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BIOCHEMISTRY AND CYTOTOXICITY OF o-AMINOKETONES. o-Aminoketones are expected to undergo enolization and
subsequent aerobic oxidation yielding oxyradicals and highly toxic a-oxoaldehydes. Our interest has been focused on two

endogenous a-aminoketones: 5-aminolevulinic acid (ALA) and aminoacetone (AA), accumulated in porphyrias and diabetes mellitus,

respectively, and recently implicated as contributing sources of oxyradicals in these diseases. The final oxidation product of ALA,

4,5-dioxovaleric acid (DOVA), is able to alkylate DNA guanine moieties and expected to promote protein cross-linking.

Methylglyoxal (MG), the final oxidation product of AA, is also highly cytotoxic and able to aggregate protein molecules. This

review covers chemical and biochemical aspects of these o-aminoketones and their putative roles in the oxidative stress associated

with porphyric disorders and diabetes.

Keywords: 5-aminolevulinic acid; aminoacetone; hexosamines.

INTRODUCAO

o-Aminocetonas distinguem-se de outras aminas primadrias, en-
tre outras caracteristicas, pela propriedade de sofrer rdpida enolizagido
em pH fisiolégico e, em meio aerado, subseqiiente oxidacdo por oxi-
génio molecular, formando espécies reativas de oxigénio (EROs),
tais como oxi-radicais, peréxido de hidrogénio e o-oxoaldeidos. A
literatura bioquimica e médica das trés ultimas décadas acentua os
papéis cruciais que EROs desempenham no metabolismo celular,
como mediadores ou sinalisadores quimicos de uma pletora de pro-
cessos normais e deletérios'. Dai a importancia de se desvelar o pa-
pel pré-oxidante das o-aminocetonas nas células.

A quimica de aminocetonas endégenas comecou a interessar
nosso grupo de pesquisa hd vinte anos, quando foi iniciado o estu-
do do mecanismo de oxidagdo aerébica do dcido 5-aminolevulinico
(ALA) catalisada por ferro’>. O ALA ¢ o primeiro metabdlito da via
biossintética do grupo heme e estd acumulado no sangue e outros
tecidos (principalmente figado e cérebro) de portadores de porfirias
hereditdrias (ex., porfiria aguda intermitente e tirosinemia) e
porfirias adquiridas (ex., saturnismo), sendo reconhecidamente
indutor de sérios danos hepaticos e neuroldgicos a portadores des-
tas doencas. O dcido 4,5-dioxovalérico (DOVA), produto final da
oxidagdo do ALA (Esquema 1), deve ter importante atividade
genotdxica, pois € capaz de formar adutos ciclicos em sua reacdo
com residuos de adenina e guanina de DNA®.

Outra aminocetona estudada nos anos recentes por Bechara e
colaboradores € a aminoacetona (AA)*’, um catabdlito de treonina
e glicina que se acumula em sindromes como o cri-du-chat® e a
treoninemia’, doencas caracterizadas por um alto nivel de treonina
circulante. Recentemente AA tem sido também apontada, junto
com triose fosfatos e acetona, como fonte endégena de metilglioxal
(MG) em diabetes mellitus® (Esquema 1). Metilglioxal é um po-
tente agente de modificagdo de proteinas e DNA e estd acumulado
principalmente em tecidos susceptiveis a lesdes observadas no di-
abetes: retina, rins e nervos®. A descoberta da produ¢io endégena
de AA por bactérias e mamiferos ocorreu na mesma época em que
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Esquema 1. Reagdo de biossintese de aminoacetona (AA) e dcido 5-
aminolevulinico (ALA) e subsequente oxidagdo a a-oxoaldeidos

despontou crescente interesse por aminocetonas, iniciado com a
descoberta do ALA e com a determinacgio de sua fun¢do bioldgica
principal: a biossintese do grupo heme, formador de clorofila,
hemoglobina, citocromos e varias outras hemeproteinas. No final
da década de 50, foi demonstrado por Gibson e colaboradores’ que
particulas isoladas de reticuldcitos de galinhas eram capazes de
sintetizar ALA, a partir de succinil-CoA e glicina, e AA, a partir de
acetil-CoA e glicina. A reacdo de sintese de ALA e AA ¢, portanto,
essencialmente a mesma (Esquema 1).

As o-hexosaminas também pertencem a classe das o-
aminocetonas enddgenas e sdo os andlogos estruturais das hexoses,
em que o grupo 2-hidroxila foi substituido por um grupo amino.
Sua oxidac@o aerébica também produz a-oxoaldeidos'. Recente-
mente, as o-hexosaminas tém sido relacionadas com o controle
metabdlico da secre¢do da leptina, proteina sinalizadora de sacie-
dade, e com um possivel papel de “sensores” nutricionais!'!'2.

