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GLUTATIONA OXIDASE: CONSIDERACOES
ADICIONAIS

As glutationa oxidases pertencem a classe de sulfidrila oxidases
dependentes de flavina, que catalisam a oxidagdo de proteinas e
peptideos com a formacdo de dissulfetos e peréxido de hidrogé-
nio:

2GSH + 0, - GSSG + H,0,

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

GLUTATIONA PEROXIDASES: CONSIDERACOES
ADICIONAIS

Glutationa peroxidase (GPx) converte per6xido de hidrogénio
a dgua, oxidando a GSH ao seu correspondente dissulfeto (GSSG).
GSH ¢ regenerada pela glutationa redutase por intermédio da oxi-
dacdo de NADPH. As glutationa peroxidases intracelulares com-
preendem duas proteinas distintas: a GPx classica (cGPx), atual-
mente denominada como GPx1, e a hidroperéxido-fosfolipideo
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Figura 1S. Mecanismo hipotético para a redugdo de hidroperoxido catalisada
pela glutationa peroxidase (GPx)
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(PHGPx), presente no ntcleo, mitocdndria e citosol.’

Todas as GPxs contém uma selenocisteina no sitio ativo, que ¢
sucessivamente oxidada e reduzida no ciclo catalitico (Figura 1S).
O selenolato (E-Se’) na GPx reduzida e o 4cido seleninico puderam
ser observados por métodos cristalogréficos.®

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

A Figura 2S € uma representaciio esquemadtica das interacdes
da glutationa com o sitio ativo da glutationa peroxidase,® destacan-
do-se os residuos aminodcidos importantes. Os dados bioquimicos
suportam a formagdo de ligacdes selenocisteina através da redugio
do substrato doador, GSH.
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Figura 2S. Representagdo das interagoes da glutationa com o sitio ativo da
glutationa peroxidase: participag¢do da Arg40 e Gly-GSH (interagdo ionica);
Se-Cys35 e Cys-GSH (ligagdo covalente); Argl67 e carboxilato-Glu-GSH
(interagdo ionica); Glnl30 e amino-Glu-GSH (ligagdo de hidrogénio)

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

O sitio ativo da glutationa redutase € caracterizado pela pre-
senca de uma ponte dissulfeto formada pelos residuos Cys58 e
Cys63, uma tirosinila (Tyr197), além dos residuos de glutamato
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(Glu427) e histidina (His467).

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

GLUTATIONA TRANSFERASE: ALGUMAS
CONSIDERACOES SOBRE SUA ESTRUTURA
MOLECULAR

As glutationas transferases (GSTs) geralmente se encontram
no meio biolégico como homo ou heterodimeros (outros comple-
xos também podem existir), apresentando dois sitios ativos por
dimero cujas atividades sdo independentes uma da outra (Figura
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48)'°. Cada sitio ativo consiste no minimo de duas regides de liga-
¢do, um para a glutationa (GSH) que ¢ muito especifico para este
tripeptideo (Figura 4S), e outro sitio de ligacdo com menor
especificidade para os eletréfilos (Figura 4S). Os substratos
(eletrofilos) mais comuns das glutationa transferases incluem:
haletos de alquila, epéxidos, compostos o,B-insaturados (como
quinonas, iminoquinonas, aldeidos, cetonas, lactonas e ésteres),
haletos de arila e nitro aromadticos. Apds se combinar com a
glutationa reduzida (GSH), as glutationas transferases (GSTs) apre-
sentam maior especificidade para um segundo substrato (os
eletréfilos)'®.

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

Estudos cristalograficos realizados por Sinning e colaborado-
res permitiram definir os sitios de liga¢do da glutationa (GSH) e
identificar os residuos de aminodcidos presentes na vizinhanga dos
mesmos (Figura 5S)."* Nestes estudos foi realizada a co-cristaliza-
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Figura 3S. Representagdo esquemdtica das etapas envolvidas na formagdo de GSH. (a) sitio ativo da GR com o anel isoaloxazolinico do FAD e sua redu¢do
pelo NADPH; (b) ataque nucleofilico do FADH" sobre o dissulfeto Cys58-Cys63; (c) ataque nucleofilico do grupo sulfidrila (Cys63) sobre a GSSG, liberagdo
de GSH e formagdo do dissulfeto misto; (d) regeneragdo do dissulfeto Cys58-Cys63, via regeneragdo do FAD e liberagdo de uma segunda molécula de GSH
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Figura 4S. Representagdo das estruturas tridimensionais das subunidades das glutationas transferases (GSTs). O dominio N-terminal 1 estd destacado em azul,
enquanto o dominio C-terminal estd destacado em vermelho. Os residuos importantes para a catdlise destas enzimas (tirosina em a e d; cisteina em b e c) estdo

destacados em amarelo, enquanto os ligantes com os quais as enzimas foram co-cristalizadas sdo destacadas em verde. A segiiéncia de aminodcidos que liga os
dois dominios estd destacada em violeta. Os codigos das bases de dados sao apresentados entre parénteses: (a) GST de calamar, classe Sigma (1GSQ);"* (b) GST
humana, classe Omega (1EEM, a extensdo dos residuos de aminodcidos -19 no total — presente nesta classe de GTS estd destacada em preto);” (c¢) GTS bacteriana
(Proteus mirabilis), classe Beta (1PM7)"; (d) GTS de Fasciola hepdtica, classe Mu (1FHE)". Reproduzido da ref. 13, com permissdo da Elsevier Ltda

¢do da glutationa transferase (GST) humana da classe Alpha (Al-
1) com (S)-benzilglutationa (GSBn) e as andlises dos dados de raio-
X revelaram que a maioria das interagdes entre a glutationa e a

Figura 5S. Representacdo esquemdtica das principais interagdes entre os
residuos de aminodcidos da glutationa transferase (GST) humana da classe
Alpha (Al-1) presentes na vizinhanga do sitio de ligacdo da glutationa (GSH)
na mesma. ASP101%* e ARG131* sdo residuos de aminodcidos da vizinhang¢a
do sitio catalitico destas enzimas. Reproduzido da ref. 13, com permissdo da
Elsevier Ltda

enzima ¢ realizada entre a GSBn e os residuos de aminoécidos do
dominio 1. Duas interagcdes i0nicas sdo observadas nas termina-
¢oes do tripeptideo (GSH) e os residuos ASP101* e ARG131* do
dominio 2 da enzima. As principais interacdes observadas - em sua
grande maioria trata-se de liga¢des de hidrogénio e interagdes
idnicas. As interagdes da (§)-benzilglutationa (GSBn) com a
glutationa transferase (GST) humana da classe Alpha (Al-1) estdo
apresentadas na Figura 5S". No exemplo apresentado na Fig. S5,
ndo hd um centro nucleofilico —SH uma vez que o enxofre esta
ligado ao grupo benzilico. Porém, no caso da glutationa (GSH) o
grupo nucleofilico -SH forma uma ligacdo de hidrogénio com o
residuo tirosina (TYR9), diminuindo o seu valor de pKa, levando a
estabilizacdo do anion tiolato, que entdo, se adiciona aos eletrofilos,
substratos para estas enzimas. No caso de glutationas transferases
(GST) da classe Theta e possivelmente da classe Zeta, um residuo
de serina € o responsdvel pelo aumento de nucleofilicidade da
glutationa, enquanto que para as classes Omega e Beta este papel
seria realizado por um residuo de cisteina (na realidade ocorre a
formagéo de um disulfeto misto transitério)'.
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