de um fosfatase de tirosina proteica (PTP-
1B) pode ser oxidado pelo H202 e pelo O2* para formar um sulfenato instavel, que é
rapidamente convertido num persulfureto misto com o GSH, o qual é bastante mais
estavel [89].

Uma vez acabado o stress oxidativo, a inversdao do processo de S-tiolagdao ocorre
rapidamente nas células, através da inversao da reacgdo (19), sendo o persulfureto misto
reduzido pelo GSH e formando-se GSSG o qual é reduzido pelo NADPH numa reaccao
catalisada pelo GSSG redutase. Esta destiolagdo também pode ocorrer através de catalise
enzimatica feita pelos proteina-persulfureto oxidoredutases.

A S-glutatiolacdo reversivel tem um papel importante na proteccdo dos tidis
proteicos ao impedir a sua oxidacdo irreversivel a acidos sulfinicos e sulfénicos, que pode
levar a perda de actividade bioldgica. Por outro lado, cada vez mais tem-se vindo a
desenvolver o paradigma da S-glutatiolagdo de proteinas como um mecanismo através do
qual as proteinas sdo reguladas pelas mudancas do ambiente redox celular e pela geragao
de espécies reactivas de oxigénio. Estudos com células e in vitro tém levado a
identificacdo de um numero cada vez maior de proteinas que ficam S-tioladas durante o
stress oxidativo e cujas fungdes bioldgicas sdo moduladas por S-tiolacgéo.

TIOL:PERSULFURETO OXIDOREDUTASES

As reaccdes de troca tiol-persulfureto ocorrem espontaneamente a pH 7, mas
foram descobertos enzimas que catalisam essas reaccdes, os tiol:persulfureto
oxidoredutases. Dentro destes enzimas estdo incluidos o tioltransferase (glutarredoxina)
[EC 1.8.4.1], o proteina persulfureto isomerase [EC 5.3.4.1] e o sistema
tiorredoxina/tiorredoxina redutase.
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Tiol transferase (glutarredoxina)

Em 1955, Racker identificou um enzima citosélico em homogenatos de figado de
rato com a capacidade de reduzir ligagdes persulfureto. Estudos subsequentes associaram
esta actividade com o tioltransferase, uma proteina citosélica com cerca de 11 kDa
possuindo um centro activo caracteristico contendo um ditiol. Mais recentemente, foi
proposto que, devido a sua homologia estrutural, o tioltransferase e glutarredoxina eram
nomes alternativos para o mesmo enzima. A glutarredoxina (Grx) € uma proteina, que foi
descoberta em 1976 no E. coli e que possuia actividade de dador de atomos de hidrogénio
(dependente do GSH) para o ribonucledtido redutase. E comum usar o nome de sistema
da glutarredoxina colectivamente para o NADPH, glutationo redutase, GSH e
glutarredoxina. O sistema da glutarredoxina parece ser especifico para a redugdo de
proteinas S-glutatioladas e foi proposto que este sistema tem o principal papel in vivo nas
reacgoes de destiolacdo de proteinas [90].

Sistema tiorredoxina/tiorredoxina redutase

As tiorredoxinas (Trx) sdo pequenas proteinas (12 kDa) multifuncionais (Figura
24), com actividade de oxidoredutases existentes, quer em células de mamiferos, quer em
procariotas. As tiorredoxinas contém um ditiol no centro activo e, juntamente com o
tiorredoxina redutase (TrxR), catalisam a reducdo, dependente do NADPH, de
persulfuretos de diversas proteinas. Na presenca de uma proteina contendo ligagoes
persulfureto, o sistema da tiorredoxina (tiorredoxina, NADPH e tiorredoxina redutase)
catalisa as reaccoes:

Trx(SH)2 + proteina-S2 — Trx-S2 + proteina-(SH)2 (24)
Tiorredoxha
Trx-S2 + NADPH + H* — 8¢ 5 Try(SH), + NADP* (25)

Nos humanos existe uma tiorredoxina citosoélica (Trx1) e uma mitocondrial (Trx2).
Todas as tiorredoxinas que se conhecem possuem a mesma estrutura tridimensional
(“thioredoxin fold”) (Figura 25a). Esta consiste num cerne central de 5 folhas B rodeadas
por quatro hélices a, € uma sequéncia tipica no centro activo —Cys-Gly-Pro-Cys-, que esta
localizada no término de uma folha p (B2) e no inicio de uma longa hélice o (ver [91]) . O
residuo de cisteina N-terminal do centro activo tem um valor de pKa baixo’ actuando
como nucledfilo na reducdo dos persulfuretos das proteinas. O mecanismo envolve um
persulfureto misto transiente como intermediario e uma troca de tiol-persulfureto rapida
num ambiente hidréfobo. A reaccdo é reversivel e a tiorredoxina pode reduzir ou formar
persulfuretos dependendo do potencial redox do seu substrato. O baixo potencial redox da
tiorredoxina (-270 mV no caso da Trx de E. coli), assegura que a tiorredoxina reduzida
seja o principal redutor ditidlico no citosol (ver [91]). Entre os persulfuretos proteicos que
sdo alvos especificos da Trx incluem-se os enzimas ribonucleétido redutase e proteina
persulfureto isomerase e diversos factores de transcricao, incluindo o p53, NF-xB e o AP-1
(via Ref-1). A Trx também ¢é um dador de electrbes especifico para muitos
peroxirredoxinas (tiorredoxina peroxidases), enzimas que reduzem hidroperdxidos. A Trx
reduzida também inibe a apoptose através de uma ligagdo ao cinase regulador do sinal
apoptotico 1 (ASK-1), ligagdo esta que deixa de existir quando a Trx estd oxidada [91]
(Figura 24).

