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GLUTATHIONE AND RELATED ENZYMES: BIOLOGICAL ROLES AND IMPORTANCE IN PATHOLOGICAL PROCESSES.
Glutathione (GSH) and related enzymes are pivotal for the normal functioning of several important biological processes. In this
review we discuss the biosynthesis and the catalytic cycles of glutathione as well as the major GSH-related enzymes. We also present
how glutathione and enzymes are involved in cancer and the chromatographic and non-chromatographic methods used to analyze
glutathione and/or its derivatives.
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INTRODUÇÃO

A glutationa (GSH, 1, Figura 1), possui papel central na
biotransformação e eliminação de xenobióticos e na defesa das cé-
lulas contra o estresse oxidativo.1 Este tripeptídeo é encontrado
intracelularmente em altas concentrações, essencialmente em to-
dos os organismos aeróbicos. Nota-se a ligação γ-peptídica pouco
usual, a presença da porção γ-glutamil e do grupo α-carboxilato
livre prevenindo a hidrólise da GSH pelas peptidases celulares que
degradam outros peptídeos pequenos. A GSH é o mais abundante
tiol celular de baixa massa molecular; a sua concentração é ~ 2mM
e mais de 10 mM em eritrócitos humanos e hepatócitos, respecti-
vamente.1 Face à potencialidade de inibidores das enzimas relaci-
onadas à GSH como alvo para o desenvolvimento de substâncias
candidatas a fármacos, nesta revisão serão apresentados aspectos
importantes do papel fisiológico da glutationa (GSH) e sua impli-
cação em patologias. Considerando esta abordagem, ênfase espe-
cial será dada às glutationas transferase e redutase. Uma vez que a
investigação do envolvimento da GSH em processos fisiopato-
lógicos requer sua detecção e quantificação em diferentes matri-
zes, também serão abordados os principais métodos de análise deste
tripeptídeo e derivados.

Muitas das reações da GSH envolvem o grupo sulfidrila (SH),
altamente polarizável, tornando-o um bom nucleófilo para reações

com compostos químicos eletrofílicos. Esta habilidade de doar elé-
trons a outros compostos também faz da glutationa um bom redutor.
A combinação de sua abundância nos organismos aeróbicos e das
propriedades químicas do grupo sulfidrila suporta a proposta de que
a GSH surgiu na evolução bioquímica como uma proteção contra
espécies reativas de oxigênio e compostos eletrofílicos gerados por
processos oxidativos, tanto no organismo quanto no ambiente em
que este vive.

Biossíntese

A biossíntese da GSH ocorre no meio intracelular (exceto em
células epiteliais), pela ação consecutiva de duas enzimas. Na pri-
meira reação, é formada uma ligação peptídica entre os aminoácidos
glutâmico (2, Figura 2) e cisteína (3), catalisada pela enzima γ-
glutamilcisteína sintetase, levando à γ-L-glutamil-L-cisteína (4). Este
dipeptídeo é então ligado à glicina pela ação da glutationa sintetase.
Estas etapas requerem ATP e Mg+2. A γ-glutamilcisteína sintetase
sofre regulação pela GSH através de um feedback negativo, o que
previne a produção excessiva desta ou o acúmulo do intermediário
γ-glutamilcisteína. Caso a conversão da γ-glutamilcisteína em GSH
seja insuficiente, uma reação alternativa predomina: a conversão à
5-oxoprolina (5), catalisada pela γ-glutamilciclotransferase. A pro-
dução excessiva de 5-oxoprolina ocorre em casos de deficiência
hereditária da glutationa sintetase e é caracterizada por 5-oxopro-
linúria, acidose metabólica crônica e distúrbios neurológicos. A
biossíntese da GSH pode ser inibida pela butionina sulfoximina (6,
BSO), um inibidor com estrutura similar a um intermediário ativa-
do na reação catalisada pela γ-glutamilcisteína sintetase. Em siste-
mas experimentais, na supressão das concentrações intracelulares
de GSH pela BSO, observa-se o aumento da sensibilidade das cé-
lulas à radiação ionizante e a certas drogas citostáticas. Essa
sensibilização está sendo explorada para uso clínico na terapia contra
câncer. A limitação desta técnica é que tanto células normais quan-
to as tumorais podem ser afetadas e os efeitos tóxicos nos tecidos
normais podem ser mais importantes que o fato de tornar as células
tumorais mais susceptíveis ao tratamento. Uma forma de controlar

Figura 1. Glutationa (1): γ-L-glutamil-L-cisteinilglicina
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esse problema é fazer uso de irradiação localizada ou aplicação
tópica de drogas citostáticas a fim de limitar a toxicidade sobre os
tecidos normais.

Ciclo catalítico da glutationa

Para que a atividade protetora da glutationa expressa pela redu-
ção de espécies oxidantes, e conseqüente oxidação da GSH à
glutationa dissulfeto (GSSG) seja mantida, a GSH precisa ser rege-
nerada através do ciclo catalítico, representado na Figura 3. Nele
podemos identificar a atividade de três grupos de enzimas: a
glutationa oxidase (GO), a glutationa peroxidase (GSH-Px) e a
glutationa redutase (GR). As duas primeiras enzimas, GO e GSH-
Px, catalisam a oxidação de GSH à GSSG e a última, GR, é respon-
sável pela regeneração de GSH, a partir de GSSG, na presença de
NADPH.

Glutationa oxidase

Dissulfetos são formados a partir de tióis de baixo peso
molecular, polipeptídeos e proteínas. A glutationa é convertida em
glutationa dissulfeto (GSSG) pela catálise da glutationa oxidase,
uma enzima FAD-dependente, que oxida também outros aminotióis,
como por exemplo, a L-cisteína. A denominação glutationa oxidada
para GSSG não é específica, pois dissulfetos mistos de glutationa
(GSHR), ácidos sulfínico (GSO

2
H) e sulfônico (GSO

3
H) e S-

sulfoglutationa (GSSO
3
H) e a própria glutationa dissulfeto são for-

mas oxidadas de GSH.