Na primeira metade do século passado®, Szent-Gyorgyi ja ha-
via ressaltado as propriedades estruturais e reacionais de compos-
tos oi-dicarbonilicos, que os tornariam metabdlitos protagonistas
de processos deletérios a organismos vivos, particularmente o en-
velhecimento®'®. A formagdo de bases de Schiff entre cada um dos
grupos carbonila do composto o-dicarbonilico e do grupo amino
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de proteinas levaria a agregacdo e desnaturacdo delas através de
ligagdes cruzadas (Prot-N=CR-CR=N-Prot). Outra importante
consequéncia bioldgica da reagdo de Schiff entre metabdlitos o.-
dicarbonilicos e proteinas sdo os adutos fluorescentes denomina-
dos Produtos Finais de Glicacdo Avancada (AGE, de “Advanced
Glycation End-products”) ou produtos de Maillard, tais como a
pentosidina'. A pentosidina é um tipo de AGE, formado através de
ligacdes cruzadas entre residuos de lisina, arginina e o o-dioxoal-
deido de pentoses (Figura 1). Os AGEs sdo conhecidos por sua
capacidade de se ligarem a receptores celulares especificos, po-
dendo dar inicio a uma série de eventos distintos, entre eles a inducio
de citocinas e fatores de crescimento'>'®, o estabelecimento de
estresse oxidativo'” e a regulagdo da adesdo celular's".
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Figura 1. Estrutura da pentosidina. Produto final de glicagdo avangada (AGE)
entre a pentose e residuos de lisina e arginina de proteinas

Nesta revis@o, discutiremos os seguintes aspectos da bioqui-
mica e agdo citotxica de o-aminocetonas: metabolismo do 4cido
S-aminolevulinico, aminoacetona e hexosaminas; conexdes entre
estes metabolitos e as porfirias, diabetes, cri-du-chat e estresse
oxidativo e mecanismos de oxidacdo ndo-enzimadtica destes
metabdlitos, com geragdo de espécies reativas de oxigénio.

METABOLISMO DO ACIDO 5-AMINOLEVULINICO (ALA)

As porfirias, hereditdrias ou adquiridas, s3o um grupo de de-
sordens associadas a insuficiéncia ou inibi¢do enzimdtica da via
biossintética do grupo heme (Esquema 2), levando ao actimulo de
ALA (formado na primeira etapa da rota) nos tecidos e a excregao
urindria deste excesso. Tradicionalmente, as porfirias tém sido agru-
padas em tipos eritropoiéticos e hepaticos, dependendo se a produ-
cdo excessiva dos intermedidrios se realiza primariamente na me-
dula éssea ou no figado, respectivamente, sendo que as porfirias
com sintomas neuroviscerais sdo comumente chamadas de
“porfirias agudas”.

No grupo das porfirias hereditérias, incluem-se a porfiria agu-
da intermitente (PAI), atribuida a biossintese deficiente da
porfobilinogénio (PBG) desaminase®, e a tirosinemia hereditéria,
resultante de forte inibi¢cdo competitiva da ALA desidratase por
succinilacetona (k; = 0,03 uM). Em ambos os casos o resultado € o
aumento da concentragdo tecidual de ALA. A succinilacetona, por
sua vez, ¢ acumulada como conseqiiéncia de biossintese deficiente
da fumarilacetoacetato hidrolase durante o catabolismo de tirosina*'.
No grupo das porfirias adquiridas, destaca-se a intoxicacdo por
chumbo (saturnismo), com efeitos bioquimicos e bioldgicos multi-
fatoriais, atribuido primariamente a inibi¢do da ALA desidratase
por Pb* 2. Sabe-se hd muito tempo que o acimulo de ALA e PBG
em fluidos celulares e em tecidos estd diretamente relacionado com
o quadro clinico da PAT??*. Muitos danos ao sistema nervoso peri-
férico e central t€m sido observados, incluindo desmielinizagdo e
vacuoliza¢do de neurdnios??. A alta incidéncia de cancer primdrio
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Esquema 2. Rota biossintética do grupo heme

de figado em PAI e tirosinemia hereditdria tem sido associada com
a frequéncia de ataques agudos nos pacientes, quando os niveis de
ALA plasmitico atingem aproximadamente 100 vezes o valor nor-
mal (~ 0,26 uM)**-!. Esta observacdo tem sido associada ao po-
tencial carcinogénico do ALA.

Bechara e colaboradores demonstraram in vitro que ALA sofre
enolizacdo e subseqiiente autoxidagdo mediada por superéxido com
produgdo de H,0, e, conseqiientemente, geragdo de radicais HO®
via reagdo de Fenton ou reacdo de Haber-Weiss na presenca de
fons de ferro®. Reagdes de autoxidagdo de compostos o-hidroxi-
carbonilicos (ex., diidroxiacetona® e glicose®), analogamente 2
autoxidac@o de polifendis (ex., dcido homogentisico®) e amino-
fendis (ex., divicina®), também possuem como etapa limitante da
velocidade a enoliza¢do do substrato, ou seja, sdo os endis corres-
pondentes que, de fato, sofrem a oxidagdo. Ao longo da tdltima
década, Bechara e colaboradores mostraram tanto in vitro como in
vivo que o ALA € de fato capaz de gerar EROs e DOVA, os quais
sdo capazes de oxidar vdrias biomoléculas e estruturas bioldgicas
supramoleculares, tais como sinaptosomas e mitocondrias. Os re-
sultados descritos alicer¢am a seguinte proposta mecanistica para
explicar o potencial biolégico pré-oxidante de ALA (Esquema 3):
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Ap6s enolizagdo, ALA sofre reacdio de oxidacdo por oxigénio
com formagao do radical enoil ALA’, enquanto oxigénio € reduzi-
do a anion radical superdxido, O,". Tanto O, quanto ALA" podem
propagar a cadeia de reacdo. A oxidag¢do de ALA" produz a imina
de ALA (ALA, . ) que, apds hidrdlise, produz DOVA e NH,* em
quantidades estequiométricas em relagdo ao O, consumido, enquan-
to O, pode sofrer dismutacdo ou reducdo a H)O,’.