7 A cisteina tem um pKa de 8,35. No entanto, os residuos de cisteina nas proteinas podem ter valores de pka
bastante mais baixos devido ao ambiente electrostatico que os rodeiam. Assim, muitos residuos de cisteina estao
ionizados ao pH fisiolégico, sendo por isso muito mais reactivos.
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Figura 24. Funcg8es do sistema tiorredoxina/tiorredoxina redutase (adaptado de [92]).
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Figura 25. A superfamilia das tiorredoxinas [93]. Composi¢do estrutural de cinco proteinas
contendo um “thioredoxin fold”. (a) O enrolamento tioredoxina consiste em cerca de 80 residuos de
aminoacidos e envolve folhas B (B1-4) e hélices a (a1-3). Um motivo N-terminal Blalp2 esta ligado a
um motivo C-terminal B3p4a3 através de um loop de residuos contendo igualmente uma hélice a2. (b)
Comparacao estrutural de cinco proteinas demonstrando a presenca de enrolamentos tipo tiorredoxina
(a cinzento).

Existe uma grande superfamilia de proteinas que contém um ou mais dominios tipo
tiorredoxina. Tais proteinas contendo um enrolamento tipo tiorredoxina (“thioredoxin
fold”) existem em todos os organismos e podem ser agrupadas em pelo menos seis
classes: tiorredoxinas, glutarredoxinas, DsbA, proteina persulfureto isomerase, glutationo
transferases e glutationo peroxidases [94]. Embora a homologia de sequéncia entre estas
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seis classes de proteinas seja limitada e as suas fungdes ou actividades ndo sejam as
mesmas, existe uma semelhanga funcional comum a quatro dos seus membros. As
tiorredoxinas, glutarredoxinas, DsBA e proteina persulfureto isomerases sdo todas
proteinas com actividade redox contendo o motivo -Cys-Xaal-Xaa2-Cys- no centro activo
(em que Xaa representa qualquer dos 19 aminoacidos que ocorrem naturalmente com a
excepcao da cisteina). Além disso, as duas classes remanescentes, os glutationo
transferases e os glutationo peroxidases, embora ndao possuam o motivo —-Cys-Xaal-Xaa2-
Cys- no centro activo, partilham com as glutarredoxinas uma interacgao especifica com o
GSH.

Os tiorredoxina redutases de mamiferos sao uma familia de nucleétidos de piridina
persulfureto oxidoredutases contendo selénio, com identidade de sequéncia e também
mecanistica, incluindo um centro catalitico redox conservado -Cys-Val-Asn-Val-Gly-Cys-,
com os glutationo redutases [92]. Os TrxR catalisam a redugdo dependente do NADPH da
tiorredoxina e de outros compostos enddgenos (por exemplo, L-cistina) e exdgenos. Esta
baixa especificidade dos TRxR de mamiferos é devida a presenca de um segundo centro
activo redox C-terminal -Cys-SeCys-. A disponibilidade em selénio é um factor chave para
a regulagao da actividade do TrxR in vivo.

Proteina persulfureto isomerase (PDI)