Glutationa peroxidase

Um importante sistema enzimático de defesa contra radicais li-
vres envolve as glutationas peroxidases (GSH-Px) encontradas em
muitos tecidos de origem animal. Estas enzimas são bastante particu-
lares no que se refere à sua constituição, pois incorporam um resíduo
de selenocisteína no seu sítio ativo. Selenocisteína é codificada pelo

códon UGA, que é usualmente um terminador, e é incorporada por um
RNA transportador específico.2 O envolvimento de algumas GSH-Px
no controle dos níveis de hidroperóxidos fosfolipídicos, formados a
partir do ataque de espécies radicalares às membranas é bem estuda-
do,3 assim como os parâmetros cinéticos da GSH-Px e o mecanismo
catalítico envolvendo glutationa e peróxido de hidrogênio.4

GLUTATIONA REDUTASE

A enzima responsável pela redução da GSSG à GSH é a glutationa
redutase. Os sítios ligantes para GSSG estão situados na interface
das duas subunidades que constituem a estrutura quaternária da
glutationa redutase, sendo que cada uma tem um domínio distinto
com um sítio ligante para o NADPH. A Figura 4 é uma representação
esquemática do ciclo redutivo: o grupo sulfidrila de um dos resíduos
de cisteína, presentes no sítio ativo da GR (I) ataca a ligação S-S,
liberando uma molécula de GSH e um dissulfeto misto GSSGR (II).
Um ataque intramolecular do grupo sulfidrila do segundo resíduo de
cisteína sobre II libera a segunda molécula de GSH, formando o
dissulfeto cíclico (III). A conversão do dissulfeto cíclico ao GR (II) é
realizada à custa da conversão de NADPH para NADP+ e, então,
inicia-se o ciclo redutivo mediado pela glutationa redutase.

Com relação à química medicinal, a glutationa redutase apre-
senta-se como um alvo para o desenvolvimento de fármacos
antimaláricos. Durante os estágios de vida eritrocitários do
Plasmodium falciparum, o parasito é exposto ao estresse oxidativo
produzido por macrófagos ativados do hospedeiro e também pelo
HEME e outros produtos de degradação da hemoglobina. A regulação
do estresse oxidativo baseia-se na atividade de sistemas contra es-
pécies oxigenadas reativas, envolvendo GSH e enzimas relaciona-
das, além do sistema tioredoxina, envolvendo tioredoxina,
tioredoxina redutase e peroxidases dependentes da primeira.5 As-
sim, provocar o estresse oxidativo, por interferência nas vias res-
ponsáveis pela manutenção dos níveis de GSH, ou tioredoxina se
vislumbra como uma estratégia para o desenvolvimento de
fármacos. A tioredoxina redutase6 e a glutationa redutase apresen-
tam-se como alvos importantes neste campo de estudo.

Na busca da seletividade, semelhanças e diferenças entre a
glutationa redutase humana (GRh) e do parasito (GRPf) têm que
ser consideradas. Embora a seqüência de aminoácidos seja compar-
tilhada pelas duas enzimas em cerca de 40%,7 existem diferenças
pronunciadas entre a GRh e a GRPf, entre a grande cavidade exis-
tente na interface do dímero das duas enzimas. Esta cavidade con-
tém sítios de ligação para diferentes classes de inibidores e é um
alvo para o desenvolvimento de fármacos seletivos. Na GRPf, a
cavidade é formada por uma seqüência de 21 aminoácidos, enquan-
to a humana é por 24. As cargas da cavidade também são diferen-

Figura 2. Biossíntese da glutationa e enzimas envolvidas: (a) γ- glutamilcisteína
sintetase e (b) glutationa sintetase; (c) γ- glutamilciclotransferase, e butionina

sulfoximina (BSO), inibidor da biossíntese da glutationa

Figura 3. Representação esquemática do ciclo catalítico da glutationa

Figura 4. Representação esquemática do ciclo de redução da GSSG pela GR
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tes: neutra na primeira e negativa na segunda. Analisando a Figura
5, é possível observar as superfícies moleculares das cavidades: à
esquerda, GRPf vista frontal (a) e superior (b); à direita, GRh, vis-
ta frontal (c) e superior (d). O túnel assinalado nesta figura conecta
a cavidade aos dois sítios ligantes da GSSG.

Na GRh, há dois resíduos de fenilalanina (Phe78 e Phe78’) que
se orientam paralelamente, e são os responsáveis pela estabiliza-
ção por interações do tipo “π-stacking”, do complexo formado en-
tre enzima e menadiona, um conhecido ligante desta enzima.8 Es-
tes resíduos não estão presentes na cavidade da GRPf, sugerindo
que há modos de ligação diferenciados para potenciais inibidores
da GR neste parasito.

Várias classes de inibidores estão descritas na literatura, base-
ados na modificação estrutural de protótipos derivados de xantenos,9

flavinas,10 isoaloxazinas,11 azul de metileno,12 complexos de ferro-
ditiolato,13 S-nitroglutationa,14 benzilaminas,15 isocianatos,16 áci-
dos mercaptúricos,17 nitrosouréias18 e naftoquinonas.19 Dentre es-
tes, os resultados obtidos da inibição de GRPf por isoaloxazinas
(Figura 6) são promissores. Embora a isoaloxazina 7 tenha a maior
constante de inibição, a seletividade frente à GRh, não é elevada
(K

i
 = 2,5 μM), ao contrário das isoaloxazinas 8, 9 e 10, com cons-

tantes de inibição para a GRh de 0,6; 0,4 e 1,4 μM, respectivamen-
te. Este estudo demonstrou que outras isoaloxazinas, contendo
substituintes heteroaromáticos ligados ao nitrogênio 10 (R

