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ANTIOXIDANT SYSTEM INVOLVING THE GLUTATHIONE METABOLIC CYCLE ASSOCIATED

TO ELECTROANALYTICAL METHODS IN THE OXIDATIVE STRESS EVALUATION. The most
relevant advances on the analytical applications of glutathione determination based on glutathione redox
cycle and the antioxidant system are given. The main enzymes that participate of the glutathione
metabolism are thglutathione peroxidasend glutathione reductaseThe glutathione peroxidaséas

a major role in the removal of hydrogen peroxide and lipid peroxides from the cells. These enzymes,
operating in tandem witlcatalase and superoxide dismutaspromote a scavenging of oxyradical
products in tissues minimizing damages caused by these species. Reduced glutathione is the major
intracellular thiol found in mammals and changes in the glutathione concentration in biological fluids
or tissues may provide a useful marker in certain disorders like hemolytic anemia, myocardial oxidative
stress and in the investigation of some kinds of cancers. Particular attention is devoted to the main
advantages supplied by biosensors in which there is an incorporation of bioactive materials for the
glutathione determination. The correlation between stability and sensitivity of some reduced glutathione
electrochemical sensors is discussed.

Keywords: glutathione; electroanalysis; bioelectrochemistry; oxidative stress.

INTRODUCAO que a diminuicdo observada nos niveis de GSH correlacionava-
se com a progresséo da AIDS devido ao tratamento com dro-
A incidéncia de doencas relacionadas a processogas oxidantes como o NAC, inibindo a replicagdo do virus.
cancerigenos no organismo, envolvendo a formacéo de espéci- As membranas celulares e intracelulares, que possuem gran-
es reativas de oxigénio tais como peroxido de hidrogénio e @es quantidades de acidos graxos polinsaturados, sdo um im-
radical hidroxila, vem merecendo especial aten¢éo nos ultimogortante alvo para o ataque de radicais livres. Espécies
anos. Existe uma importante correlagdo entre os niveis de glyadicalares provenientes do oxigénio podem estar envolvidas
tationa em sua forma reduzida e os mecanismos enzimaticasm processos patolégicos ou associadas com exercicios fisicos
de defesa. Esta observagdo tem promovido uma série de estyrolongados, causando um estresse oxidativo dos fosfolipideos,
dos clinicos sobre a interdependéncia entre o aumento dos rgroteinas e acido desoxirribonucléico (DNA) das membranas
veis de glutationa no plasma sangtiineo e doengas cancerigenagulares®. Assim, um importante sistema de defesa enzimatico
em determinados 6rgaos vitais como rins e pulhbes contra 0 aumento de radicais livres, envolve a enzjltati-
Glutationa, um tripeptideoHL-glutamil-L-cisteinil-glicina),  ona peroxidas¥ (GSH-Px), encontrada em muitos tecidos de
existe no organismo em suas formas reduzida (GSH) e oxidadgrigem animal. Em trabalhos recerfe¥ foram reportadas as
(GSSG), atuando direta ou indiretamente em muitos processageterminagdes dos principais parametros cinéticos de GSH-Px,
biolégicos importantes, incluindo a sintese de proteinas, metgropondo mecanismos cataliticos de funcionamento desta
bolismo e protecdo celufarEm particular, problemas na sin- enzima envolvendo seus principais substratos, glutationa e
tese e metabolismo da glutationa estdo associados a algumgéréxido de hidrogénio. Quatro diferentes tipos de glutationa
doencas, nas quais os niveis de glutationa e das enzimas dgéroxidases sdo conhecidas, dentre as qudisstlipideo
atuam no seu metabolismo podem ser bastante significativosidroperéxido glutationa peroxidaséPHGSH-Px) também
no diagndstico de alguns tipos de cancer, bem como em outragnsegue promover a redugédo de hidroperéxidos a partir de
doengas relacionadas ao estresse oxid4tivo complexos lipidicos como colesterol, mesmo quando os
Mudangas na concentracdo deste tripeptideo podem ser uperéxidos estdo presentes na membrana céfular
indicador Gtil em certas desordens fisiologicas como anemias Glutationa peroxidasedescrita inicialmente por Milt§ em
causadas por infecgdo ou seguidas pela administracdo de algu957, ndo tem sido encontrada em plantas superiores ou bac-
mas drogas oxidantésno monitoramento da eficacia de al- térias. A atividade enzimatica de GSH-Px é um dos meios de
guns tratamentos usando N-acetil-L-cisteina (NAC) durante @ontrole do organismo dos niveis de perdxido de hidrogénio e
metabolismo do paracetarfipho tratamento de pacientes com hidroperéxidos lipidicos, oriundos do ataque de espécies
artrite reumatroéide na investigagéo do estresse oxidativo doradicalare¥'’. A enzima glutationa peroxidasepossui uma
miocardid®. Ha alguns anos, foi reportado o abaixamento doscaracteristica importante, apresentando um residuo de cisteina
niveis de GSH em hemécias e plasma de pessoas infectadgsntendo selénio covalentemente ligado ao restante da enzima.
com o virus da imunodeficiéncia (HIV-1) associado a sindromep selénio foi caracterizado como um componente essencial da
da imunodeficiéncia adquirida (AIDS). Os autdfesugerem  enzimd® em 1973 e a forma do selénio na enzima, presente
em figado de rato, foi identificada em 1978 como uma
selenocisteind. A deficiéncia de selénio no organismo, um
* E-mail: nelci@fcm.unicamp.br nutriente essencial, apresenta uma diminuicdo na atividade
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desta enzima em sua forma reduzida, e tem sido associada cditos dependentes das mesmas possam ocorrer em um nivel ade-