O 4cido 4,5-dioxavalérico (DOVA) € o produto final de oxida-
¢do do ALA e também estd acumulado em porfirias. O DOVA pode
promover alquilacdo de bases de DNA assim como outros deriva-
dos carbonilicos, tais como malondialdeido, acetaldeido e metil-
glioxal. Assim, Douki e colaboradores®*, trabalhando tanto com
nucleosideos quanto com DNA isolado, provaram que DOVA atua
como um eficiente agente alquilante de residuos de guanina do
DNA. Foi sugerido que a primeira etapa da alquilacio do DNA
envolve a formagdo de uma base de Schiff entre 0 amino grupo N,
da 2’-deoxoguanosina (dGuO) e a carbonila do DOVA.

Demonstrou-se que a oxidagdo de ALA ¢ particularmente im-
portante em cérebro, musculos e figado de portadores de porfirias.
As EROs produzidas durante oxidacdo aerébica de ALA mostra-
ram-se efetivas para (Figura 2)>3%30:

1. in vitro, lesar tanto proteinas quanto liposomos, mitocondrias,
sinaptosomas ¢ DNA, além de provocar liberagido de ferro de
ferritina e ativar a proteina reguladora de ferro IRP-1;

2. em ratos injetados com ALA ou com o éster metilico da
succinilacetona (SAME, um forte inibidor da ALA desidratase),
mobilizar ferro para o figado e para o cérebro, degradar
mitocondrias de figado e dos muisculos séleus e gastrocnemius,
peroxidar membranas de varios tecidos, lesar receptores
gabaérgicos e induzir a biossintese de enzimas anti-oxidantes
(superdxido dismutase e glutationa peroxidase) e

3. em pacientes de PAI tratados ou ndo com hemina, e trabalha-
dores da inddstria intoxicados por chumbo, induzir peroxidagao
lipidica e indugdo da biossintese daquelas enzimas anti-
oxidantes como resposta adaptativa de protecao.
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Figura 2. Danos oxidativos a biomoléculas e células promovidos por ALA

Neste contexto, € aparentemente paradoxal o uso recente de
ALA em terapia fotodinamica (PDT, de “photodynamic therapy”)
como gerador endégeno de porfirinas (fotossensibilizadores). A PDT
¢ atualmente um tratamento de escolha contra o céncer, Gnico ou
coadjuvante da abordagem quimioterdpica, cirtrgica ou radioldgi-
ca. Baseia-se na interagdo entre luz, oxigénio molecular e um
fotossensibilizador — a¢do fotodindmica — com a formacdo de oxi-
génio singlete e radicais livres citotoxicos capazes de destruir cé-
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lulas tumorais®'. A PDT baseada na administra¢do do ALA mostra-
se promissora principalmente no tratamento de desordens
dermatoldgicas, tais como cancer de pele ndo-melandmico, psoriase
e acne™>%, Porém, apesar da eficdcia do ALA e seus ésteres na PDT
e de seu uso estar cada vez mais difundido, ha efeitos secunddrios
e indesejdveis desta terapia sobre células sadias™. Estes efeitos
incluem disfungdes hepaticas, que t€m sido explicadas por varios
grupos de pesquisa® através do mecanismo de oxidagdo aerdébica
de ALA proposto por Bechara e colaboradores?.

Mais detalhes sobre aspectos quimicos, bioquimicos e médi-
cos das porfirias sdo oferecidos pela revisdo completa publicada
por Onuki e colaboradores®.

METABOLISMO DA AMINOACETONA (AA)

Elliott® foi o primeiro a demonstrar que suspensoes de células
de Staphylococcus aureus eram capazes de metabolizar treonina com
a conseqiiente producio de AA, caracterizada por métodos de
cromatografia em papel. Esta bactéria também foi capaz de
metabolizar glicina com a formagdo de AA, o que levou Elliott*®* a
propor dois mecanismos distintos de formag¢do de AA por
Staphylococcus aureus. Nestes trabalhos, foram identificadas trés
enzimas que catalisam a degradagio de treonina: (i) treonina
desidratase, formadora de 2-oxobutirato e NH,*; (ii) treonina aldolase,
produtora de acetaldeido e glicina e (iii) treonina desidrogenase, fonte
de 2-amino-3-oxobutirato®®* sendo apenas a ultima de origem
mitocondrial. Bird e Nunn® estimaram que as atividades destas trés
enzimas-chave, no figado de ratos alimentados, normalmente mobi-
lizam 10, 3 e 87%, respectivamente, da treonina hepatica.