3
) são

menos ativas, com valores de K
i
 significativamente elevados.20

Tendo como base o esqueleto naftoquinônico, Biot e colabora-

dores21 avaliaram os ácidos homólogos 11-13 (Figura 7) quanto à
atividade inibitória de uma linhagem de plasmódios expressando o
fenótipo de resistência à cloroquina (FcB1R). Embora os valores
de IC

50
 tenham sido satisfatórios, o estudo se estendeu às pró-dro-

gas 14-18. O grupo carboxila, embora essencial para a ligação com
a GR, foi “mascarado” como éster ou amida, facilitando a sua passa-
gem pelas membranas biológicas. A menor atividade do aminoéster
17 comparada ao respectivo ácido 10 foi atribuída à diferença de
coeficiente de partição, principalmente em eritrócitos infectados.
Esta desvantagem foi contornada pela introdução de um grupo
metalocênico (19), contendo regiões muito lipofílicas. Bioisósteros
tetrazólicos 19-21 foram planejados com o objetivo de aumentar a
biodisponibilidade, destacando-se o derivado 19.

Mais recentemente, um grupo de inibidores derivados do ácido
carbamoilpropiônico foi investigado, mas apresentaram valores de
IC

50
 bem mais elevados que os encontrados para os derivados nafto-

quinônicos.22

Independentemente da classe estrutural dos potenciais inibidores
de glutationa redutase, uma alta seletividade GRPf/GRh é indis-
pensável, o que poderá ser alcançado mediante um estudo adequa-
do das diferenças e similaridades entre as duas enzimas, além de
estudos de relação estrutura-atividade quali e quantitativa dos
inibidores conhecidos.

GLUTATIONA TRANSFERASES (GSTS)

As glutationa transferases (GSTs), também conhecidas histori-
camente como glutationa S-transferases, compreendem uma família
de enzimas multifuncionais que catalisam o ataque nucleofílico da
forma reduzida da glutationa (GSH) a compostos que apresentam
um carbono, um nitrogênio ou um átomo de enxofre eletrofílico.23

As GSTs geralmente se encontram no meio biológico como homo
ou heterodímeros (outros complexos também podem existir), apre-
sentando dois sítios ativos por dímero cujas atividades são indepen-
dentes uma da outra.24 Cada sítio ativo consiste no mínimo de duas
regiões de ligação, um para a glutationa (GSH) que é muito especí-
fico para este tripeptídeo, e outro sítio de ligação com menor
especifidade para os eletrófilos (Fig 1S e 2S; material suplemen-
tar).24 Os substratos (eletrófilos) mais comuns das glutationa
transferases incluem: haletos de alquila, epóxidos, compostos α,β-
insaturados (como quinonas, iminoquinonas, aldeídos, cetonas,
lactonas e ésteres), haletos de arila e nitro aromáticos.25-27

Figura 7. Derivados naftoquinônicos inibidores da GRPf avaliados quanto
à sua atividade antimalárica

Figura 5. Superfícies moleculares da cavidade das duas enzimas. À esquerda,
GRPf: (a) vista de frente e de cima(b); à direita, GRh: vista de frente (c) e de

cima (d). Reproduzida com adaptações da ref. 7, com permissão de Elsevier

Ltda.

Figura 6. Isoaloxazinas e suas respectivas constantes de afinidade para
glutationa redutase de Plasmodium falciparum
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As famílias de glutationa transferases (GSTs)

As GSTs de mamíferos podem ser divididas em três grandes
famílias: GST citossólica, GST mitocondrial e GST microssomal.
As duas primeiras compreendem enzimas solúveis, enquanto que as
do tipo microssomal se encontram associadas à membrana. As GSTs
microssoma geralmente estão envolvidas no metabolismo de
eicosanóides e glutationa (GSH) e por esta razão são designadas
pela sigla MAPEG (membrane-associated proteins in eicosanoid and
glutathione metabolism). Outras famílias de glutationa transferases
(GSTs), ausentes em mamíferos, são descritas na literatura.27,28

O sistema de nomenclatura para as GSTs citossólicas e mitocondriais
é bem estabelecido23,29 e prevê que: as glutationa transferases são dividi-
das de acordo com a seqüência de aminoácidos e/ou nucleotídeos, propri-
edades imunológicas, parâmetros de cinética enzimática e/ou estrutura
terciária e quaternária; as sub-unidades devem ser agrupadas segundo a
seqüência de seus genes e designadas por algarismos hindu-árabicos numa
ordem crescente, em função da data de sua identificação; as sub-unidades
codificadas pelo mesmo locus de um gene devem ser designadas pelo
mesmo algarismo, sendo as variações alélicas, se observadas, indicadas
por letras minúsculas do alfabeto romano em subscrito.29 Para distinguir
enzimas de diferentes espécies, deve-se utilizar a inicial do nome do orga-
nismo (termo em inglês) em letra minúscula e em itálico. Por exemplo,
glutationa transferases (GSTs) da classe Pi de humanos e ratos, devem ser
indicadas como hGSTP e rGSTP, respectivamente. As enzimas da famí-
lia das GST microssomais não apresentam regras claras para sua nomen-
clatura.29 Já as GSTs citossólicas de mamíferos são todas diméricas, con-
tendo de 199 a 244 resíduos de aminoácidos em suas estruturas primárias.
Baseada na similaridade da seqüência de aminoácidos, sete classes (de-
signadas pelas letras do alfabeto grego) de glutationa transferases (GSTs)
citossólicas de mamíferos são descritas: Alpha, Mu, Pi, Sigma, Theta,
Omega e Zeta.23,30 As GST-mitocondriais (classe das Kappa) também são
proteínas diméricas e suas sub-unidades apresentam, em geral, 226 resí-
duos de aminoácidos.23 A expressão de enzimas desta família em huma-
nos parece que é uniforme e independente do tipo celular. Embora estas
transferases tenham sido originalmente isoladas de mitocôndrias,31 recen-
tes estudos demonstraram a presença de GST mitocondrial em
peroxissomos.32 A presença de membros desta família de enzimas na
mitocrôndria e nos peroxissomos sugere que elas estariam envolvidas em
processos de detoxificação dos subprodutos da β-oxidação de ácidos
graxos.23 No que se refere às MAPEGs, quatro são as classes (I-IV)
identificadas na natureza.33