O PDI é um membro da superfamilia da tiorredoxina. A sua estrutura inclui dois
centros activos redox contendo dois residuos de cisteina, localizados dentro de dominios
com uma elevada semelhanca de sequéncia com a tiorredoxina, separados por outros dois
dominios relacionados com a tiorredoxina, que ndo contém residuos de cisteina reactivos.
Nas células de mamiferos, e na levedura o PDI encontra-se no lume do reticulo
endoplasmatico, sendo uma proteina altamente abundante que pode constituir
aproximadamente 0,8% do total das proteinas celulares. No reticulo endoplasmatico, o
PDI catalisa as reaccdes de formacao, isomerizacao e redugao de persulfuretos, tendo
igualmente actividade de chaperone in vivo e in vitro [94]. As actividades de
oxidoredutase e isomerase do PDI, tal como na tiorredoxina, sdo devidas a reactividade
dos residuos de cisteina N-terminais em duas caixas semelhantes a tiorredoxina (-Cys-
Gly-His-Cys-), que se encontram dentro dos dominios a e a’ da proteina e que podem
funcionar independentemente uma da outra (Figura 26). O residuo de cisteina N-terminal
do primeiro centro activo do PDI tem um pKa de 4,5 e encontra-se parcialmente
estabilizado quer pelo grupo imidazole do residuo de histidina vizinho (dentro da
sequéncia Cys-Gly-His-Cys-) quer pelas cargas positivas que se encontram na zona N-
terminal de uma hélice o que existe logo depois do residuo de cisteina. Assim, a forma
persulfureto da proteina € muito menos estavel que o persulfureto correspondente da
tiorredoxina, o que se reflecte na funcdo oxidativa do PDI, em contraste com a fungao
redutora da tiorredoxina.
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Figura 26. Estruturas dos dominios do proteina persulfureto isomerase [94]. Os dominios estédo
indicados da seguinte forma: a e a’ (caixas cinzentas) sdo dominios redox activos com um
enrolamento tipo tiorredoxina, b and b” sdo dominios redox inactivos com um enrolamento tipo
tiorredoxina, e ¢ é um possivel local de ligagdo ao calcio. As posi¢cdes dos elementos da estrutura
secundéria sdo mostrados acima da estrutura dos dominios (os elementos em hélices o e em folhas f3
estdo representados por caixas e setas respectivamente). As barras horizontais abaixo da estrutura
dos dominios indicam possiveis locais de ligagdo a péptidos. Os nimeros abaixo das caixas indicam
os residuos de aminoéacidos correspondentes da proteina humana.
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A actividade redox do PDI depende do potencial redox do meio, que se reflecte na
razao [GSH]/[GSSG] do reticulo endoplasmatico que é ~ 2. Trabalhos recentes sugerem
gue equivalentes oxidantes podem entrar no reticulo através de transporte electrénico
envolvendo a proteina Erolp (Endoplasmic reticulum oxidizing 1 protein), resultando
possivelmente na oxidacdo directa do GSH ou das proteinas nascentes. Neste ultimo caso,
o principal papel do PDI seria o de isomerase e a actividade seria independente do GSSG.
Na realidade, o PDI catalisa preferencialmente a oxidacdo de proteinas através da
formacao de um persulfureto misto entre a proteina e o glutationo. O potencial redox do
PDI é cerca de +180 mV, muito mais oxidante que o da tiorredoxina [94].
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Figura 27. Possiveis mecanismos de formacgéo, reducdo e isomerizacéo de ligagcdes persulfureto
[94]. A formacdo de uma ligacdo persulfureto numa proteina substrato pode ser catalisada
directamente (a) ou indirectamente (b) pelo Erolp. O PDI também pode catalisar a reac¢édo (b). A
isomerizacdo de ligacdes persulfureto é catalisada pelo PDI usando que o persulfureto misto
proteina/GSH (b) quer qualquer outro persulfureto inter ou intramolecular (¢) como substrato. S- indica
o residuo N- terminal de cisteina mais reactivo (sob a forma de tiolato). De notar que a via de oxidacao
directa (a) seguida da via de isomerizacdo (c) obvia a necessidade de glutationo. A fonte de
equivalentes oxidantes para a regeneragdo da Erolp oxidada a partir da forma reduzida nédo é
conhecida.

Papel do par GSSG/2GSH na regulacao redox

Nas células, a energia é obtida através do movimento de electrdes de substratos
organicos oxidaveis para o dioxigénio, o que resulta num ambiente redutor nas células e
tecidos. Os pares redox nas células reagem ao fluxo de electrdes, ou seja, a mudancas no
ambiente redutor/oxidante. Alguns destes pares redox estdao ligados uns aos outros de
modo a formar um conjunto de pares relacionados. Outros conjuntos de pares podem ser
independentes uns dos outros caso as energias de activagao para as reacgdes sejam altas
e ndo existam sistemas enzimaticos para os ligar cineticamente. O ambiente redox celular
é um reflexo do estado destes pares [95].
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Historicamente o estado redox foi definido como a razdao das formas oxidada e
reduzida interconvertiveis de um par redox especifico. Por exemplo, Krebs [96], que no
final dos anos 60 se concentrou no par NAD*/NADH, definiu o estado redox do NADH
como a razao [NAD™ livre]/[NADH livre]. No entanto, esta definicdo ndo entra em conta
com o facto de que para se ter um conhecimento completo de alguns pares redox (por
exemplo, o par GSSG/2GSH) ser necessario conhecer concentragdes absolutas. Assim,
Schafer e Buettner [95] propuseram uma nova definicao de estado redox: O estado
redox de um par redox é definido pelo potencial de reducdo da meia célula e a
capacidade redutora desse par.

Nos ultimos anos, o termo estado redox tem sido utilizado, ndo apenas para
descrever o estado de um determinado par redox mas sim, de um modo mais geral, para
descrever o ambiente redox de uma célula. No entanto, é desadequado utilizar o termo
estado redox em sistemas que tém muitos pares redox interligados como as células e os
tecidos. Portanto, Schafer e Buettner [95] sugerem que se deve usar o termo ambiente
redox para estes sistemas, e definem ambiente redox de um conjunto de pares redox
interligados como o somatoério dos produtos do potencial de reducdo e da capacidade
redutora dos pares redox interligados presentes. Nesta definicdo, o potencial de reducgao
pode ser encarado como uma voltagem e a capacidade redutora serd a carga total
armazenada, ou seja, o numero total de electroes disponiveis. A capacidade redutora pode
ser estimada determinando a concentracdo da espécie reduzida num par redox, € o
potencial de reducdo pode ser estimado utilizando a equacdo de Nernst. Matematicamente
isto pode ser expresso pela equacgao [95]:

n(par)
Ambiente redox = ) "E; x[espécie reduzida] (26)
i=1

O potencial de redugao entre dois pares redox numa pilha electroquimica é dado
pela equacao de Nernst. Considerando-se dois pares redox:

aRed: + bOx2 =—2 cOxi + dRed: (27)
C d
_ [0x, ] [Redz]b (28)
[Redl]a [Oxz]
AE = a0 - RL ng (29)
nF