alteracBes no metabolismo celdfs#: Em um trabalho recen-

quado para a manutencéo da fisiologia das céfulas

te??, foi determinada a distribuicdo de selénio em plasma hu- O desequilibrio entre a formacdo e a remocédo dos radicais
mano por cromatografia liquida, onde as maiores fracdes destres no organismo, decorrente da diminuicdo dos antioxidan-
elemento encontram-se associadas junto a enzima GSH-Pxtes endégenos ou do aumento da geracao de espécies oxidantes,
albumina. Neste sentido, um controle dos niveis de glutationgera um estado pré-oxidante que favorece a ocorréncia de le-

(GSH) torna-se importante, j& que niveis normais de €%H
células de mamiferdsestdo na faixa de 0,5 a 10 mmot.L
Outra enzima que age conjuntamente caglutationa peroxi-

sdes oxidativas em macromoléculas e estruturas celulares, inclu-
sive podendo resultar na morte celtiaf. Este tipo de leséo
oxidativa é definida como estresse oxidativo, que segund¥,Sies

daseé a enzimaylutationa redutase(GR). Esta enzima n&o age designa uma condicdo na qual ocorre um desequilibrio entre as
diretamente na remocdo de espécies radicalares, porém é respopncentracdes de espécies pro e antioxidantes.

savel pela regeneracdo da glutationa a sua forma reduzida (GSH) Em muitas doencas a natureza da espécie radicalar que
na presenca de nicotinamida adenina dinucleotideo fosfatamplifica a lesdo priméaria ndo é conhecida. Desta forma, tor-

(NADPH), tendo como objetivo impedir a paralisagdo do ciclona-se dificil o planejamento correto da utilizacdo de farmacos

metabdlico da glutatiodgFigura 1). Assim, alguns trabalhos tém com propriedades antioxidantes que eliminem diretamente o
sido desenvolvidos para determinagdo destas enzimas tanto eadical livre, impedindo sua reagdo com alvos celulares ou

tecidos celulares como no plasma sangiffio
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interrompendo as cadeias radicalares e assim, evitando a pro-
pagacdo das lesdes provocadas por esses ratlicdiempre-
go adequado destes farmacos e das estratégias terapéuticas
dependem de diversos fatores, tais como: entendimento dos
processos dependentes dos radicais livres envolvidos na
fisiopatologia de diversas doencas, identificacdo das fontes
celulares geradoras das espécies radicalares potencialmente
toxicas, identificacdo dos compostos que possam atuar como
antioxidantes, bem como a sua distribuicdo nos tecidos, loca-
lizagdo subcelular e mecanismo de d¢4®

Neste contexto, os dois principais meios de defesa antioxi-
dantes no organismo podem ser divididos em dois grupos,
enziméticos e ndo enzimaticos. Os sistemas enzimaticos envol-
vem as enzimas do ciclo redox da glutationa, particularmente
a glutationa peroxidase Estudos demonstraram também que
outras enzimas antioxidantes, corgtutationa redutasee
glicose-6-fosfato-dehidrogenasapresentaram propriedades
protetoras similares glutationa peroxidasé=° Outros siste-
mas enzimaticos de defesa antioxidantes operando em conjun-
to com as enzimas citadas anteriormente inclueparoxido
dismutasgSOD), dependente de €ue Zrf* como cofatores,
onde ocorre a dismutacdo do radical superéxido em peréxido
de hidrogénio e oxigénio (Eg. 1), bem comeatalase que
converte peroxido de hidrogénio em agua e oxigénio molecular

Figura 1. Interconversdo de glutationa nas suas formas reduzida Nas hemacids(Eq. 2):
(GSH) e oxidada (GSSG) pela agdo das enzimas glutationa peroxidase
(GSH-Px), glutationa oxidase (GO) e glutationa redutase {GR)