Metabolismo de compostos endógenos

Glutationa transferases participam das etapas do catabolismo
de aminoácidos, como fenilalanina e tirosina.34 Estudos in vitro
também mostraram que glutationa transferases (GSTs) são respon-
sáveis pela isomerização do ácido 13-cis-retinóico ao ácido 13-
trans-retinóico.35

Em animais, através de várias etapas, entre elas, reações de oxi-
dação e isomerização, o colesterol (22) é convertido em hormônios
esteroidais, como testosterona e progesterona36 (Figura 8). A
biossíntese destes hormônios envolve a formação de um intermediá-
rio-chave comum, o 3-β-hidróxi-5-pregnen-20-ona (23). A clivagem
da cadeia lateral de 23, seguida da oxidação da hidroxila 3β, fornece
a Δ5-androsten-3,17-diona (24), que, sob a ação da glutationa
transferase citossólica A3-3 (GST A3-3), é convertida ao seu
regioisômero Δ4-androsten-3,17-diona (25), A testosterona (26) é
então obtida a partir de 25, após redução seletiva da carbonila cetônica
presente no anel D. Alternativamente, o intermediário 23 é oxidado
à Δ5-pregnen-3,20-diona (27), e a isomerização da ligação dupla pela
ação da GST A3-3, resultando na produção de progesterona (28).36

A produção de espécies reativas de oxigênio (ROS), como o
ânion superóxido (O

2
-), peróxido de hidrogênio (H

2
O

2
) e radical

hidroxila (HO•), é conseqüência natural da respiração aeróbica. Estas
espécies podem causar danos estruturais a muitas biomoléculas,
como lipídeos de membrana, DNA, proteínas, carboidratos etc. Fe-
lizmente, a célula possui um sistema antioxidante que compreende
as enzimas superóxido dismutase, catalase e glutationa peroxidase,
além de agentes oxidantes como α-tocoferol, ácido ascórbico,
bilirrubina etc.23 A peroxidação de ácidos graxos poliinsaturados
presentes nas membranas celulares resulta na formação de
eletrófilos, como aldeídos e, hidroxialdeídos-, cetoaldeídos-α,β-
insaturados e/ou seus respectivos epóxidos. Alguns destes são alta-
mente genotóxicos,37 e sua formação excessiva pode ser controla-
da pela ação de GSTs.38,39 De fato, foi demonstrado que GSTs pro-
movem a adição conjugada da glutationa (GSH) à acroleína,
crotonaldeído e à outros aldeídos α,β-insaturados que possuem de
6 a 15 átomos de carbono.30 Outros exemplos da atuação de
glutationa transferases na detoxificação de compostos endógenos
incluem a ação de tais enzimas sobre epóxidos derivados do
colesterol, do ácido eicosatrienóico e do ácido esteárico,30 de
aldeídos α,β-insaturados derivados de nucleotídeos e quinonas de-
rivadas da dopamina etc.23

Metabolismo de xenobióticos: detoxificação ou bioativação?

Os seres vivos estão continuamente expostos a compostos quí-
micos naturais e/ou não-naturais a eles estranhos. Estes compostos
são denominados xenobióticos e podem interagir de maneira dele-

Figura 8. Algumas etapas da biossíntese da testosterona (26) e da

progesterona (28)
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téria ao organismo. A detoxificação enzimática de xenobióticos
pode ser classificada em três fases distintas, porém estritamente
relacionadas: fase I, II e III. Nas fases I e II, geralmente se observa
a transformação do xenobiótico em uma espécie que apresenta maior
solubilidade em água, além de uma menor toxicidade. Na fase III,
estes metabólitos são transportados para o exterior da célula e en-
tão excretados. De fato, a fase II do metabolismo de xenobióticos
compreende um importante passo para a eliminação destas espéci-
es do meio celular, podendo em alguns casos envolver a participa-
ção de transportadores. É o caso, por exemplo, dos transportadores
dos conjugados de glutationa/xenobióticos,27 que incluem o trans-
portador de ânions orgânicos multiespecíficos (MOAT),40 e o trans-
portador de adutos glutationa-dinitrofenóis (Dnp-SG ATPase)41,42

dentre outros. A maioria dos processos da fase I é mediada pelas
enzimas citocromo P450 que são responsáveis, principalmente por
reações de oxidação dos xenobióticos.43 As enzimas da fase II
catalisam a conjugação dos xenobióticos (ou de seus metabólitos
oriundos da fase I) com substratos endógenos (geralmente
glutationa, ácido glucurônico e glicina) tornando-os mais solúveis
em água. Quantitativamente a formação de conjugados com a
glutationa é a principal reação observada para muitos xenobióticos
durante a fase II.27 De fato, os níveis celulares (em condições nor-
mais) de glutationa reduzida (GSH) são altamente elevados (~10
mM), indicando que o mecanismo de detoxificação via glutationa
pode representar uma adaptação biológica fundamental para a so-
brevivência e garantia da perpetuação de muitas espécies.44-46 Além
deste mecanismo, a existência de um sistema de co-transporte [GSH
+ xenobiótico] sem o envolvimento do conjugado com a glutationa
foi proposta. Porém, até o presente momento não há evidências
experimentais inequívocas que validem este modelo.47 Alguns exem-
plos da atuação de GSTs em reações de conjugação são apresenta-
dos na Figura 9. O antineoplásico bulsufan (29) é um agente
alquilante empregado no tratamento de quadros crônicos de
leucemia.48,49 Estudos sobre a metabolização do bulsufan (29) de-
monstraram que sua conjugação com a glutationa (GSH) passa pelo
intermediário 30, levando à formação do cátion sulfônio (31), e é o
principal mecanismo de detoxificação celular (Figura 9A). Com-
postos aromáticos derivados do naftaleno 32 (Figura 9B) são alta-
mente tóxicos e carcinogênicos, que podem ser encontrados no
ambiente como produtos da combustão da gasolina. Durante as
etapas de metabolização destes compostos, ocorre a formação de
óxidos de arenos (33 e 34, Figura 9B) que são interceptados pelas
GSTs, formando os álcoois isoméricos 35-38. Neste processo, três
dos quatro possíveis isômeros dos conjugados de glutationa/
naftaleno foram identificados.50 A morfina (39) é um alcalóide uti-
lizado como anestésico e analgésico. A sua metabolização envol-
ve, a princípio, dois possíveis caminhos de oxidação, ambos levan-
do à formação de espécies (aceptores de Michael) altamente sus-
ceptíveis à adição conjugada da glutationa (GSH) (Figura 9C). Um
dos caminhos envolve a participação da morfina 6-desidrogenase
(M6D) na etapa de oxidação, levando à formação da morfinona
40.51 A adição conjugada da glutationa à morfinona 40 fornece o
conjugado 41 que é então excretado do meio celular (Figura 9C).52

