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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 the glutathione peroxidase and glutathione reductase. The glutathione peroxidase has
a major role in the removal of hydrogen peroxide and lipid peroxides from the cells. These enzymes,
operating in tandem with catalase and superoxide dismutase promote 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.
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INTRODUÇÃO

A incidência de doenças relacionadas a processos
cancerígenos no organismo, envolvendo a formação de espéci-
es reativas de oxigênio tais como peróxido de hidrogênio e o
radical hidroxila, vem merecendo especial atenção nos últimos
anos. Existe uma importante correlação entre os níveis de glu-
tationa em sua forma reduzida e os mecanismos enzimáticos
de defesa. Esta observação tem promovido uma série de estu-
dos clínicos sobre a interdependência entre o aumento dos ní-
veis de glutationa no plasma sangüíneo e doenças cancerígenas
em determinados órgãos vitais como rins e pulmões1,2.

Glutationa, um tripeptídeo (γ-L-glutamil-L-cisteinil-glicina),
existe no organismo em suas formas reduzida (GSH) e oxidada
(GSSG), atuando direta ou indiretamente em muitos processos
biológicos importantes, incluindo a síntese de proteínas, meta-
bolismo e proteção celular3. Em particular, problemas na sín-
tese e metabolismo da glutationa estão associados a algumas
doenças, nas quais os níveis de glutationa e das enzimas que
atuam no seu metabolismo podem ser bastante significativos
no diagnóstico de alguns tipos de câncer, bem como em outras
doenças relacionadas ao estresse oxidativo4-6.

Mudanças na concentração deste tripeptídeo podem ser um
indicador útil em certas desordens fisiológicas como anemias
causadas por infecção ou seguidas pela administração de algu-
mas drogas oxidantes7, no monitoramento da eficácia de al-
guns tratamentos usando N-acetil-L-cisteína (NAC) durante o
metabolismo do paracetamol8, no tratamento de pacientes com
artrite reumatróide9 e na investigação do estresse oxidativo do
miocárdio10. Há alguns anos, foi reportado o abaixamento dos
níveis de GSH em hemácias e plasma de pessoas infectadas
com o vírus da imunodeficiência (HIV-1) associado à síndrome
da imunodeficiência adquirida (AIDS). Os autores11 sugerem

que a diminuição observada nos níveis de GSH correlacionava-
se com a progressão da AIDS devido ao tratamento com dro-
gas oxidantes como o NAC, inibindo a replicação do vírus.

As membranas celulares e intracelulares, que possuem gran-
des quantidades de ácidos graxos polinsaturados, são um im-
portante alvo para o ataque de radicais livres. Espécies
radicalares provenientes do oxigênio podem estar envolvidas
em processos patológicos ou associadas com exercícios físicos
prolongados, causando um estresse oxidativo dos fosfolipídeos,
proteínas e ácido desoxirribonuclêico (DNA) das membranas
celulares5,6. Assim, um importante sistema de defesa enzimático
contra o aumento de radicais livres, envolve a enzima glutati-
ona peroxidase12 (GSH-Px), encontrada em muitos tecidos de
origem animal. Em trabalhos recentes13-15 foram reportadas as
determinações dos principais parâmetros cinéticos de GSH-Px,
propondo mecanismos catalíticos de funcionamento desta
enzima envolvendo seus principais substratos, glutationa e
peróxido de hidrogênio. Quatro diferentes tipos de glutationa
peroxidases são conhecidas, dentre as quais a fosfolipídeo
hidroperóxido glutationa peroxidase (PHGSH-Px) também
consegue promover a redução de hidroperóxidos a partir de
complexos lipídicos como colesterol, mesmo quando os
peróxidos estão presentes na membrana celular15.

Glutationa peroxidase, descrita inicialmente por Mills16 em
1957, não tem sido encontrada em plantas superiores ou bac-
térias. A atividade enzimática de GSH-Px é um dos meios de
controle do organismo dos níveis de peróxido de hidrogênio e
hidroperóxidos lipídicos, oriundos do ataque de espécies
radicalares3,17. A enzima glutationa peroxidase possui uma
característica importante, apresentando um resíduo de cisteína
contendo selênio covalentemente ligado ao restante da enzima.
O selênio foi caracterizado como um componente essencial da
enzima18 em 1973 e a forma do selênio na enzima, presente
em fígado de rato, foi identificada em 1978 como uma
selenocisteína19. A deficiência de selênio no organismo, um
nutriente essencial, apresenta uma diminuição na atividade* E-mail: nelci@fcm.unicamp.br
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desta enzima em sua forma reduzida, e tem sido associada com
alterações no metabolismo celular20,21. Em um trabalho recen-
te22, foi determinada a distribuição de selênio em plasma hu-
mano por cromatografia líquida, onde as maiores frações deste
elemento encontram-se associadas junto à enzima GSH-Px e
albumina. Neste sentido, um controle dos níveis de glutationa
(GSH) torna-se importante, já que níveis normais de GSH em
células de mamíferos3 estão na faixa de 0,5 a 10 mmol L-1.