SISTEMAS DE DEFESA ANTIOXIDANTE

20;" +2H* gu;@;ﬁ; H;0,+0, (1)
2H,0, O 4%, 2H,0+ 0, (2)

Glutationa e as enzimas que fazem parte do ciclo catalitico
deste peptideo, apresentam associa¢Bes com alteragBes dosMuitas das reacdes radicalares prejudiciaisivo sao evi-
estados antioxidantes e com o aumento do estresse oxidativiadas ou modificadas pela acdo de agentes inibidores ou anti-
Estas alteragfes implicam em lesdes de DNA gerando procesxidantes. Por exemplo, no caso de superoxidos, a e's0ba
sos pré-mutagénicos e podendo levar, em alguns casos, age como agente de defesa contra esta espécie, enquanto as
cancef’%C Desta forma, a quantificacdo de glutationa podeenzimascatalasee peroxidaseatuam sobre }D..

indicar uma possivel correlagdo entre a diminuicdo das ativi-
dades de enzimas antioxidantes, congludationa peroxidase

Héa ainda a protecdo ndo enzimatica por pequenas molécu-
las, dentre as quais as mais utilizadas estdo as vitaminas E

e 0 aumento nos niveis de bases de DNA lesadas devido da-tocoferol) e C (4cido L-ascérbico). A vitamina E é uma
dano oxidativo, comprovando a hipotese de que reagdes queolécula lipossolivel e tende a se concentrar no interior das
levam a formacao de radicais livres podem aumentar a quantmembranas, agindo sinergisticamente com ascorbato. Ambos
dade de células maligrnis?
A presenca de radicais livres tém sido correlacionada connviabilizando o processo de lipoperoxidat&®s carotendides
um grande numero de doencas, indicando que estas espécidsstacam-se também como agentes antioxidantes, dentre os
ndo tém um papel etiolégico na grande maioria dos estadoguais a pré-vitamina Aptcaroteno), pigmento responsavel pela
patolégicos, mas que participam diretamente dos mecanismasr caracteristica da cenoura, é o carotendide mais abundante
fisiopatologicos que determinam a continuidade e as complicae de maior atividade. Estudos recentes indicam uma possivel

cbes presentes nestes proce$sos

os radicais tocoferol e hidroascorbil ndo sdo muito reativos

atividade anti-cancerigena dd&caroteno, sendo usado como

As espécies radicalares estdo envolvidas nos mecanismos derante e antioxidante em alimen‘l?)sEspecificamente, o)
reacdes inflamatdrias ou atuam como segundos mensageiros pgearoteno exibe uma boa capacidade de captura de radicais