Boylan e Dekker®, em 1981, foram os primeiros a purificar a
treonina desidrogenase, dando novo impulso aos estudos desta rota
metabdlica. Tressel e colaboradores® demonstraram que a treonina
desidrogenase estd associada fisicamente a outra enzima, a
aminoacetona sintetase, formando o que eles denominaram de
Complexo de Clivagem da Treonina (CCT). A proposta mecanistica
destes pesquisadores implica na acdo direta do CCT sobre treonina,
catalisando a conversdo desta em glicina (Esquema 4).
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Esquema 4. Metabolismo da treonina

A conversdo de treonina a glicina por CCT € dependente de
coenzima-A (CoA), ou seja, a abundancia de CoA favorece a con-
versdo de treonina a glicina e sua auséncia favorece a formagdo de
AA. Desde que ambos NAD* e CoA sdo cofatores do catabolismo
da treonina e da glicina, o controle desta via metabdlica depende
das relagdes mitocondriais NAD*/NADH e CoA/acetil-CoA®. Nor-
malmente o catabolismo da treonina produz glicina e acetil-CoA,
contudo acredita-se que em situacdes de ceto-acidoses, como aquela
de diabéticos, onde os niveis de acetil-CoA estdo aumentados, a
treonina € catabolisada a AA, levando ao seu acimulo em tecidos
destes individuos®.
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Por outro lado, o desaparecimento de AA em figado de ratos
mostrou-se dependente de oxigénio, fato este confirmado pelo de-
créscimo de 90% na velocidade de reag@o quando se borbulhava N,
no meio reacional®. Ray e Ray®’® descreveram a formacdo de MG,
a partir de AA, catalisada por uma aminoxidase presente no plas-
ma e no figado de ruminantes. Esta aminoxidase foi purificada e
estudada com diversos substratos, porém AA se mostrou o mais
reativo de todos (K =9 uM, para a enzima hepdtica de caprinos), o
que levou estes pesquisadores a acreditarem que esta enzima tinha
especificidade para formagdo de MG (Esquema 4). Posteriormen-
te, constatou-se que a enzima descrita por Ray e Ray pode ser clas-
sificada como uma monoamina oxidase sensivel a a¢do de semi-
carbazidas (SSAOQ, “‘semicarbazide sensitive amine oxidase”) e seus
substratos sdo aminas primdrias, sendo as mais reativas a AA, a
metilamina® e a benzilamina (ndo endégena)™.

A SSAO € uma glicoproteina dependente de cobre e deve ter
como cofator um grupo do tipo 6-hidroxidopa ou um piridoxal ou,
ainda, um grupo pirroloquinolina quinona. Todos estes fatores pos-
suem um grupo carbonila sensivel a inibi¢do por semicarbazidas e
hidrazinas”. Dai o fato de aminoguanidina, uma hidrazina nucleo-
filica, ter se mostrado eficiente inibidora da formagao de AGEs,
levando & diminuicdo de formagdo de placas arterosclerdticas e
prevengao da nefropatia em diabetes induzido em ratos’. Como
estd distribuida na vasculatura e no plasma, acredita-se que sua
fun¢@o ndo seja apenas a de produzir MG a partir de AA, mas tam-
bém de metabolizar aminas circulantes, endégenas ou ndo, que
possam ter atividades farmacoldgicas ou deletérias™.

METILGLIOXAL E DIABETES MELLITUS

A descoberta de que o diabetes mellitus ¢ um estado metabélico
caracterizado, entre outros fatores, pelo aumento na concentracio
de AA e de que a SSAO circulante € elevada, tanto no diabetes mellitus
do tipo I (insulino-dependente, IDDM) quanto no diabetes mellitus
do tipo II (insulino-independente, NIDDM)™, levou vdrios pesqui-
sadores a investigar os mecanismos de ac¢do desta enzima e avaliar
sua atividade nos tecidos e plasma dos pacientes. A atividade normal
da SSAO em plasma humano ¢ de aproximadamente 350 mU/L,
sendo que os valores aumentam consideravelmente em pacientes
diabéticos: 641 mU/L para diabetes tipo I e 619 mU/L para diabetes
tipo II"%. Pacientes com falha cardiaca congestiva também possuem
niveis elevados de atividade de SSAO (590 mU/L), porém ndo hd
informagdes sobre a causa desta elevacao™.

Apesar de estar distribuida em diversos tecidos humanos, sdo os
vasos sanguineos que possuem maior atividade da SSAO’'. Locali-
za-se também em retina e microvasos cerebrais”, cartilagens’, tte-
ro, uretra, vasos deferentes”, rins’”® e na circulagdo sanguinea”. A
SSAO em mamiferos estd ligada predominantemente na membrana
plasmatica de tecidos, especialmente em células de misculo liso®.
Foi provado que culturas de células de muisculo liso vascular secretam
uma forma solivel de SSAQO, indicando a possivel origem da SSAO
circulante®'. Apesar de sua fun¢do metabdlica ainda néo ter sido
esclarecida inequivocamente”, acredita-se que tenha papel inibit6-
rio da angiogénese em diabéticos, daf seu possivel envolvimento na
nefropatia, neuropatia e retinopatia tipicas desta doenga®.

A acdo de SSAO sobre AA, com a conseqiiente formacdo de
MG, perdxido de hidrogénio e oxirradicais, espécies reconhecidas
como citotéxicas (Esquema 5), tem sido proposta como potencial
fonte de espécies reativas de oxigénio (EROs) e consequente cau-
sadora das disfungdes vasculares observadas em pacientes diabéti-
COS75’82’83.

Nos dltimos anos, o MG tem sido associado ao desequilibrio
redox encontrado por diversos grupos®*$% em diabetes mellitus,
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Esquema 5. Oxidacdo de AA catalisada por SSAO

mas os mecanismos que levam a esta alteracdo ainda ndo estdo
completamente estabelecidos. Neuropatia, nefropatia e retinopatia
sdo alguns dos distirbios que estdo relacionados com a acelerada
arteriosclerose causada pelo diabetes em decorréncia da acdo do
MG sobre proteinas, provocando a formagido de AGEs*. A concen-
tra¢do normal estimada de MG em plasma estd na faixa de 5 uM,
mas atinge valores 5 a 6 vezes mais altos em pacientes de diabetes
tipo I e 2 a 3 vezes em pacientes de diabetes tipo II%.