O outro caminho envolve as enzimas citocromo P450: a atuação
destas enzimas sobre a morfina 39 produz a quinona 42, que após
adição da glutationa (GSH) fornece o conjugado 43, que é então
excretado.53

Acetaminofenol (49, Tylenol®) é um analgésico popular e “se-
guro” se usado em dosagem apropriada. Porém, o uso de altas doses
pode causar danos renais.54,55 O acetoaminofenol (49) é
metabolizado à iminoquinona (50) através do mecanismo apresen-
tado na Figura 10. Altas concentrações da enzima prostaglandina
H sintase (PGH sintase) são encontradas nos rins e estudos de-

monstram que a atuação desta enzima sobre o acetoaminofenol
(49) é a principal fonte da toxicidade observada neste órgão. Du-
rante a redução da prostaglandina PGG2 à PG2, através da ação da
PGH sintase, pode ocorrer a oxidação do acetaminofenol (38), le-
vando à formação da iminoquinona (50).56 A adição conjugada da
glutationa (GSH) a 50 leva à desativação desta espécie, formando
o aduto 51. Outros exemplos da atuação de glutationa transferases
em processos de detoxificação/ativação celular de xenobióticos estão
devidamente discutidos na literatura.57-65

Como mencionado anteriormente, a atuação das GSTs é uma
importante estratégia de defesa da célula contra xenobióticos. Mas,
quais são os mecanismos de eliminação dos conjugados de glutationa
para fora da célula? Uma vez formados, os conjugados da glutationa/
xenobióticos são reconhecidos por transportadores específicos e
conduzidos para o meio intercelular (Figura 11).27,40,41 No meio
intercelular, os conjugados da glutationa/xenobióticos são clivados
pela ação das enzimas γ-glutamil transpeptidase (γGT) e dipeptidases

Figura 9. Exemplos da atuação de glutationa transferases (GST) na

detoxificação celular de xenobióticos
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presentes na porção externa da membrana celular.66 Alguns autores
referem-se a estas etapas como a fase III do metabolismo de
xenobióticos. A primeira etapa de eliminação dos conjugados da
glutationa envolve a remoção de um resíduo de ácido glutâmico
pela γ-glutamil transpeptidase (γGT). Numa etapa posterior ocorre
a clivagem de um resíduo de glicina por dipeptidases, restando
apenas o resíduo da cisteína ligada ao xenobiótico. O glutamato e a
glicina livres podem ser reabsorvidos pela célula e utilizados na
síntese de glutationa (GSH). O grupo amino do resíduo de cisteína
presente no conjugado cisteína/xenobiótico é acetilado pela ação
de N-acetiltransferases intracelulares para formar o corresponden-
te ácido mercaptúrico, que é conduzido à circulação ou à bile.67

Dependendo das características da porção derivada do xenobiótico
(X), o correspondente ácido mercaptúrico poderá ser diretamente
excretado na urina, ou passar por metabolização para ser elimina-
do.68 É importante observar que as enzimas GSTs fazem parte de
um sistema de defesa integrado, e que a eficiência deste sistema
depende da ação combinada de outras enzimas, como a γ-
glutamilcisteína sintase (γGluCysS) e a glutationa sintase, no sen-
tido de fornecer glutationa, bem como de transportadores que faci-
litem a eliminação dos conjugados de GSH.

Em alguns casos, os conjugados de glutationa/xenobióticos são
mais tóxicos que o próprio xenobiótico. Exemplos deste fenômeno
incluem conjugados de haloalcanos e alil, benzil e feniletil-
isocianatos etc.69-73 Haloalcanos, como o diclorometano (CH

2
Cl

2
),

são altamente genotóxicos, monstrando serem capazes de induzir
câncer de pulmão e de fígado em ratos.74,75 A atividade genotóxica
do diclorometano está relacionada à bioativação deste por glutationa
transferases citossólicas hGSTT1-1 e rGSTT5-5 (Figura 12).70,72,76

A conjugação do diclorometano (CH
2
Cl

2
) ou de outros dialoalcanos

se dá, inicialmente, pela substituição nucleofílica de um dos áto-
mos de cloro por glutationa (GSH), fornecendo o aduto S-
clorometilglutationa (52).77 O aduto S-clorometilglutationa 52 é
instável e reativo,78,79 sendo que evidências diretas de sua formação

só foram possíveis utilizando-se ressonância magnética nuclear de
19F e clorofluorometano (CH

2
ClF) como substrato para as glutationa

transferases (GSTs).80 A interceptação do aduto 52 por nucleofílos
biológicos, como as bases nitrogenadas do DNA, gera inicialmente
o aduto 53, seguida da despurinação do DNA com formação de 54,
podendo levar à morte da célula.