manter diversas funcdes celul&@fe, Assim, o equilibrio entre

livres somente a pressfes parciais normais de oxigénio no ar,

a formacéo e a remogdo de espécies radicalares no organismomumente encontrada na maior parte dos tecidos bioldgicos
deve ser regulado de forma que as reacdes e processos metabOb condicdes fisiologic&s
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RADICAIS LIVRES E AS ESPECIES fagocitaric®38
REATIVAS DE OXIGENIO Assim, com o surgimento da teoria da toxicidade dos radi-
cais livres de oxigénio por volta dos anos 60, aumentou o inte-
Define-se como radical livre toda espécie que possui um otiesse dos pesquisadores sobre a agao principal das peroxidases,
mais elétrons desemparelhados. O elétron livre, que caracterfiue se constituem numa grande variedade de enzimas, cuja prin-
za o radical livre, pode estar centrado em um atomo de hidrocipal fungdo é proporcionar a defesa essencial contra espécies
génio, oxigénio, nitrogénio, carbono, enxofre ou atomos deativadas de oxigénio formadas durante o processo metabdlico
metais de transicdo. Na natureza existémas importantes normal, particularmente pelas células aeroBfcds Atualmen-
substancias que podem gerar radicais livres, o oxigénio née, 0 principal foco das pesquisas relacionadas aos radicais li-
estado fundamental @D e o 6xido nitrico (NO), que ocorre Vres, € a caracterizagdo das enzimas reguladoras e seus respec-
como poluente atmosférico, mas que também é sintetizado elivos substratos referentes aos sistemas de defesa antioxidantes
diversas células e atualmente é identificado coméator  dentro de suas fungGes metabdlicas.
relaxante dependente do endot#lit e um importante
vasodilatadoP. Reaces de importancia bioquimica de METODOS PARA DETERMINACAO DE GLUTATIONA
monodxido de nitrogénio envolvem a formacao de complexosASSOCIADOS AO ESTRESSE OXIDATIVO
nitrosilicos com heme-proteinas, compostos nitrosotiolicos
(cisteina e glutationa) e de peroxinitrito. O peroxinitrito pro- A resisténcia de muitas células contra o estresse oxidativo esta
move a oxidag&o de grupos tiélicos, em particular a glutationa@ssociada com elevados niveis intracelulares de glutationa em sua
associado com o consumo de oxigénio e regulando sua acderma reduzida. O estresse oxidativo pode causar mudangas no
radicalar nas células do organisifit® estado redox da glutationa aumentando a liberagdo de glutationa
Pelo fato da molécula de oxigénio ser birradical (possuir ~ oxidada (dissulfeto) no organismo. Assim, alguns estudos tém
dois elétrons livres nos orbitaisaptiligantes), o oxigénio reage direcionado o interesse no monitoramento de glutationa em amos-
preferencialmente com moléculas de configuracdo eletronic&as biolégicas com o propésito de estudar-se a patologia de algu-
semelhante. Como maioria das biomoléculas ndo sdo bi-radi- mas doencas relacionadas ao estresse oxiflativo
cais, possuindo grande nimero de ligacbes covalentes, o oxigé- Atualmente existem diferentes métodos analiticos utilizados na
nio fica impedido (por restricdo de “spin”) de reagir com asdeterminacdo de glutationa procurando correlacionar os niveis
mesmasgvitando assim que alvos celulares importantes sejanglesse importante tripeptideo e enzimas que fazem parte deste ci-
lesado®®”. No entanto, o oxigénio pode dar origendigersas  clo metabélico com o sistema antioxidante. Na avaliagdo do
espécies reativas, seja por absorgdo de energia ou por transfstresse oxidativo pode-se estudar as variacdes das concentracoes
réncia de elétrons. Na forma de oxigénio singlete a restricio déas principais enzimas e substratos do ciclo catalitico da glutati-
“spin” desaparece, conferindo-lhe um maior poder oxidante. 0Na, porém esta ndo € uma tarefa simples, devido ao fato de
Uma outra via de formac&o de espécies reativas de oxigénigaver muitas interacoes quimicas entre estas espécies. Na pratica
(EROs) — oxidantes de maior importancia biolégica — consiste® que se faz € tentar estabelecer algumas substancias indicadoras
na reducéo unieletrdnica do oxigénio & agua, na qual a entradgsociadas ao estresse oxidativo e, cujas concentragdes no orga-
de 4 elétrons na molécula de oxigénio promove o aparecimerfiisSmo, possam ser relevantes ao diagndstico clinico.
to do radical superoxido ¢(0), peroxido de hidrogénio (3D,) Neste trabalho procurou-se relacionar diferentes metodologias
e do radical hidroxila (OH), intermediarios parcialmente re- analiticas empregadas particularmente na determinacdo de glutati-
duzidos do oxigénio molecular, conforme o esqu¥maostra- ona em sua forma reduzida, devido a importancia fisiolégica des-

do na Eq. 3: te tripeptideo na manutencéo do metabolismo antioxidante.
Na literatura, os métodos mais empregados para determinacao
O, —p O —p H,O0p —p HO* —p H,0 3) de glutationa sdo baseados em cromatografia liquida de alta efici-

éncia (HPLC) com deteccédo espectrofluoriméficd ou

O principal problema é que 0,6, atravessa facilmente as eletroquimic&’%2 A maioria destes métodos cromatograficos
membranas celulares e ao receber mais um elétron, normalmeenvolvem a derivatizagdo da glutationa com agentes seletivos para
te proveniente do ferrou do cobre, origina o radical hidroxila. tiis entre os quais os mais usados s&eftaldialdeido (OPA) e
Este Ultimo é, entre as espécies radicalares conhecidas, uma dasnono-bromobimano (m-BBr). Entretanto, ti6is reagem néo se-
mais reativas, pois necessita somente de mais um elétron paralsévamente com ambos os reagentes sendo necessario aplicar-se
estabilizar. Estas espécies reativas de oxigénio para se estabiécnicas de separagdo para evitar ou minimizar possiveis interfe-
zarem devem doar ou receber elétrons de uma ou outra molécténcias. Mais recentemente, tem aumentado o interesse em
la, tornando esta Ultima uma espécie também radicalar e a coeletroforese capilar para andlise de tiéis com detecgdo feita por
sequéncia disto é a oxidacdo dos fosfolipidios de membranasspectrofotometria UV a baixos comprimentos de ®onhdapor
celulares e subcelulares, do DNA, e das prot&inas fluorescéncia induzida por laser apds derivatizacéo da affostra