Sdo conhecidas trés rotas metabdlicas de formacido de MG em
mamiferos®”. Uma delas sugere a formacdo de MG a partir de trioses
fosfato e outra, a partir de corpos cetdnicos. Segundo Kalapos®®
estas duas rotas sdo responsdveis por 90% da quantidade de MG
formada no organismo. Uma terceira rota leva a formagdo de MG a
partir de glicina e treonina com a formacdo prévia de AA, como
discutido anteriormente. Apesar de esta terceira rota aparentemen-
te ser menos importante na formagdo do MG em organismos nor-
mais (~10%), o fato de a concentragdo de SSAO estar aumentada
em tecidos suscetiveis a danos causados no diabetes®*** ¢ um indi-
cio do papel da SSAO como fonte de pré-oxidantes (H,O, e radical
hidroxil) e agregador de proteinas (MG).

Aceita-se hoje que a principal rota de desintoxicagdo do MG
inclui o sistema enzimdtico das glioxalases. Este sistema, descrito
em 1913 por Dakin e Dudley® e por Neuberg® de forma indepen-
dente, contém duas enzimas - a glioxalase I e a glioxalase II - e
mostrou-se capaz de transformar o-oxoaldeidos em dcido pirdvico
ou dcido o-cetoglutdrico, a partir, respectivamente, de MG e DOVA.
Ambos sdo metabdlitos envolvidos na producio de ATP, através do
ciclo do 4cido citrico.

Muitas ddvidas ainda pairam sobre a fun¢@o bioldgica do siste-
ma das glioxalases, mas sabe-se que elas estdo presentes no citossol
de cé€lulas e organelas celulares (principalmente mitocondrias) e
parecem cruciais para o suporte da vida®'. Foi determinado que a
glioxalase II € a enzima limitante da velocidade da reag@o, mas
nos dois tipos de diabetes a atividade da glioxalase I estd significa-
tivamente elevada e a atividade da glioxalase II, muito reduzida®.
Como o MG acha-se em concentragdes elevadas em diabéticos,
pode-se concluir que hd também um acimulo de S-D-lactoil-
glutationa (Esquema 6). O actimulo de MG e S-D-lactoilglutationa
¢ um forte indicio de um possivel papel de MG como depletor de
glutationa reduzida (GSH), importante na desintoxicagdo de H,O,
e hidroperéxidos lipidicos. Como resultado final, seriam exacer-
badas a produgdo e a atividade deletéria de EROs no diabetes®.
Importantes relatos na literatura, tais como a concentra¢do de MG
em cristalino humano ser 20 vezes maior que sua concentragdo
plasmadtica® e bastante elevada em rins e sangue de pacientes dia-
béticos™%, reforcam um possivel papel do MG nas manifesta¢des
clinicas tipicas do diabetes.

Além de exibir as propriedades pré-oxidantes mencionadas
acima, 0 MG mostrou-se um potencial agente mutagénico endégeno,
tal como previsto por Szent-Gyorgyi'?, ao provocar dele¢oes multi-



Vol. 28, No. 3

0] o)
O OH
C)kf HSCJH/
H ‘ SG

Metilglioxal GSH Hemitioacetal
Glutationa .
reduzida Glioxalase I

OH
O
C
Glioxalase II
OH

D-acido lactico
S—D—Iactou—glutatlona

Esquema 6. Sistema das glioxalases

bases (50%) e substituicdo nos pares de base (35%) em células de
simios®. As substitui¢cdes (transversdes) observadas in vivo mais
importantes foram G:C—C:G e G:C—T:A*. Doses de aproxima-
damente 360 pmM de MG sdo capazes de inibir o crescimento de
células de leucemia humana 60 (HL60), enquanto doses de 520 uM
tornam invidveis culturas destas células®”. Outra observacao im-
portante é que MG inibe o fluxo de elétrons através do complexo I
da cadeia respiratdria mitocondrial e inativa a enzima gliceraldeido-
3-fosfato desidrogenase de células de carcinoma ‘Ehrlich ascites’
e de leucdcitos de pacientes de leucemia, enquanto nio exerce ne-
nhum efeito nas mesmas células normais®*.