ENZIMAS ENVOLVIDAS NO METABOLISMO DE
GLUTATIONA E SUA CORRELAÇÃO COM O CÂNCER

As glutationa transferases evolutivamente representam um meca-
nismo de defesa da célula, porém também podem ser utilizadas pela
célula na inativação de fármacos, como mencionado anteriormente.81

A resistência celular a múltiplos fármacos (sigla em inglês MDR)
é um processo cujos mecanismos são da mais alta complexidade e
importância.62,82,83 No caso de células tumorais, o termo resistência a
múltiplos fármacos (MDR) é usado para descrever um fenômeno
caracterizado pela capacidade destas células apresentarem uma re-
sistência simultânea a diferentes agentes quimioterápicos estrutu-
ralmente e funcionalmente não-relacionados. De maneira geral, a
MDR pode ser classificada em duas categorias: resistência intrínsica
- manifestada no primeiro ciclo de tratamento e vinculada ao pro-
cesso original de transformação maligna da célula e, resistência ad-
quirida - encontrada após exposição a agentes citotóxicos, possivel-
mente como um resultado da seleção de populações celulares tole-
rantes.82 Entre os vários mecanismos relacionados à resistência ce-
lular a múltiplos fármacos, o sistema enzimático glutationa/glutationa
transferases (GSH/GSTs) é apontado como um dos mais importan-
tes para este fenômeno. Os mecanismos de resistência via sistema
enzimático glutationa/glutationa transferases (GSH/GSTs) envolvem
principalmente: alterações nos níveis de glutationa (GSH) e/ou na
expressão dos genes que codificam as enzimas envolvidas na síntese
de glutationa (GSH); alterações do transporte dos conjugados de
glutationa (aumento da eficiência do transporte dos conjugados como
conseqüência do aumento de glutationa e/ou do aumento da expres-
são dos genes que codificam os transportadores destes conjugado) e/
ou, alterações na expressão dos genes que codificam as glutationa
transferases.83-89 De fato, a expressão dos genes que codificam as
glutationa transferases é usualmente maior em células tumorais que
em não-tumorais.89 Além disso, foi demonstrado que a depleção de
glutationa (GSH) pode aumentar a sensibilidade celular a agentes
alquilantes utilizados como quimioterápicos. Estes resultados res-
saltam a importância do sistema enzimático glutationa/glutationa
transferases (GSH/GSTs) no mecanismo celular de resistência.90,91

Além dos níveis de glutationa (GSH), em muitos tipos de tumor
humano foi observado que a quantidade e o tipo GST são diferentes
e dependem do tipo de tecido.92-94 Uma exceção refere-se à classe Pi
de glutationa transferases (GST P1-1) que parece ser uma “constan-
te” em células tumorais (cólon, pulmão, ovário, mama, estômago,
bexiga, rim, testículo) apresentando-se em altas concentrações (2-4
vezes maior) quando comparadas àquelas encontradas em células
sadias de mesma origem.17,95 A classe Alpha de glutationa transferases
(GSTA) também foi encontrada em altos níveis de expressão gênica
em alguns tipos de tumores, enquanto que a classe Mu (GSTM) oca-
sionalmente se faz presente nos tipos de tumores nos quais as clas-
ses Pi (GSTP) e Alpha (GSTA) estão ausentes ou com baixa expres-
são gênica.93 GSTP1-1 parece estar diretamente relacionada ao de-
senvolvimento de resistência a fármacos, representando uma barrei-
ra para o tratamento adequado de vários tipos de câncer.96-101

Apesar de não se conhecer totalmente o papel do sistema
enzimático glutationa/glutationa transferases (GSH/GSTs) nos varia-
dos mecanismos associados à resistência celular a múltiplos fármacos,
as informações existentes estão permitindo o desenvolvimento de no-Figura 12. Mecanismo de bioativação de diclorometano por (GSTs)

Figura 11. Detoxificação de xenobióticos via ácidos mercaptúricos
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vas estratégias que contornem esta resistência e/ou utilizem destes
mecanismos para o desenho de fármacos mais eficientes.82

A observação de que os níveis da glutationa transferases GSTP1-1
em células de câncer são maiores que aqueles observados em células
não-tumorais de mesma origem foi utilizada para o desenvolvimento de
quimioterápicos.73,94,102 Por exemplo, o TLK286 (Figura 13), um análo-
go da glutationa, é um pró-fármaco que é preferencialmente ativado
pela GSTP1-1. O TLK286 teve seu desenho baseado nos estudos
cristalográficos das glutationas transferases GSTM1a-1103 e GSTP1-1.104

Nestes estudos foi verificado que estas enzimas abstraem o hidrogênio
do grupo sulfidrílico da glutationa (GSH), seu substrato natural, geran-
do um ânion sulfeto que é mais nucleofílico que a própria GSH e, por-
tanto, mais reativo com eletrófilos. Além disso, estes estudos revelaram
que a abstração do hidrogênio sulfidril é feita pelo grupo hidroxila de
um resíduo de tirosina presente no sítio de ligação da glutationa (GSH)
nestas enzimas. Porém, no caso do TLK286, que não apresenta hidro-
gênio sulfidrílico, a atuação da GSTP1-1 leva à abstração do hidrogê-
nio do carbono α à sulfona (Figura 13). A abstração deste, seguida de β-
eliminação, fornece a fosforamida (60) e a vinilssulfona (61) no meio
intracelular.73,94,102 A fosforamida 60 é um agente alquilante de DNA,
responsável pelos efeitos antiproliferativos observados para o TLK286.
O TLK286 mostrou ser clinicamente ativo durante a fase II (atualmente
os estudos clínicos do TLK286 se encontram na fase III) contra células
de câncer de mama, cólon, e pulmão.105 TLK286 também se mostrou
efetivo nos estudos com pacientes que apresentam câncer de ovário re-
sistentes à cisplatina e ao taxol.105