Portanto, a toxicidade do oxigénio, em praticamente todas Os métodos oficia?s:®® aceitos para determinagéo de gluta-
as células aerobias, decorre da formagdo de EROs que podainnaincluem a titulagdo iodimétrica e a polarografia empre-
interagir com diversas biomoléculas, com o objetivo de se esgando eletrodo gotejante de mercirio, monitorando-se a oxida-
tabilizarem lesando diferentes estruturas celufdPr8sEm con-  ¢édo do residuo de cisteina presente na molécula de glutationa.
dicbes normais, a concentragdo destas espécies dentro das ©ependendo do tipo de matriz na qual a amostra é determina-
lulas é extremamente baixa pelo fato de existirem enzimasla, pode haver problemas de interferéncias devido a outras
antioxidantes que as removem, ou impedem sua formacg&aspécies com comportamento redox similar e assim, estes mé-
Estes radicais tendem a ser eliminados do organismo pelo comedos sdo mais recomendados para o controle de pureza de
junto das enzimaglutationa peroxidaseglutationa redutase  glutationa em farmacos.
superoxido dismutase pelacatalasé. Alguns métodos espectroanaliticos também vém sendo de-

As principais fontes enddgenas geradoras de espéciesenvolvidos na determinagdo de glutationa, onde a amostra é
reativas de oxigénio incluem as mitocondrias e a atividade deonvertida ou em um complexo colorido empregando-se para

algumas enzimas comoantina oxidasg citocromo P450-  isso substancias cromogénita® ou por meio de adutos com
oxidase monoaminooxidasess enzimas envolvidas na via de propriedades espectrofluorimétriéd® Neste dltimo caso, os
producdo de prostaglandinas e tromboxanos HADPH- agentes mais empregados na reacdo com a glutationa sé&o o

oxidaseda membrana plasmética de macr6fagos, que produOPA e o m-BBr (Figura 2), muito utilizados em etapas de
zem uma grande quantidade de EROs em resposta ao estimulerivatizacdo da amostra nos métodos cromatograficos.
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0] Algumas reacdes redox de proteinas tém sido alvos de in-
vestigacles eletroanaliticas utilizadas num esforgo para tentar

o o
H . . ~ .
P LA _o PN | _0 elucidar os mecanismos de transferéncia de elé’ﬁcm_sde-
Ho,c” TN cvo o MoCT R senvolver novos hiossensores eletroquiniic®s O mecanismo
" + @i > de transferéncia de elétrons heterogéneo tem sido estabelecido
'

CHO para algumas familias de enzimas, entre estas para heme-prote-

Hy COH CoaN fnas e flavoenzimd$®. De outra forma, poucos estudos
L-Glutationa reduzida o Ftaldialdeido P eletroquimicos voltados para seleno-proteinas, comglatatio-
(GSH) (oPA) na peroxidasgtém sido apresentados para conseguir-se enten-

) der o mecanismo de bioeletrocatalise desta erfzifia
o Como proposto na literatf®, o mecanismo catalitico da

A Y, A Vi glutationa peroxidasenvolve esta enzima no estado reduzido
Ha N CHs -HBr  Ha N ChHs reagindo como selenolato (Ez-5eom o hidroperéxido, resul-
GsH  + N by — Ny g " o P ; A .
N N tando em um derivado do &cido selénico. O hidroperéxido é
Ha Br Hs SG

reduzido ao alcool correspondente (Ez-SeOH) e em uma rea-
L-Glutationa reduzida mono-Bromobimano Aduto GSB Qéo de duas etapas com g|UtatI0na (GSH) e atr:j;lves da forma
(m-BBr) selenossulfeto (Ez-SeSG), o selenol reduzido é regenerado,
Figura 2. Esquemas de diferentes reacées de derivatizacio para gluconforme o esquema mostrado na Figura 3.
tationa empregando reagentes seletivos para determinagao
espectrofluorimétrica de tidis: (I) OPA (II) m-BBr.
H* +GSSH EzSe ROOH+H *

Os métodos eletroquimicos tradicionalmente tém encontrado
importantes aplicagfes em andlises de amostras e em sinteses
organicas e inorganicas. Neste sentido, a propria superficie do
eletrodo de trabalho pode ser uma ferramenta muito Util em tais T ?f\\es,*

ROH

[Ez-SeH-GSSG] Ez-SeOH

aplicacBe8-"2 Alternativamente aos eletrodos convencionais tais
como Au, Hg e Pt, o carbono em suas diferentes formas € um

: e [Ez-Se-SG-GSH] [Ez-SeOH-GSH]
sensor base preferido para verificar-se o comportamento redox de