Ja apontamos nesta revisdo que MG, na qualidade de um o-
oxoaldeido, deve estar envolvido em reagdes com proteinas chama-
das de reagdes de Maillard™ através da formac@o inicial de bases de
Schiff. In vitro sabe-se que MG € capaz de reagir com proteinas e
formar produtos de Maillard fluorescentes. Estas reacdes entre MG
e proteinas sdo inicialmente reversiveis e, geralmente, ocorrem com
residuos de arginina e lisina (formando derivados de glicosilaminas)
e também com residuos de cisteina (formando derivados de
hemitioacetais)'”. Este equilibrio inicial pode ser deslocado para a
formagdo de produtos (inclusive pentosidinas), sendo os residuos de
arginina os mais susceptiveis a este tipo de modificagéo!'®. Estas
proteinas modificadas por MG ligam-se a receptores na superficie
celular de mondcitos e macréfagos sofrendo, entdo, endocitose me-
diada por receptor e, subseqiientemente, degradac@o lisossomal'*!1%2,
Apesar de a glicose ser o agucar fisiolégico mais abundante, sua
concentragdo efetiva na forma de cadeia aberta € de apenas 100 nM
no sangue para individuos normais e de 200-500 nM em diabéticos.
Ja o MG estd presente em concentracdes estimadas em 5 uM em
individuos normais e aumentada de 2 a 6 vezes em diabéticos, suge-
rindo que MG possa ser tdo eficiente quanto a glicose in vivo na
modificacdo de proteinas®!1%, Nos ultimos anos, sdo indmeros os
trabalhos que descrevem adutos de MG com residuos de arginina'®!%7,
lisina!®11% ¢ cisteina em proteinas in vivo e in vitro, resultando na
formagdo de AGEs. Metilglioxal reage reversivelmente com residu-
os de arginina e cisteina de proteinas em condicdes fisiolégicas e,
em etapas irreversiveis posteriores, formam os seguintes adutos (Es-
quema 7): N;-(4,5-diidroxi-4-metil-imidazolidin-2-il) ornitina (1),
N;-(5-hidro-5-metil-imidazol-4on-2-il) ornitina (2) e Ng-(5-metil-
imidazol-4-on-2-il) ornitina (3)'*!%, No caso da reac¢do entre MG e
residuos de lisina observa-se a formagdo de residuos de Ny-(1-
carboxietil)lisina (4) e derivados do “crosslink” de residuos de lisina
e produtos intermedidrios. Tais adutos sao similares aqueles deriva-
dos do processo de glicacdo de proteinas, exceto pelo fato de o-
oxoaldeidos modificarem preferencialmente residuos de arginina,
exatamente o contrdrio do observado no processo de proteinas mo-
dificadas pela glicose, cujo alvo séo os residuos de lisina'™
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Esquema 7. Reagdo entre metilglioxal e residuos de arginina ou lisina

Foi constatado que, além de ser um inibidor da SSAO,
aminoguanidina pode prevenir a modificagdo irreversivel de prote-
inas de plasma humano por MG''"'. Em virtude de diminuir a pro-
gressdo de retinopatia, neuropatia e nefropatia em ratos com dia-
betes induzido''*'", prevenir a formagéo de ligagdes cruzadas em
proteinas''® e prevenir a formagdo de fatores de reconhecimento
para os receptores de AGEs com concomitante disfun¢do em célu-
las endoteliais, aminoguanidina tem sido considerada um possivel
agente terapéutico de pacientes com diabetes mellitus.

AMINOACETONA E CRI-DU-CHAT

A sindrome do cri-du-chat (choro de gato), descrita em 1963
por Lejeune e colaboradores'’, é uma desordem genética, caracte-
rizada pela delecdo parcial, na parte distal ou intersticial, do brago
curto do cromossomo 5 (5p-). Esta sindrome recebeu este nome
porque sua principal caracteristica, utilizada como diagnéstico em
recém-nacidos, é o choro monotonico semelhante ao miado de um
gato. Outras caracteristicas desta sindome sao microcefalia, defor-
macgdes crianio-faciais e retardamento mental''®!"®, Talvez por ser
uma sindrome rara (prevaléncia de 1:50.000 nascimentos), pouco
tem sido relatado na literatura sobre as caracteristicas bioquimicas
ou fisiolGgicas desta sindrome!*.

Kuhner e colaboradores®, estudando o metabolismo de amino-
4cidos nesta sindrome, descreveram um aumento na excrecao did-
ria de prolina e treonina em pacientes com cri-du-chat. Mais re-
centemente, Lejeaune e colaboradores'” observaram um signifi-
cante aumento nas concentracdes de asparagina e aspartato (Asx)
em plasma e urina de pacientes com cri-du-chat, enquanto histidina
estava aumentada apenas na urina. Os autores atribuem o aumento
de Asx a uma possivel desordem no metabolismo de purinas, en-
quanto o aumento de histidina poderia estar ligado a outras defici-
éncias no metabolismo geral de aminoécidos.

Caso seja confirmado o aumento de treonina circulante em
portadores de cri-du-chat, é de se esperar que haja um concomitante
aumento na concentracdo de AA e estabelecimento de estresse
oxidativo nesta sindrome.

OXIDACAO NAO-ENZIMATICA DE AMINOACETONA:
POSSIVEL FONTE DE EROs EM DIABETES MELLITUS

Continuando os estudos do mecanismo de oxidag@o aerdbica
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de a-aminocetonas acumuladas em desordens do metabolismo de
aminodcidos, Bechara e colaboradores* demonstraram que AA re-
age com oxigénio molecular, por um mecanismo semelhante ao
proposto para ALA. Aminoacetona, porém, mostrou-se mais reativa,
mesmo na auséncia de catalisadores metdlicos (ferro e cobre)*. A
reacdo entre O, e ALA na auséncia de tais catalisadores € extrema-
mente lenta. Verificou-se que na presenca de fons ferro, AA sofre
oxidagdo aerdbica por um mecanismo diferente do observado na
auséncia de metais. Este mecanismo provavelmente envolve a trans-
feréncia simultanea de 2 elétrons (um proveniente de AA, outro de
Fe(Il)) para oxigénio com formagdo direta de H,0,, AA" e Fe(Ill)
(Esquema 8), tal como demonstrado anteriormente por Wallace e
colaboradores'?? ao estudarem a cinética de oxidag¢do de hemo-
globina a meta-hemoglobina na presenca de varios nucledfilos.
Outro mecanismo foi proposto por Kawanishi e colaboradores'?
para a oxidacdo de AA catalisada por Cu(Il), em que demonstra-
ram um possivel papel pré-oxidante de AA em lesdes oxidativas a
DNA. Neste trabalho os autores observaram um aumento nas con-
centragdes de 8-oxo-diidro-2’-deoxyguanosina (8-oxodG) quando
DNA de timo de bezerro foi incubado na presenca de AA e Cu(Il).
Segundo os autores, esta reagdo € iniciada pela complexagdo de
AA por Cu(Il), seguida de dimerizagdo oxidativa de AA formando
2,5-dimetilpirazina, MG e EROs como produtos.