Outra enzima que age conjuntamente com a glutationa peroxi-
dase é a enzima glutationa redutase3 (GR). Esta enzima não age
diretamente na remoção de espécies radicalares, porém é respon-
sável pela regeneração da glutationa à sua forma reduzida (GSH)
na presença de nicotinamida adenina dinucleotídeo fosfato
(NADPH), tendo como objetivo impedir a paralisação do ciclo
metabólico da glutationa3 (Figura 1). Assim, alguns trabalhos têm
sido desenvolvidos para determinação destas enzimas tanto em
tecidos celulares como no plasma sangüíneo23-26.

licos dependentes das mesmas possam ocorrer em um nível ade-
quado para a manutenção da fisiologia das células36.

O desequilíbrio entre a formação e a remoção dos radicais
livres no organismo, decorrente da diminuição dos antioxidan-
tes endógenos ou do aumento da geração de espécies oxidantes,
gera um estado pró-oxidante que favorece a ocorrência de le-
sões oxidativas em macromoléculas e estruturas celulares, inclu-
sive podendo resultar na morte celular33,36. Este tipo de lesão
oxidativa é definida como estresse oxidativo, que segundo Sies37,
designa uma condição na qual ocorre um desequilíbrio entre as
concentrações de espécies pró e antioxidantes.

Em muitas doenças a natureza da espécie radicalar que
amplifica a lesão primária não é conhecida. Desta forma, tor-
na-se difícil o planejamento correto da utilização de fármacos
com propriedades antioxidantes que eliminem diretamente o
radical livre, impedindo sua reação com alvos celulares ou
interrompendo as cadeias radicalares e assim, evitando a pro-
pagação das lesões provocadas por esses radicais38. O empre-
go adequado destes fármacos e das estratégias terapêuticas
dependem de diversos fatores, tais como: entendimento dos
processos dependentes dos radicais livres envolvidos na
fisiopatologia de diversas doenças, identificação das fontes
celulares geradoras das espécies radicalares potencialmente
tóxicas, identificação dos compostos que possam atuar como
antioxidantes, bem como a sua distribuição nos tecidos, loca-
lização subcelular e mecanismo de ação33,38.

Neste contexto, os dois principais meios de defesa antioxi-
dantes no organismo podem ser divididos em dois grupos,
enzimáticos e não enzimáticos. Os sistemas enzimáticos envol-
vem as enzimas do ciclo redox da glutationa, particularmente
a glutationa peroxidase. Estudos demonstraram também que
outras enzimas antioxidantes, como glutationa redutase e
glicose-6-fosfato-dehidrogenase, apresentaram propriedades
protetoras similares à glutationa peroxidase27,39. Outros siste-
mas enzimáticos de defesa antioxidantes operando em conjun-
to com as enzimas citadas anteriormente incluem a superóxido
dismutase (SOD), dependente de Cu2+ e Zn2+ como cofatores,
onde ocorre a dismutação do radical superóxido em peróxido
de hidrogênio e oxigênio (Eq. 1), bem como a catalase, que
converte peróxido de hidrogênio em água e oxigênio molecular
nas hemácias3 (Eq. 2):
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Muitas das reações radicalares prejudiciais in vivo são evi-
tadas ou modificadas pela ação de agentes inibidores ou anti-
oxidantes. Por exemplo, no caso de superóxidos, a enzima SOD
age como agente de defesa contra esta espécie, enquanto as
enzimas catalase e peroxidase atuam sobre H2O2.

Há ainda a proteção não enzimática por pequenas molécu-
las, dentre as quais as mais utilizadas estão as vitaminas E
(α-tocoferol) e C (ácido L-ascórbico). A vitamina E é uma
molécula lipossolúvel e tende a se concentrar no interior das
membranas, agindo sinergisticamente com ascorbato. Ambos
os radicais tocoferol e hidroascorbil não são muito reativos
inviabilizando o processo de lipoperoxidação3. Os carotenóides
destacam-se também como agentes antioxidantes, dentre os
quais a pró-vitamina A (β-caroteno), pigmento responsável pela
cor característica da cenoura, é o carotenóide mais abundante
e de maior atividade. Estudos recentes indicam uma possível
atividade anti-cancerígena do β-caroteno, sendo usado como
corante e antioxidante em alimentos40. Especificamente, o
β-caroteno exibe uma boa capacidade de captura de radicais
livres somente a pressões parciais normais de oxigênio no ar,
comumente encontrada na maior parte dos tecidos biológicos
sob condições fisiológicas41.