ANÁLISE DE GLUTATIONA E DERIVADOS

Métodos analíticos para quantificar GSH, ou seus precursores e
metabólitos, em várias matrizes biológicas são de extrema impor-
tância e a literatura apresenta uma vasta coletânea destes métodos,
que vêm sendo revistos.106 Ao selecionarmos um método analítico
com este propósito, ele deve ser específico para diferenciar a GSH
de outros tióis presentes nas células e em produtos de
biotransformação, além de separar GSH e GSSG de moléculas inter-
ferentes, presentes em matrizes complexas, como por exemplo, san-
gue total e homogenato de fígado. Os métodos de análise dividem-se
em cromatográficos e não cromatográficos, mas qualquer que seja
ele, o pré-tratamento da amostra é fundamental, incluindo coleta e
preparação da amostra, remoção de proteínas e a derivatização, de-
pendendo da técnica selecionada. Em relação à preparação da amos-
tra, o ponto mais crítico da análise da GSH é a sua auto-oxidação em
pH ~7,107 sendo recomendada a manipulação abaixo deste valor.108

Este procedimento também é importante para dificultar a proteólise
em matrizes biológicas, catalisada pela γ-glutamiltranspeptidase.
Assim, as recomendações gerais são a manutenção do pH abaixo de
7, refrigeração e, quando a matriz é o plasma, a precipitação de pro-
teínas por ácidos é também indicada. O uso de ultrassom não é reco-
mendado, porque provoca hemólise, uma das principais causas de
erro, geralmente na fase de coleta da amostra,109 uma vez que a con-
centração de GSH nas hemácias é muita alta; já a armazenagem à

temperatura ambiente, favorece reações de auto-oxidação e proteólise,
consumindo o substrato GSH e acarretando valores baixos de con-
centração. O uso de catéter para coleta do sangue e o recolhimento
em tubos heparinizados contornam estes problemas.110 Inibidores da
γ-glutamiltransferase e agentes quelantes como a 1,10-fenantrolina
para capturar o íon ferroso, prevenindo reações de oxidação da GSH,
também são utilizados.111 As proteínas presentes em amostras bioló-
gicas devem ser removidas antes da análise, através da precipitação
com ácidos (5-sulfossalicílico, trifluoracético, tricloroacético,
perclórico, metafosfórico),112 ou por solventes orgânicos, dos quais
os mais usados são acetona, acetonitrila e metanol.113 Este último
procedimento é o preferido quando a detecção é por espectrometria
de massas. Uma outra técnica importante é a ultracentrifugação, que
exclui macromoléculas com base nas dimensões dos poros dos fil-
tros.

A ausência de cromóforos fortes e fluoróforos na estrutura da
glutationa torna necessária a derivatização, para aumentar o limite
de detecção. O reagente selecionado para a derivatização deve ser
inerte na matriz, além de proporcionar alta sensibilidade,
especificidade, e dispensar extração com solvente para remover
excesso. Embora a GSH tenha três sítios susceptíveis à
derivatização, apenas os grupos amino e sulfidrila têm sido utiliza-
dos como alvos para estas reações, destacando-se este último.

Introdução de um cromóforo

N-etilmaleiimida (NEM) e análogos, e o ácido monoiodoacético
são freqüentemente empregados com reagentes em reações de
derivatização, fornecendo os tioéteres 62 e 63, respectivamente (Fi-
gura 14). A eficácia do ácido monoiodoacético na proteção da GSH
contra auto-oxidação, foi demonstrada em experimentos com
homogenato de fígado de rato.114 O ácido 5’,5’-ditio-bis-(2-
nitrobenzóico), ou simplesmente, DTNB, ou reagente de Elmann
64,115 é bastante utilizado nas determinações de GSH. O grupo
sulfidrila da glutationa quebra a ligação dissulfeto do DTNB, ge-
rando o aduto GSTN e liberando o ácido 5-mercapto-2-
nitrobenzóico 65, que é detectado em 412 nm.

Introdução de um fluoróforo

Para detecção de fluorescência, ou mesmo para aumentar o li-
mite de detecção UV-Vis, orto-ftalaldeído (66, Figura 15) e
monobromobimano 67 podem ser empregados. O primeiro é o mais
usado, formando adutos fluorescentes de GSH e outros aminotióis.
A adição de um co-reagente, fonte de nitrogênio nucleofílico, leva
à formação de isoindol fluorescente.116 O monobromobimano é um
reagente específico para o grupo sulfidrila, não sendo útil para a
detecção de GSSG. A emissão de fluorescência dos adutos forma-
dos é relativamente alta, sendo detectados mesmo em concentra-
ções muito baixas.117

Figura 13. Mecanismo de bioativação do TLK286 pela glutationa transferase
GTSP1-1

Figura 14. Derivados da GSH com NEM (62), ácido monoiodoacético (63),

e reação da glutationa com o DTNB (64)
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Métodos não-cromatográficos

Dentre estes podemos citar a espectrofotometria, espectro-
fluorimetria e amperometria, que permitem a análise de GSH e
derivados. O fundamento do ensaio espectrofotométrico clássico para
determinação da concentração de glutationa está baseado na reação
cinética de oxidação da GSH a GSSG, promovida pelo DTNB. Para
a determinação da GSSG, é necessário o bloqueio prévio da GSH,
empregando NEM ou vinilpiridina. Este método pode ser utilizado
em várias matrizes biológicas.118 Já o ensaio fluorimétrico é desen-
volvido após a derivatização do grupo sulfidrila da GSH com o
marcador de fluorescência 5-maleimidil-2-(m-metilfenil)-
benzoxazola (MMBP). Este método apresenta seletividade signifi-
cativa para a GSH em detrimento de tióis menores, como a cisteína,
e foi utilizado na determinação de GSH em sangue total humano,
homogenatos de fígado de porco e coração, dispensando um pré-
tratamento para eliminação de interferentes.119 Os métodos
eletroquímicos têm importantes aplicações na análise de amostras,
incluindo-se fluidos biológicos, baseados em diferentes eletrodos.
A literatura apresenta uma discussão substanciada deste método
aplicado à glutationa.120,121