Fe3+
",Oz AA+0, —» AA, + O
O=---Fg" H,0, Fe" +0; —» Fe'' +0,
Fe* +H,0, — Fe” + HO™+ HO'
) AA+O" —» AR+H,0,
AA+HO' —> AA+H,0
NH,  aA_ +HO —» MG +NH,

HC

Aminoacetona (AA)

srivo
Esquema 8. Mecanismo de oxidagdo aerdbica de AA catalisada por Fe**

Verificamos recentemente que a velocidade de consumo de
oxigénio por AA ¢ aumentada na presenga de ferritina de baco de
cavalo com a conseqiiente liberagdo de ferro desta proteina’. A
ferritina € uma protefna diretamente relacionada com o armazena-
mento de ferro em animais. Através de sua atividade ferroxiddsica,
¢é capaz de oxidar fons Fe(Il) a sua forma Fe(Ill), menos efetiva
para catdlise de reacdes radicalares, exercendo entdo importante
papel na desintoxicagdo deste metal'*. Em paralelo, as EROs for-
madas durante a oxidagdo aerébica de AA foram capazes de pro-
mover in vitro em ferritina e apoferritina: (i) modificacdo no seu
comportamento eletroforético; (ii) oxidac¢do de residuos de trip-
tofano e cisteina; (iii) perda da atividade ferroxidasica e (iv) perda
da capacidade de incorporagdo de ferro (Esquema 9). Estes efeitos
sobre ferritina adquirem alta relevancia médica, pois o ferro € apon-
tado como disparador de estresse oxidativo e danos a tecidos tanto
em diabéticos humanos quanto em diabetes experimental'>1?7.
Aminoacetona mostrou-se efetiva também em provocar agregacio
protéica em ceruloplasmina, proteina cuja verdadeira fungdo me-
tabdlica ainda ndo se acha completamente esclarecida, mas que
recentemente estd sendo implicada na homeostase de ferro. Apds a
agregacio protéica, CP perde tanto sua atividade ferroxiddsica quan-
to aminoxiddsica, atividades estas que sdo alvos atuais de nossos
estudos direcionados a compreensao de seu papel metabdlico. Se-
gundo Akaike'?, CP catalisa a oxidag@o unieletronica do 6xido
nitrico (NO), produzindo intermeddrios capazes de sofrer adi¢do
nitrosativa a grupos tidlicos de proteinas. Estas proteinas nitrosadas
possuem importante papel em transducdo de sinais, transcri¢io
génica, apoptose e estresse oxidativo.

Quim. Nova

Ferriting

Esquema 9. Efeitos de aminoacetona sobre a ferritina: liberagdo de Fe’* e
oxidagdo de residuos de Trp e Cys de suas subunidades, com perda de
capacidade estocadora de ferro e atividade ferroxiddsica

METABOLISMO DE HEXOSAMINAS

Ha farta documentacdo bibliogréfica de que o actimulo cronico
de glicose plasmadtica durante o diabetes mellitus pode levar tanto
ao descontrole da secre¢do da insulina (diabetes tipo I) quanto a
resisténcia insulinica (diabetes tipo II)'**'¥2. Como seqiiela da
hiperglicemia cronica, diabéticos estdo sujeitos a complicagdes
microvasculares (responsdveis por cegueira, neuropatias e falha re-
nal) e macrovasculares (risco aumentado de infarto do miocérdio e
amputacdes)'*. A correlagdo entre danos vasculares e a hiper-
glicemia cronica em diabetes mellitus foi estabelecida apds obser-
vagdo de que células endoteliais expostas a hiperglicemia tem um
aumento no fluxo de substratos, tanto na glicdlise quanto no ciclo
de dcidos tricarboxilicog!? para revisio detalhada - Negta condigdo de exces-
so de substratos, hd um aumento excessivo nos processos oxidativos
mitocondriais, aumento no potencial transmembrana e aumento na
producdo de O, pela cadeia de transporte de elétrons'**. Este au-
mento induz uma reducdo na atividade da enzima gliceraldeido-
fosfato desidrogenase, acumulando entdo os intermedidrios da
glicdlise frutose-6-fosfato (F6P) e gliceraldeido-3-fosfato. O
actimulo de F6P € responsdvel pela iniciagdo da rota metabdlica
das hexosaminas, que possui como enzima chave a glutamina-F6P
amidotransferase, responsavel pela transformagio de F6P em
glicosamina-6-fosfato, que por sua vez ¢ convertida em uridina
difosfato-N-acetil-glicosamina (GIcNAc)!34+1%,