Figura 1. Interconversão de glutationa nas suas formas reduzida
(GSH) e oxidada (GSSG) pela ação das enzimas glutationa peroxidase
(GSH-Px), glutationa oxidase (GO) e glutationa redutase (GR)3.
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SISTEMAS DE DEFESA ANTIOXIDANTE

Glutationa e as enzimas que fazem parte do ciclo catalítico
deste peptídeo, apresentam associações com alterações dos
estados antioxidantes e com o aumento do estresse oxidativo.
Estas alterações implicam em lesões de DNA gerando proces-
sos pré-mutagênicos e podendo levar, em alguns casos, ao
câncer27-30. Desta forma, a quantificação de glutationa pode
indicar uma possível correlação entre a diminuição das ativi-
dades de enzimas antioxidantes, como a glutationa peroxidase,
e o aumento nos níveis de bases de DNA lesadas devido ao
dano oxidativo, comprovando a hipótese de que reações que
levam à formação de radicais livres podem aumentar a quanti-
dade de células malignas31,32.

A presença de radicais livres têm sido correlacionada com
um grande número de doenças, indicando que estas espécies
não têm um papel etiológico na grande maioria dos estados
patológicos, mas que participam diretamente dos mecanismos
fisiopatológicos que determinam a continuidade e as complica-
ções presentes nestes processos33.

As espécies radicalares estão envolvidas nos mecanismos de
reações inflamatórias ou atuam como segundos mensageiros para
manter diversas funções celulares34,35. Assim, o equilíbrio entre
a formação e a remoção de espécies radicalares no organismo
deve ser regulado de forma que as reações e processos metabó-

Cu+2, Zn+2
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RADICAIS LIVRES E AS ESPÉCIES
REATIVAS DE OXIGÊNIO

Define-se como radical livre toda espécie que possui um ou
mais elétrons desemparelhados. O elétron livre, que caracteri-
za o radical livre, pode estar centrado em um átomo de hidro-
gênio, oxigênio, nitrogênio, carbono, enxofre ou átomos de
metais de transição. Na natureza existem duas importantes
substâncias que podem gerar radicais livres, o oxigênio no
estado fundamental (O2) e o óxido nítrico (NO), que ocorre
como poluente atmosférico, mas que também é sintetizado em
diversas células e atualmente é identificado como o fator
relaxante dependente do endotélio42-44 e um importante
vasodilatador45. Reações de importância bioquímica de
monóxido de nitrogênio envolvem a formação de complexos
nitrosílicos com heme-proteínas, compostos nitrosotiólicos
(cisteína e glutationa) e de peroxinitrito. O peroxinitrito pro-
move a oxidação de grupos tiólicos, em particular a glutationa,
associado com o consumo de oxigênio e regulando sua ação
radicalar nas células do organismo46-48.

Pelo fato da molécula de oxigênio ser um bi-radical (possuir
dois elétrons livres nos orbitais p antiligantes), o oxigênio reage
preferencialmente com moléculas de configuração eletrônica
semelhante. Como a maioria das biomoléculas não são bi-radi-
cais, possuindo grande número de ligações covalentes, o oxigê-
nio fica impedido (por restrição de “spin”) de reagir com as
mesmas, evitando assim que alvos celulares importantes sejam
lesados36,37. No entanto, o oxigênio pode dar origem a diversas
espécies reativas, seja por absorção de energia ou por transfe-
rência de elétrons. Na forma de oxigênio singlete a restrição de
“spin” desaparece, conferindo-lhe um maior poder oxidante.

Uma outra via de formação de espécies reativas de oxigênio
(EROs) – oxidantes de maior importância biológica – consiste
na redução unieletrônica do oxigênio à água, na qual a entrada
de 4 elétrons na molécula de oxigênio promove o aparecimen-
to do radical superóxido (O2-.), peróxido de hidrogênio (H2O2)
e do radical hidroxila (OH-.), intermediários parcialmente re-
duzidos do oxigênio molecular, conforme o esquema36 mostra-
do na Eq. 3:

 O2  O2
-.