Métodos cromatográficos

Cromatografia em camada fina (CCF)
É possível detectar o derivado fluorescente formado entre GSH e

(5-pentafluorbenzoilamina)-fluoresceína. O aduto formado pode ser
separado do excesso do reagente por CCF, e quantificado por
fluorimetria. O método é bastante seletivo e foi utilizado para detecção
de GSH em extrato de células endoteliais de artéria pulmonar.122

Cromatografia líquida de alta eficiência (CLAE)
É o método mais utilizado, explorando os vários sistemas de

detecção. A fase estacionária geralmente empregada é a ODS
(octadecilsilicagel). Em muitos casos, a cromatografia é em fase
reversa, uma vez que a derivatização com agentes marcadores gera
adutos hidrofóbicos. A acidificação da mistura eluente (metanol-
H

2
O, CH

3
CN-H

2
O, DMF, tampão fosfato pH 3,0, HCO

2
H-H

2
O e

suas combinações em diferentes proporções) é muitas vezes
requerida para minimizar a oxidação da função tiol.123

Em relação aos métodos de detecção, a baixa sensibilidade e
especificidade do UV-Vis levaram à sua substituição por outros mé-
todos. A detecção fluorimétrica é bastante empregada para matrizes
biológicas, que requerem alta sensibilidade. Um outro método, rápi-
do, sensível e que não requer derivatização é a detecção eletroquímica,
usando geralmente eletrodo de Au-Hg.124 O uso de dois eletrodos de
grafite em série permitiu a detecção tanto de GSH (1º eletrodo),
quanto de GSSG (2º eletrodo), em um potencial positivo.125

CLAE em fase reversa e espectrometria de massas por
eletrospray (EM-ESI) tem se mostrado uma interface bastante im-
portante para detecção de GSH e GSSG, considerando a sua sensi-
bilidade e especificidade. O eluente ácido leva à associação destes
peptídeos com o próton, formando íons pseudomoleculares carre-

gados positivamente de massas 308,1 e 613,3 para GSH e GSSG,
respectivamente.

Cromatografia em fase gasosa (CG)
Não é muito utilizada devido à polaridade e alto ponto de ebu-

lição dos compostos. Assim, para análise por CG, a derivatização é
necessária, empregando-se geralmente anidrido trifluoracético126 ou
cloroformiato de etila,127 gerando os correspondentes tioésteres.

Eletroforese capilar (EC)
A separação eletroforética é realizada aplicando-se um campo

elétrico relativamente alto à amostra introduzida em um capilar
contendo um eletrólito apropriado (background electrolyte), per-
mitindo separações eficientes em pouco tempo. Deve-se ter cuida-
do com o pré-tratamento de amostras biológicas, pois as proteínas
são facilmente adsorvidas na parede capilar, afetando o tempo de
migração dos compostos analisados e a resolução. Dentre as princi-
pais características deste método destacam-se o baixo custo, a pos-
sibilidade de se usar solvente polar orgânico ou aquoso, utilizando
volume muito pequeno (nL de amostra e μL de tampão). Na análi-
se de GSH e seus análogos por EC, em matrizes complexas, a
seletividade na separação pode ser alcançada empregando-se zona
livre ou cromatografia eletrocinética micelar, embora a primeira
seja a mais utilizada. Concentrações elevadas de tampão-borato ou
fosfato são requeridas para aumentar a resolução.128 Quanto à
detecção, esta pode ser por fotometria, fluorimetria, eletroquímica
ou por espectrometria de massas.

Paralelamente ao desenvolvimento das tecnologias analíticas,
as determinações de GSH tornam-se mais refinadas, cobrindo pra-
ticamente todas as combinações entre equipamentos analíticos e
sistemas de detecção existentes no mercado, podendo determinar
a glutationa e congêneres em várias matrizes biológicas comple-
xas. Diferentes métodos de CLAE e EC apresentam elevadas sen-
sibilidade e reprodutibilidade, constituindo-se nos principais mé-
todos para investigar variações mínimas no sistema redox envol-
vendo GSH. Erros podem resultar das diversas fases dos procedi-
mentos analíticos, assim como coleta da amostra, processamento
e armazenagem devidos principalmente à auto-oxidação e
proteólise da GSH. Assim, apesar da grande disponibilidade de
métodos e técnicas para as determinações é necessário padroni-
zar os procedimentos na coleta e pré-tratamento das amostras,
para que a formação de artefatos seja minimizada e os resultados
de diferentes análises sejam comparáveis.

PERSPECTIVAS

O conhecimento já estabelecido para o envolvimento da
glutationa (GSH) e suas enzimas nos diversos processos biológicos
a ela relacionada claramente demonstram que a história da GSH
ainda não está a ponto de finalizar. O avanço das técnicas de análi-
se da GSH associadas a proteínas, como é o caso da espectrometria
de massas, e/ou localização da GSH, em suas formas livres ou asso-
ciadas, em órgãos, tecidos e estruturas subcelulares por técnicas
modernas de imagem revelarão muitas oportunidades para o desen-
volvimento de intervenções terapêuticas para tratamento da malá-
ria, câncer e muitas outras doenças que afligem a humanidade.

MATERIAL SUPLEMENTAR

Informações adicionais sobre GO, GPx, GR e GSTs e compo-
sição do sítio ativo das duas últimas, estão disponíveis em http://
quimicanova.sbq.org.br, em forma de arquivo PDF e com acesso
gratuito.

Figura 15. Reagentes utilizados na derivatização da GSH para detecção

por fluorimetria
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