Na equacdo de Nernst (equacdo 29), AE® é a forca electromotriz em condicbes
padrao, R é a constante dos gases (8,314 J K''mol!), T é a temperatura (em Kelvin) e F é
a constante de Faraday (9,6485 x 10% C mol!) e o potencial é dado em Volt. Para uma
temperatura de 25°C (298,15 K) e convertendo o In em log, a equacdao de Nernst pode ser
escrita do seguinte modo:

AE = AEO -

22 jog Q (30)

O pH é um factor importante na equacdo de Nernst. O potencial a um dado pH
pode ser calculado a partir da equacgdo (31), em que E°’ é o potencial a pH 7 e AE/ApH ¢é a
mudanga em E se o pH aumenta 1 unidade sendo dependente do nimero de electrbes e
do namero de protdes envolvidos no processo.
Epn= E°" + ((pH-7,0) x (AE/ApH)) mV (31)

No caso do par GSSG/2GSH temos que, a 25°C:
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Eza= -240 + ((7,4-7,0) x (-59,1)) mV = -264 mV (32)
E73= -240 + ((7,3-7,0) x (-59,1)) mV = -258 mV (33)

Os trés pares redox presentes nas células mais importantes para a determinagao
do ambiente redox celular sao os sistemas do NADP*/NADPH, tiorredoxina (TrXox/TrXred) €
glutationo (GSSG/2GSH) [95]. Dentro destes trés sistemas, o sistema do glutationo é o
mais importante, uma vez que a concentracdo de glutationo é cerca de 500-1000 vezes
maior que as concentragdes de Trxrea € de NADPH e, portanto, as variagdes no tampao
GSSG/2GSH reflectem directamente as alteragdes no estado redox intracelular.

O NADPH é a principal fonte de electroes para a biossintese redutora. Como tal, é
uma fonte importante de electrdes para o glutationo, fornecendo-lhe dois electrbes ao ser
oxidado de NADPH a NADP*.

NADP* + 2e” + H* — NADPH E°'=-315 mV a 25°C, pH 7 (34)
Para este par o potencial de semipilha Enc € dado por.

Enc= -315 - (59,1/2) log ([NADPH]/[NADP*]) mV a 25°C, pH 7 (35)
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Figura 28. O potencial de reducéo de semipilha para o par NADP*/NADPH torna-se mais positivo
com o0 aumento da concentragdo de NADP* [95]. Os gréficos linear e logaritmico déo perspectivas
diferentes do comportamento deste par redox.

Tal como é demonstrado na Figura 28, o potencial de semipilha para o par
NADP*/NADPH é dependente da razdo das formas oxidadas e reduzidas. No entanto, é
independente das concentracdes de NADP* e de NADPH, bastando a sua razdo para
determinar o potencial. Nas células e tecidos a razdo [NADPH]/[NADP*] tende a ser
aproximadamente 100:1 [95].

O outro sistema redox importante nas células é o sistema da tiorredoxina e a
equacao de Nernst para o potencial de semipilha deste sistema é dada pela equacgao (38),
sendo que o valor de E°' para as diversas tiorredoxinas pode variar de -270 a -190 mV.

Enc= E©" - (59,1/2) log ([T(SH)2]/[TSS]) mV a 25°C, pH 7 (36)

O glutationo é considerado como sendo o principal tampdo redox tiol-persulfureto
nas células [87;95]. E frequente encontrar-se na literatura cientifica estimativas do
ambiente redox celular através de determinacGes da razdo [GSH]/[GSSG], o que é
conveniente pois uma vez que as unidades se dividem ndo se torna necessario determinar
as concentragdes absolutas. No entanto, contrariamente ao sistema NADP*/NADPH, as
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concentragdes absolutas dos componentes do par redox GSSG/2GSH tem um impacto no
potencial de reducao [95]. A reaccao de meia pilha para o par GSSG/2GSH é:

GSSG + 2H* + 2e” —» 2 GSH (37)

Assim, a equacdo de Nernst para o potencial de reducdao da semipilha GSSG/2GSH
terd a forma:

Enc= -240 - (59,1/2) log ([GSH]?/[GSSG]) mV a 25°C, pH 7 (38)
E importante notar que na equagao 38 a concentracdo de GSH entra como um
termo ao quadrado, o que significa que o potencial de reducdo é dependente, ndo sé da

razao [GSH]/[GSSG] como, também, da concentracdo absoluta de GSH (ver Figura 29), a
qual contribui para o tamponamento do ambiente redox celular.