Virias evidéncias apontam a rota das hexosaminas como um
sistema sensor de nutrientes capaz de modular a sensitividade ce-
lular a insulina, uma vez que os niveis intracelulares de glicosamina
e de GIcNAc estdo associados a disponibilidade de glicose, amino-
dcidos, dcidos graxos e nucleotideos'*!'¥. Estudos de Hazel e cola-
boradores'® sugerem que a produgdo elevada de hexosaminas em
tecido adiposo de camundongos € suficiente, por si s6, para pro-
mover resisténcia insulinica. Outros estudos demonstram que hexo-
saminas induzem a modificacdo pés-translacional de fatores de
transcri¢do e de algumas protefnas citosélicas, o que poderia, em
parte, explicar o mecanismo molecular da resisténcia insulinica'.
Além disso, glicosamina € capaz de ativar a expressdo do gene ob
em células musculares e em adipdcitos, exacerbando a excrecdo de
leptina para o plasma'®. A leptina é uma das proteinas circulantes
sintetizadas e excretadas em resposta ao aumento no estoque de
energia no tecido adiposo, responsaveis pela sinaliza¢do de sacie-
dade nutricional'®.

Além de um possivel papel na regulacdo metabdlica, as hexo-
saminas possuem efeito inibitério em crecimento de tumores, atra-
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vés da indugdo de modificagdes em biossintese de proteinas, RNA
e DNA em células tumorais'!'*2. Segundo Hiraku e Kawanishi'?,
uma possivel explicagdo para a a¢do antitumoral de hexosaminas ¢
a inducdo de apoptose por EROs formadas durante sua oxidag@o
aerébica. Estes pesquisadores demonstraram que hexosaminas sao
passiveis de sofrer oxidagdo aerdbica catalisada por cobre e pro-
mover in vitro danos a DNA de timo de bezerro. Neste estudo foi
demonstrado que manosamina, frutosamina e glicosamina produ-
zem compostos o-dicarbonilicos e EROs como produtos de oxida-
¢do, através de dois possiveis mecanismos (Esquema 10). A rota
principal envolve a oxidacdo aerébica da hexosamina mediada por
Cu(Il), com a formag¢@o de um radical centrado no carbono e Cu(l).
Este radical reage novamente com oxigénio para formar O,", cuja
dismutagdo gera H,0,, levando a formagdo do produto o-dicarbo-
nilico e NH,*. A segunda rota, menos importante e observdvel ape-
nas em concentragdes de hexosaminas superiores a 1 mM, envolve
a condensacdo de duas moléculas de hexosamina formando um
derivado de diidropirazina. Este composto, por sua vez, sofreria
oxidagdo catalisada por Cu(Il) com a geragdo de O,", H,O, e um
derivado de frutosazina. Em ambas as rotas, o H,O, reage com o
Cu(I) formando um complexo metdlico denominado peréxido de
cobre (I) (Cu(I)OOH), com atividade hidroxilante semelhante a de
HO' gerado na reac@o de Fenton'. O complexo Cu(I)OOH pode
ser formado nas adjacéncias do DNA, provocando importantes
modificagdes estruturais e com o subseqiiente disparo de proces-
S0s apoptdticos.
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{HO——H i H
R= i H——OH + Glicosamina N ﬁ
{ H—OH ! “H,0 g N
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Esquema 10. Mecanismo de agdo antitumoral de glicosamina

CONCLUSAO

No presente artigo apresentamos alguns aspectos do metabo-
lismo e da bioquimica de oi-aminocetonas enddgenas e o seu
envolvimento em algumas doencas genéticas e adquiridas. Nossa
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contribuicdo com a pesquisa do comportamento quimico e biol-
gico de ALA e AA demonstrara que estas duas o-aminocetonas
tém o potencial de agir in vivo como pré-oxidantes em porfirias,
saturnismo, isoleucinemia e diabetes. O papel de ALA como fonte
de EROs nas manifestagdes clinicas de PAI, plumbismo, terapia
fotodinamica a base de ALA e tirosinemia é hoje amplamente re-
conhecido pela literatura médica, por exemplo, nas revisdes de Peng
e colaboradores (terapia fotodindmica)'*, Meyer e colaboradores
(manifestagdes neurolégicas na PAI)', Cadet e colaboradores (da-
nos a DNA catalisados por metais)'*, Fuchs e colaboradores (tera-
pia fotodindmica)*, Ryter e Tyrrel (metabolismo do grupo heme
como fonte de pré-oxidantes)'¥’ e Gurer e Ercal (antioxidantes no
tratamento de contaminagdo por chumbo)'*.

Apesar de AA ser um pré-oxidante mais efetivo quando com-
parado com ALA, pouco se sabe sobre sua atuacdo como fonte de
EROs in vivo. Sabe-se que AA € estavel em solucdes fortemente
dcidas (HCI 6 N), mesmo quando aquecidas, e que esta estabilida-
de diminui em meio alcalino. Provavelmente devido a sua instabi-
lidade frente a oxigénio e a rapida formacdo de bases de Schiff por
MG, ainda ndo foram determinadas as concentragdes fisioldgicas
e patoldgicas de AA em plasma e tecidos. Neste ponto € importan-
te ressaltar que a determinacdo do mecanismo de oxidagdo aerdbica
de AA na auséncia de SSAO pode representar uma importante con-
tribuicdo para o esclarecimento do papel do estresse oxidativo e do
déficit na fungdo respiratdria mitocondrial observada em pacientes
diabéticos.
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