diferentes substancias” Fluidos biolégicos sdo melhor analisa- /<

dos utilizando-se eletrodos de carbono quimicamente modifica- GsH Ez-Se-SG H20

dos®e tambem qletrodos a base de pasta de: cdffdnBecen- Figura 3. Mecanismo catalitico da seleno-enzima glutationa peroxi-
temente, foi publicada uma importante revi&mbre eletrodos  yoqe sobre a glutationa em sua forma reduzida.
descartaveis fabricados pelo processo de “screen-printed” em
eletroanalitica, descrevendo alguns sensores para glutationa.
Uma variedade de métodos eletroquimicos tém sido desen- Entretanto, os varios estados de oxidagdo desta enzima durante
volvidas para a detecgdo de glutationa. Assim, tem sido relatas processo enzimatico ndo foram conclusivamente identifitddos
dos na literatura métodos baseados em eletrodos de méfcdrio Para fins analiticos, poucos sensores eletroquimicos para
como também a oxidagdo direta de glutationa (GSH) em eleglutationa foram desenvolvidos até o momento, empregando-
trodos de carbono, porém com o inconveniente de potenciaise para isto um material biocatalitico imobilizado sobre um
de trabalho elevad®$ No sentido de diminuir-se os potenci- sensor base (biossensor) ou em reatores aplicados & sistemas
ais na determinacéo eletroquimica direta de GSH, eletrodos d#e andlise por injecdo em fluxo (FIA).
carbono quimicamente modificados com mediadores de elé- Apenas um sensor potenciométrico usado na determinacao
trons tém sido avaliados, no intuito de minimizar possiveisenziméatica de glutationa foi reportado na literattftaEste
interferentes principalmente em amostras bioldgicas. Um memétodo, utilizando a enzimglutationa transferasgGST), é
diador de elétrons € uma substéncia de baixa massa moleculdaseado na capacidade desta enzima em promover a associa-
com propriedades redox que, numa primeira etapa, interagedo de glutationa (GSH) com metabdlitos potencialmente peri-
com o substrato ou produto de uma determinada reagéo e, ent§osos para os seres vivos, permitindo assim a excrecdo destas
difunde-se até a superficie do eletrodo de trabalho, onde sofreubstancias nocivas a salde. O substrato normalmente usado
uma transferéncia de elétrons rapida sob um potencial substapara detectar glutationa empregando esta técnica é o 1-cloro-
cialmente menor aquele necesséario para a eletrooxidacdo @j4-dinitrobenzeno, que se associa com GSH liberando em
reducdo de um analfth solugdo ions He CI, que podem ser monitorados indireta-
Neste sentido, eletrodos de carbono quimicamente modifimente com o auxilio de eletrodos ion-seletivos (Figura 4).
cados com ftalocianina de cob&f8® foram empregados na
eletrooxidagdo de GSH. GSH e cisteina foram eletrocatalitica-

mente oxidadas em eletrodos de grafite modificados com c GS
tetracianop-quinodimetanotetrahidro-fulvaleno e 1,1-dimetil- NO, NO,
ferrocend*. Derivados de ruténio (I8¢ também foram em- GSH 4+ - + oo+

pregados em algumas determinac¢des voltamétricas como medi-
adores de elétrons na deteccdo de tidis incluindo a glutationa.

Reac6es enzimaticas tém sido descritas tanto na determina- _
cdo de glutationa como também de hidroperdxidos. ParaClttationa . - . 4dinitrobenzeno Aduto Glutationa-

NO, NO>

- . . (reduzida) 2,4-dinitrobenzeno
exemplificar, algumas enzimas que foram usadas para tais ana-
lises incluemglutationa peroxidas®®® “horseradish” peroxi-  Figura 4. Reag&o utilizada na determinag&o potenciométrica de glu-

dasé® e ciclooxigenas®. Citocromo &' e microperoxidas® tationa reduzida envolvendo 1-cloro-2,4-dinitrobenzeno e a enzima
tém sido aplicadas na deteccdo de hidroperdxidos poplutationa transferase.

quimiluminescéncia combinada com HPLC. Das enzimas cita-

das, glutationa peroxidaseque tem elevada seletividade para  Este método potenciométrico permite a detec¢do de glutatio-
hidroperoxidos, tem sido empregada mais no intuito de determina em niveis de 1,0 x 0a 1,0 x 1¢ mol L, com um coe-
nar-se glutationa em matrizes biol6gicas de interesse cfinico ficiente angular de Nernst de 52,0 mV, mostrando-se como um
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método alternativo e simples na determinacdo de glutationa eBIOSSENSORES PARA GLUTATIONA

amostras biolégicas, porém com o inconveniente de se utilizar a

enzima em sua forma sollvel e que, em muitos casos, néo seria Os biossensores enzimaticos vém sendo empregados em um

vidvel economicamente para anélises clinicas rotineiras. grande nimero de determinagdes analiticas, principalmente em

Mori et all% descrevem a determinacdo enziméatica ndo deandlises clinicas. A taxa de glicose, informagédo vital ao con-

glutationa, mas de hidroperéxidos, envolvendo a imobilizagadrole da diabete, €, sem dlvida, a principal aplicagdo comerci-

de glutationa peroxidas&om glutaraldeido e N-(2-aminoetil)- al, embora outros dispositivos similares venham sendo usados