100 ¢
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Figura 29. O potencial de reducdo da semipilha GSSG/2GSH é dependente tanto da razéo
[GSH]/[GSSG] como da concentracdo de GSH [95]. As concentracbes de GSH 1, 3 e 10 mM
representam concentragdes iniciais de GSH antes de haver qualquer oxidacdo. Por exemplo, se para a
concentracdo de GSH = 3 mM, 10% do GSH est4 oxidado, entdo [GSH]=2,7 mM e [GSSG]=0,3 mM.
Este grafico demonstra que para razfes idénticas [GSH]/[GSSG] se obtém diferentes potenciais de
reducdo quando a concentragdo de GSH muda. Por exemplo, se 1% do GSH se oxidar a GSSG,
obtém-se E=-250 mV ou E=-220 mV para uma concentragdo inicial de GSH de 10 mM ou 1 mM
respectivamente.

Os trés sistemas redox NADP+/NADPH, GSSG/2GSH e TrXox/TrXred N30 S&0
sistemas isolados. Tanto o sistema da Trx como o sistema do GSH usam o NADPH como
fonte de equivalentes redutores e, portanto, estdo ligados termodinamicamente uns aos
outros [95]. Assim, o ambiente celular das células e tecidos é influenciado pelos potenciais
de semipilha destes pares redox interligados (Figura 30). Na Figura 30 demonstra-se
claramente porque é que o NADPH é a forca condutora termodinamica para os sistemas do
GSH e da tiorredoxina.

Quando se aplica a definicdo de ambiente redox dada anteriormente torna-se
perceptivel porque é que o sistema do glutationo é o principal tampao redox das células.
Se 0 GSH e o NADPH sao a principal fonte de equivalentes redutores para a determinagao
do ambiente redox, entdo, assumindo que numa célula tipica a [GSH] =~ 5 mM, Enc
(GSSG/2GSH)=-240 mV e [NADPH] ~ 0,1 mM e Enc (NADP*/NADPH)=-370 mV [95] entdo,
a partir da equacdo 26 tem-se que o ambiente redox é dado por:

Ambiente redox = (5 mM x =240 mV) + (0,1 mM x =370 mV)
= (-1200) + (-40) mV mM = -1240 mV mM

Assim, pode-se ver claramente que a principal contribuicdao para o ambiente redox
celular é dada pelo par GSSG/2GSH.
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Figura 30. O par NADP*/NADPH fornece os equivalentes redutores necessarios para 0s
sistemas da tiorredoxina e do GSH [95]. Para o par NADP*/NADPH ser uma fonte eficiente de
equivalentes redutores para o sistema do GSH estes dois sistemas ndo deverdo estar em equilibrio.
Isto acontece porque numa célula o potencial do par NADP*/NADPH é da ordem dos —-375 mV
enquanto que o do par GSH/GSSG € da ordem dos —240 mV. Assim, estes dois pares redox que estdo
ligados pelo enzima GSSG redutase parecem estar deslocados do equilibrio por um factor de 1000 ou
mesmo superior.

Conjugacao do GSH

Os organismos vivos sdo expostos a muitos compostos quimicos sintéticos ou
ocorrendo na natureza presentes, quer no ambiente, quer nos alimentos os quais sao
potencialmente toxicos. Estes xenobidticos sdo frequentemente tdoxicos ou mesmo
carcinogéneos e, a capacidade de sobreviver a ameaca causada por estes compostos
enddégenos e/ou xenobidticos representa provavelmente uma adaptacdo bioldgica
fundamental para a sobrevivéncia dos organismos.

As células possuem um conjunto de enzimas capazes de catalisar a metabolizagdo
de um grande conjunto de diferentes estruturas quimicas e grupos funcionais. A
desintoxicacdo enzimatica dos xenobioticos foi dividida em trés fases distintas que actuam
de um modo coordenado [97]. Nas fases I e II ha uma conversdo de um Xxenobidtico
hidréfobo ndo polar numa forma mais hidroéfila e, eventualmente, menos téxica que depois
pode ser eliminada mais facilmente pelas células. A fase I é catalisada sobretudo pelo
sistema do citocromo P450, sendo as reaccbes de oxidacdo dos xenobidticos as mais
frequentes. Os enzimas da fase II catalisam a conjugacdo de xenobidticos activados com
um substrato solivel em &gua como o GSH, UDP-acido glucurdnico ou glicina.
Quantitativamente a conjugacao com o GSH, que é catalisada pelos GSH S-transferases
(GSTs) é a principal reaccdo da fase II em muitas espécies [97]. Na fase III ha a
eliminagdo dos conjugados formados na fase II. A libertagdao dos conjugados do glutationo
pelas células é um processo dependente do ATP mediado por glicoproteinas integrais de
membrana pertencentes a familia da proteina de resisténcia a multifarmacos (MDR -
Multidrug Resistance Protein) [98].

[ ENTRADA }
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Figura 31. Transporte e desintoxicacdo de substancias endbégenas, farmacos e carcinogéneos
(adaptado de [98]). Os conjugados com o glutationo, glucuronato ou sulfato sdo exportados das
células por membros da familia das MRPs.

Via dos acidos mercapturicos

O estudo dos processos de desintoxicacdo de xenobidticos em que o GSH estd
envolvido, foi iniciado em 1879 quando Baumann e Preusse e também Gaffe, mostraram
que a administracdo de mono-halogenobenzenos a cdes levava a excregdo na urina de
complexos instaveis contendo residuos de acetilocisteina, os quais, apds tratamento com
acido, formavam acidos mercapturicos (compostos contendo residuos de N-acetilo-L-
cisteina) (ver [38]). Em 1959, Barnes et al. propuseram que a primeira etapa na formagao
dos acidos mercapturicos era a formacdao no figado de um S-conjugado do xenobidtico
com o glutationo. No mesmo ano, Bray et al. demonstraram a catdlise pelo y-glutamilo
transferase da formagdao de um S-conjugado do xenobidtico com a CysGly. Este é entdo
hidrolisado libertando-se glicina e um S-conjugado de cisteina através de uma reacgao
catalisada por dipeptidases. Em 1961, Booth et al. demonstraram a existéncia no
sobrenadante de homogenato de figado de rato, de um enzima que catalisava a
conjugacdo do glutationo com alguns xenobidticos, incluindo alguns que sdo
metabolizados a acidos mercapturicos. Este enzima, a que foi dado na época o nome de
GSH S-arilotransferase, era especifico para o GSH, mas aceitava como substratos uma
grande variedade de outros compostos. Com a demonstracdo da ocorréncia in vivo da
reaccdo final da biossintese dos acidos mercapturicos, a acetilagdo do derivado de
cisteina, completou-se o conhecimento sobre a sequéncia total das reacgdes de formacao
dos acidos mercapturicos (Figura 32).
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Figura 32. Via dos &cidos mercapturicos. RX, aceitador electrdfilo.

Transporte inter-orgidos e metabolismo dos GSH S-
conjugados

Embora a conjugacao do GSH com electréfilos para formar GSH S-conjugados seja
sobretudo feita no figado pela accdo dos GSH S-transferases, a sua posterior
biotransformacdao a metabolitos que sao, quer excretados, quer convertidos em
intermediarios reactivos téxicos, ocorre igualmente noutros érgaos [99-101]. Este modelo
inter-orgdos surgiu sobretudo a partir de estudos da biossintese de acidos mercapturicos
no rato e no murganho (Figura 33). Nestas espécies, a actividade do y-glutamilo
transferase no figado é muito baixa quando comparada com o rim e portanto este enzima
tem um papel secundario na formacdo de acidos mercapturicos. No entanto, noutras
espécies em que a actividade do y-glutamilo transferase hepatico é bastante superior,
como, por exemplo, o cobaio, o porco e o homem, a sintese intra-hepatica de acidos
mercapturicos é bastante mais importante.

Como referido anteriormente, os conjugados do GSH sintetizados no figado sao
excretados preferencialmente para a bilis, embora também possam ser transportados para
o plasma, desde que a formacdo de conjugados seja muito elevada. Apds a secrecdo na
bilis, os GSH S-conjugados, ou sdo transportados intactos para o intestino delgado, ou
entdo sdo degradados pela accdo sequencial do y-GT e cisteiniloglicina dipeptidase ou
aminopeptidases M, que se encontram presentes na membrana luminal do epitélio biliar e
na membrana canalicular dos hepatécitos [102], formando-se cisteina S-conjugados. Os
cisteina S-conjugados também se formam a partir dos GSH S-conjugados no epitélio do
intestino delgado.

Uma vez que o intestino delgado tem uma baixa actividade de N-acetilacdo, a
formacdo de acidos mercapturicos a partir de S-conjugados da cisteina neste 6rgdo nédo é
significativa. Quando formados, estes sao excretados nas fezes. A via mais importante de
metabolizacdo parece ser a entrada dos S-conjugados da cisteina na circulagdo entero-
hepatica ou, entdo, a sua translocacdo para os rins, onde podem ser N-acetilados para
formar os dacidos mercapturicos correspondentes através da reaccdo catalisada pelo
cisteina S-conjugado N-acetilotransferase [E.C. 2.3.2.80]. Alternativamente, os cisteina S-
conjugados podem ser metabolizados pela microflora intestinal. Neste ultimo caso, os
acidos mercaptlricos podem ser excretados nas fezes. Com efeito, as bactérias do
intestino possuem o enzima conjugado de cisteina B-liase [EC 4.4.1.13] [103] que catalisa
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a quebra de ligagbes C-S de alguns conjugados de cisteina para produzir um tiol através
da reacgao [104]:

Cys-R — R-SH + piruvato + NH3 (39)

O metabolito tidlico pode ser excretado como tal, convertido num derivado
metilotidlico através de uma reacgdo catalisada pelo enzima tiol S-metilotransferase [EC
2.1.1.9] ou conjugado com o acido glucurénico para formar S-glucorénidos [104]. Os
derivados metilotidlicos podem ser oxidados a sulféxidos ou sulfonas antes de serem
excretados nas fezes e na urina [104].
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Figura 33. Transporte inter-6rgdos e metabolismo dos GSH S-conjugados (adaptado de [101]).
R-X, por exemplo haletos de alquilo ou arilo; GS-R, GSH S-conjugado; Cys-R, cisteina S-conjugado;
NAcCys-R, acido mercaptdrico.