3-aminopropila suportados em esferas de vidro (“glass beads”para analise de uréia, acido drico, colesterol, oxalato,

Um sistema em fluxo com deteccdo espectrofotométrica é uticreatinina, lisina, lactato, e cisteina, entre os principais

lizado para monitorar-se diferentes hidroperéxidos como cometabdlitos, cuja concentracdo plasmatica, tecidual ou urinaria

substratos da glutationa, empregando-se como substanckgja relevante ao diagnostico clinftb'®2

cromogénica o acido 5,5'-ditio-bis-(2-nitrobenzéico), DTNB. No caso de glutationa, alguns biossensores foram desenvol-

A quantidade de hidroperéxidos é medida indiretamente pel&idos ao longo dos dltimos anos utilizando diferentes sistemas

diminuicdo da quantidade de GSH, avaliada pela diminuicidransdutores (Tabela 2) associados a algumas técnicas de

da absorbancia a 412 nm, resultante da reacdo de glutatiofgteccdo analiticas.

com DTNB que gera o acido 2-nitro-5-mercapto-benzéico Trés metodologias baseadas na utilizag&oghigationa

(TNB) de coloracdo amarela (Figura 5). oxidase(GO) foram desenvolvidas para quantificacdo de glu-
tationa, utilizando-se transdutores entalpimétrithe ampero-
métricos®”1%¢ nos quais a enzima foi adequadamente imobili-

GSSQNOZ zada. A enzima GO catalisa a reagdo de oxidagdo de GSH na
COOH ; presenca de oxigénio molecular (Figura 1) produzindo glutati-
COOH ona na forma oxidada (GSSG) e peroxido de hidrogénio
s NO; _ AdutoGlutationa- (H20,). Assim, a determinagdo de glutationa pode ser feita
GSH + | G 2'”'"°'5('{3"§rT°§§;°‘be"Z°‘°° amperometricamente pela medida do consumo de oxigénio ou
S N aumento de bBD, em solugdo. No caso da técnica
QNOZ COOH entalpimétrica uma segunda enziroatalase é empregada para
COOH a subsequente decomposi¢do dgOH (reacdo exotérmica),
HS NO; podendo ser detectado pelo uso de um termistor.
L-Glutationa  &c. 5,5ditiobis(2-nitrobenzéico) 4c. 2-nitro-5-mercapto-benzéico Hua et al!% descrevem a determinacdo enzimatica de glu-
{reduzida) (DTNB) (TNB) tationa empregandglutationa peroxidaseémobilizada sobre

Figura 5. Reagdo entre glutationa reduzida e DTNB (reagente deUma camada de resina perfluorada derivada de acido sulfonico
Ellman) para a determinacdo de hidroperéxidos empregando a(Nafion™) diretamente sobre eletrodo de carbono vitreo. Em
enzima glutationa peroxidase. pH 7, com uma camada de Nafion sobre o eletrodo sem a
enzima, o pico de oxidagdo devido a GSH ocorre, mesmo com
. o o a adicdo de pD, a solugcdo contendo GSH. Porém, quanto
Alguns hidroper6xidos, comuns em amostras bioldgicas €mais HO, é adicionado, um pico correspondente a este apare-

associados com os sistemas de defesa antioxidantes do orggs 5 + 0,83 Vvs. eletrodo de calomelano saturado (ECS)

nismo, foram determinados por este método mostrando difeénquanto o pico de GSH permanece constante. No caso do

rentes faixas lineares de calibracdo (Tabela 1), onde peroxidgieirodo contendo Nafion mais a enzima, o pico devido a GSH
de hidrogénio,t-butil-hidroperéxido e cumeno-hidroperéxido diminui drasticamente com a adigdo dgObla solugdo e, com

! . 2. . ) % adicdo de mais peroxido, o pico de GSH desaparece e come-
xidos derivados de acidos graxos, linoleato e linolenato. O%a a aparecer um pico de oxidacio do proprio peréxido. As-

|1ImlteS de deteccéo encontram-se na faixa de 0,2 a 0,5 "mol lgjr, “o5 autores sugerem que esta reagdo enzimatica, monitorada
, exceto para metil-linolenato que apresentou baixa reatmdadsem consumo de peréxido de hidrogénio, pode ser um meio

no processo enzimatico. de se determinar indiretamente a concentracdo de GSH em
solucao, contribuindo ao mesmo tempo para um melhor enten-