GSH S-transferases

Os GSH S-transferases [EC 2.3.1.18] sao enzimas que catalisam reacgdes entre

compostos electrofilos (RX) e o glutationo, formando-se como produto um conjugado com
o GSH.

GSH + RX — GS-R + HX (40)
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Segundo esta definicdo, os GSH S-transferases (GST) podem utilizar como

substrato qualquer composto electrofilo, desde que este possua um atomo
suficientemente electronegativo, seja ele de carbono, enxofre, azoto ou oxigénio. O
conjunto de compostos contendo centros electréfilos substratos dos GST é extremamente
grande e inclui, por exemplo, compostos carcinogéneos e metabolitos carcinogéneos como
a aflatoxina Bi e o benzo[a]pireno, pesticidas como o DDT, e farmacos utilizados na
quimioterapia contra o cancro como o 1,3-bis-(2-cloroetilo)-1-nitrosoureia (BCNU) e o
melphalan (Figura 34). Nestas reaccdes, o GSH encontra-se sob a forma de anido tiolato
(GS-), actuando, portanto, como nucledfilo. E de notar que muitas destas reaccdes de
conjugacao também ocorrem espontaneamente e que uma das funcdes dos GST é a
promocdo da activagdo do GSH através da formacdo do anido tiolato, baixando o pKa do
grupo sulfidrilo do GSH para um valor entre 6 e 7, quando este se encontra ligado ao
centro activo dos GST [97].
! Alguns dos GST também catalisam a reducdo de certos hidroperdxidos pelo GSH,
formando-se o hidroxiacido respectivo e GSSG, sendo este tipo de actividade enzimatica
conhecida por peroxidase do GSH nao dependente do selénio. Este tipo de reaccgdo
representa um ataque nucledfilo do GSH a um atomo de oxigénio electréfilo e pensa-se
gue a reaccdo envolve dois passos, sendo apenas um deles catalitico, formando-se como
intermediario o acido sulfénico do glutationo:

ROOH + GS™ 4+ H*—231 5 ROH + [GSOH] (41)
[GSOH] + GS- + H+ —nfeenamitica , o553 + H,0 (42)

Os GSH S-transferases sdo, na sua maior parte, enzimas citosélicos, embora se
tenha identificado um GSH S-transferase ligado a membrana, conhecido como GSH
S-transferase microssomal, que se encontra presente no reticulo endoplasmatico, na
membrana mitocondrial externa e na membrana plasmatica. Recentemente foram
detectados dois GST na matriz mitocondrial e um GST no nucleo.

Os GSH S-transferases citosdlicos tem todos em comum o facto de serem dimeros
com subunidades com uma massa molecular de aproximadamente 25 kDa. No rato, o
animal que se encontra melhor estudado, foram caracterizadas pelo menos 13
subunidades (Tabela 9). Cada uma das subunidades tem um centro activo composto de
duas regides funcionais distintas, um local G hidrofilo que se liga ao GSH e um local H
adjacente hidrofobo que se liga a uma enorme variedade de electréfilos [105]. Com base
nas diferengas de estrutura entre os diversos isoenzimas os GST foram divididos em
diversas classes. Nos vertebrados estdo descritas 7 classes de GST citosolicos: «, W, k, =,
o, © € {. Ndo existem critérios claramente estabelecidos para a extensdo de semelhanga
necessaria para colocar um GST numa determinada classe. E geralmente aceite que os
GST que possuem mais de 40% de identidade sdo incluidos na mesma classe, e que
aqueles que possuem menos de 30% de identidade sdo incluidos em classes diferentes
[106]. Para esta divisdo em classes tem sido posta em destaque a estrutura primaria na
regiao N-terminal, quer porque dentro das classes esta regido tende a ser mais
conservada que as outras, quer porque contem uma parte importante do centro activo, ou
seja um residuo de tirosina, serina ou cisteina que interage com o grupo SH do GSH de
modo a baixar o seu pKa. Todavia deverd ter-se em atencdo que este critério de
identidade é arbitrario e que é dificil a classificacdo de GST que tem uma homologia
limitada com enzimas das classes alfa, mu, pi, sigma e teta. Em particular, a definicdao de
GST da classe sigma e teta é imprecisa e devera ser usada com cuidado para enzimas ndo
presentes em mamiferos. De qualquer modo, a hipétese de que as classes representam
diferentes familias de GST é suportada pelo facto dos seus genes possuirem estruturas
distintas e de estarem localizados em diferentes cromossomas [97].
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Figura 34. Exemplos de alguns dos substratos dos GST.

Como é tipico para as familias multigénicas de enzimas, a nomenclatura para os
GSTs tornou-se apds alguns anos de investigacdo na area extremamente confusa devido a
auséncia de uma terminologia universalmente aceite (Tabela 9 e Tabela 10). Em 1992 foi
proposta uma nomenclatura para os GST humanos [107] que foi posteriormente alargada
para outras espécies. Esta nomenclatura identifica cada GST por espécie usando letras
minuUsculas antes do “GST” (h para humano, r para rato, etc) seguida de uma letra
maiulscula identificando a classe (A, K, M, P, S, T, Z), depois um nUumero denotando a
subfamilia (1,2,3,...) € em alguns casos uma letra mindscula para indicar as variantes
alélicas do mesmo gene (a, b, c,...).

Os GSH S-transferases estdo presentes em grandes quantidades, representando
normalmente cerca de 10% da proteina total do figado de rato e, quando induzidos, cerca
de 20% da proteina total do figado de rato. Os GSH S-transferases citosdlicos foram
encontrados em todos os tecidos de mamiferos testados, assim como em insectos,
protozoarios, algas, fungos mas nas bactérias apenas foram encontrados os enzimas da
familia 0.
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Tabela 9. Diferentes nomenclaturas usadas na literatura para os GSH S-transferases
citosélicos do rato (adaptado de [108]). A nomenclatura actualmente aceite, proposta por Mannervik
et al. [107], foi inicialmente proposta para os GSH S-transferases de humanos. Esta nomenclatura
baseia-se nas classes, a qual esta indicada por uma letra mailscula e o prefixo em letra pequena
indica a espécie de onde se isolou 0os GST. 2 Bass et al. (1977) Biochim. Biophys. Acta, 492, 163-175;
bJakoby et al. (1984) Biochem. Pharmacol., 33, 2539-2540; ¢ Mannervik e Jenson (1982) J. Biol.

Chem., 257, 9909-9912.

Classe Nomenclatura Subunidade? Nomenclatura Nomenclatura
de Mannervik et de Jakoby et al. de Mannervik e Nome
al. (1992) (1984)° Jensson (1982)¢ original
o rGSTA1-1 YaiYa: 1a-14 L2 Ligandina
o rGSTA2-2 YazxYaz 1b-1b L> Ligandina
o rGSTA1-3 YaiYc: 1-2 BL B
o rGSTA3-3 YciYc 2-2 B2 AA
7] rGSTM1-1 Yb1Yb: 3-3 Az A
1] rGSTM1-2 Yb1Yb2 3-4 AC C
1] rGSTM2-2 Yb2Yb2 4-4 Cz D
0 rGSTT1-1 — 5-5 — E
1] rGSTM3-3 YbsYbs 6-6 — —
T rGSTP1-1 YpYp 7-7 — P
a rGSTA4-4 YkYk 8-8 — K
1] rGSTM5-5 Ynz Yn2 9-9 —
o rGSTA5-5 Ycz Ycz 10-10 —
1] rGSTM6-6 YoYo 11-11 —
0 rGSTT2-2 YrsYrs 12-12 M
0 rGSTT3-3 — 13-13 Mitocondrial

Tabela 10- Diferentes homenclaturas usadas na literatura para os GSH S-transferases humanos
(adaptado de [108]). Nas colunas correspondentes as nomenclaturas alternativas cada coluna
representa a nomenclatura usada num dado laboratério. Para detalhes ver [108]. LTC4S= Leucotrieno

C4 sintase

Classe Isoenzima

Nomenclatura alternativa

hGSTA1-1
hGSTA1-2
hGSTA2-2
hGSTA3-3
hGSTA4-4
GST9.9

GST o
hGSTM1a-1a
hGSTM1a-1b
hGSTM1b-1b
hGSTM1b-2
hGSTM2-2
hGSTM2-3
hGSTM3-3
hGSTM4-4
hGSTM5-5
hGSTP1-1
hGSTT1-1
hGSTT2-2
Microssomal
LTC4S

|CDCD?—]'C'C'C'C'C'C'C'C'CQQQQQQQ

GST 5.8

()

B1B1
BiB2
B2B:2

€

-y

Olx Olx

QyQy

Pele 9.9
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Embora geralmente se assuma que o principal papel bioldgico dos GSH
S-transferases é a desintoxicacdo de xenobidticos electrdfilos, actualmente esta a dar-se
mais atengdo aos possiveis substratos electroéfilos enddégenos destes enzimas. Entre os
compostos enddgenos que sdo substratos dos GSH S-transferases encontram-se diversos
hidroperdxidos. Os 4-hidroxialquenais, sobretudo o 4-hidroxinonenal, que é um dos
produtos da peroxidacao lipidica, sdo dos melhores substratos enddgenos encontrados
para os GSH S-transferases, nomeadamente para o GSH S-transferase 8-8 (rGSTA4-4).
Nos leucdcitos, o acido araquiddnico é oxidado numa reacgdo catalisada pelo lipoxigenase
formando-se o epdxido leucotrieno A4 que é metabolizado através da formacgdo de um
conjugado com o GSH, o leucotrieno Cs4. No seu local de formagdo, o leucotrieno A4 é
provavelmente substrato do GSH S-transferase microssomal, mas os enzimas sollUveis
também o usam como substrato in vitro.

ABREVIATURAS

IL-1 - Interleucina-1
NF-xB - Factor nuclear «xB
TNF - Factor de necrose tumoral
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