Tabela 1. Faixas @ resposta lineares e limites de detecgaodimento do mecanismo de reacéo. )
para alguns hidroperéxidos determinados espectrofotometrica- Mais recentemente dois biossensores para glutationa empre-

mente com glutationa peroxidd$e gando ftalocianina de cobalto como mediador de elétrons fo-
- — — — ram desenvolvidd$®!!! E possivel observar (Tabela 2) a di-
Hidroperoxido Faixa ||n1ear L|m|te~de minuicdo dos potenciais redox necessarios a eletrocatélise de
(R-OOH) (amol L) detecgfalo glutationa, podendo-se usar estes biossensores na andlise de
R= (nmol L) amostras mais complexas, devido a interferéncia causada pela
H- 6 — 100 0,3 presenca de outras espécies eletroativas, quando presentes, a
t-butil- 4 — 100 0,2 potenciais mais elevados.
Cumeno- 10 — 100 0,5 .
Linoleato- 6 — 100 0,3 CONCLUSOES E PERPECTIVAS FUTURAS
Linolenato- 6 — 100 0,3 ) . . ) )
Metil-linolenato- 16 — 100 08 As propriedades multifuncionais da glutationa estéo refleti-

das num interesse crescente desta molécula como parte inte-
grante de investigacdes as mais diversas, incluindo mecanis-
A quantificacdo de hidroperéxidos organicos pode ser tammos enzimaticos de regulagdo antioxidante, biossintese de
bém util no diagnostico de alguns processos de lipoperoxidagdmacromoléculas, cancer, toxicidade devido a oxigenoterapia
de membranas celulares, DNA e proteinas. Normalmente, ogrolongada e mais recentemente associacées com lesdes
organismos vivos possuem mecanismos de defesa eficientexidativas em DNA.
contra a acdo de espécies reativas de oxigénio, porém toda vezUm dos papéis do ciclo redox da glutationa e enzimas que
que houver um desequilibrio entre a producéo de hidroperéxicompde seu metabolismo é o de manter os niveis de hidrope-
dos e os sistemas de defesa, estara estabelecido também wubwidos lipidicos a niveis controlados, para evitar danos celu-
estresse oxidativd, lares provenientes do ataque desses radicais.
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Tabela 2. Dados comparativos mostrando diferentes sensores utilizando material biocatalitico imobilizado, empregados na deter-
minagdo de glutationa nos ultimos anos.

Transdutor Método de imobilizacao Faixa linear Amostra Estabilidade Ref.
enzimética (mol [}) (dias)

Entalpimétrico - co-imobilizagéo de 50 x4@ n.d. 7 106
glutationa oxidasee 1,0 x 1%

catalase com SAB sobre
oxirano-acrilico (Eupergit-C)

aplicado & FIR
Amperométrico - imobilizagdo covalente de 5,0 X°18 n.d. 6 107
(0,70 V vs. Ag/AgCl) glutationa oxidasecom 1,0 x 16

SAB sobre Eupergit-C

aplicado a FIA
Amperométrico - imobilizagdo covalente de 1,0 X510 Eritrocitos n.d. 108
(-0,68 V vs. Ag/AgCl) glutationa oxidaseem 1,0 x 16 hemolizados

membrana de Immobilon-AY
sobre eletrodo de oxigénio

tipo Clark
Voltamétrico - imobilizacdo deglutationa n.d. n.d. n.d. 109
(0,55 Vvs. ECS) peroxidaseem filme de NafioH

sobre eletrodo de carbono vitreo
Amperométrico - imobilizacdo dglutationa 1,0 x 10° a n.d. 10 110
(0,25 Vvs. ECS) peroxidaseem pasta de carbono 5,0 x310

(“screen-printed”) contendo
ftalocianina de cobalto
como mediador

Amperométrico - imobiliza¢@o dglutationa 1,0 x 10° a n.d. n.d. 111
(0,20 Vvs. ECS) peroxidaseem eletrodo de 3,0 x 10

grafite - resina epoxi

(“screen-printed”) contendo

ftalocianina de cobalto

como mediador

agSAB — soro albumina bovin&FIA — andlise por injecdo em flux6;ECS — eletrodo de calomelano saturado; n.d. — informacéo
ndo disponivel.

O processo de peroxidacdo lipidica pode causar modificacdes utilizacdo de biossensores pode, ao mesmo tempo, ajudar a
em alguns aminoacidos como triptofano, cisteina, histidina eentender os processos enzimaticos que ocorrem no organismo
tirosina, responsaveis pela formagéo de algumas proteinas, geraiém de fornecer dados importantes com respeito aos niveis de
do doengas mutagénicas. O residuo de triptofano quando atacaghlutationa na avaliacdo do sistema antioxidante.
por espécies radicalares perde o grupamento aromatico e conse-
guentemente ndo participa mais no processo bioquimico normahGRADECIMENTOS

Assim, o controle dos niveis de glutationa pode fornecer
importantes informag6es bioquimicas do balango oxidante- Os autores agradecem a FAPESP (Fundagdo de Amparo a Pes-
antioxidante no organismo, e ao mesmo tempo, permitir correquisa do Estado de S&o Paulo) pelo auxilio financeiro concedido.
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