  H2O2  HO-.
  H2O (3)

O principal problema é que o H2O2 atravessa facilmente as
membranas celulares e ao receber mais um elétron, normalmen-
te proveniente do ferro ou do cobre, origina o radical hidroxila.
Este último é, entre as espécies radicalares conhecidas, uma das
mais reativas, pois necessita somente de mais um elétron para se
estabilizar. Estas espécies reativas de oxigênio para se estabili-
zarem devem doar ou receber elétrons de uma ou outra molécu-
la, tornando esta última uma espécie também radicalar e a con-
seqüência disto é a oxidação dos fosfolipídios de membranas
celulares e subcelulares, do DNA, e das proteínas49.

Portanto, a toxicidade do oxigênio, em praticamente todas
as células aeróbias, decorre da formação de EROs que podem
interagir com diversas biomoléculas, com o objetivo de se es-
tabilizarem lesando diferentes estruturas celulares49,50. Em con-
dições normais, a concentração destas espécies dentro das cé-
lulas é extremamente baixa pelo fato de existirem enzimas
antioxidantes que as removem, ou impedem sua formação.
Estes radicais tendem a ser eliminados do organismo pelo con-
junto das enzimas glutationa peroxidase, glutationa redutase,
superóxido dismutase e pela catalase51.

As principais fontes endógenas geradoras de espécies
reativas de oxigênio incluem as mitocôndrias e a atividade de
algumas enzimas como: xantina oxidase, citocromo P450-
oxidase, monoaminooxidases, as enzimas envolvidas na via de
produção de prostaglandinas e tromboxanos e a NADPH-
oxidase da membrana plasmática de macrófagos, que produ-
zem uma grande quantidade de EROs em resposta ao estímulo

fagocitário35,36.
Assim, com o surgimento da teoria da toxicidade dos radi-

cais livres de oxigênio por volta dos anos 60, aumentou o inte-
resse dos pesquisadores sobre a ação principal das peroxidases,
que se constituem numa grande variedade de enzimas, cuja prin-
cipal função é proporcionar a defesa essencial contra espécies
ativadas de oxigênio formadas durante o processo metabólico
normal, particularmente pelas células aeróbicas52,53. Atualmen-
te, o principal foco das pesquisas relacionadas aos radicais li-
vres, é a caracterização das enzimas reguladoras e seus respec-
tivos substratos referentes aos sistemas de defesa antioxidantes
dentro de suas funções metabólicas.

MÉTODOS PARA DETERMINAÇÃO DE GLUTATIONA
ASSOCIADOS AO ESTRESSE OXIDATIVO

A resistência de muitas células contra o estresse oxidativo está
associada com elevados níveis intracelulares de glutationa em sua
forma reduzida. O estresse oxidativo pode causar mudanças no
estado redox da glutationa aumentando a liberação de glutationa
oxidada (dissulfeto) no organismo. Assim, alguns estudos têm
direcionado o interesse no monitoramento de glutationa em amos-
tras biológicas com o propósito de estudar-se a patologia de algu-
mas doenças relacionadas ao estresse oxidativo6.

Atualmente existem diferentes métodos analíticos utilizados na
determinação de glutationa procurando correlacionar os níveis
desse importante tripeptídeo e enzimas que fazem parte deste ci-
clo metabólico com o sistema antioxidante. Na avaliação do
estresse oxidativo pode-se estudar as variações das concentrações
das principais enzimas e substratos do ciclo catalítico da glutati-
ona, porém esta não é uma tarefa simples, devido ao fato de
haver muitas interações químicas entre estas espécies. Na prática
o que se faz é tentar estabelecer algumas substâncias indicadoras
associadas ao estresse oxidativo e, cujas concentrações no orga-
nismo, possam ser relevantes ao diagnóstico clínico.

Neste trabalho procurou-se relacionar diferentes metodologias
analíticas empregadas particularmente na determinação de glutati-
ona em sua forma reduzida, devido à importância fisiológica des-
te tripeptídeo na manutenção do metabolismo antioxidante.

Na literatura, os métodos mais empregados para determinação
de glutationa são baseados em cromatografia líquida de alta efici-
ência (HPLC) com detecção espectrofluorimétrica53-59 ou
eletroquímica60-62. A maioria destes métodos cromatográficos
envolvem a derivatização da glutationa com agentes seletivos para
tióis entre os quais os mais usados são o o-ftaldialdeído (OPA) e
o mono-bromobimano (m-BBr). Entretanto, tióis reagem não se-
letivamente com ambos os reagentes sendo necessário aplicar-se
técnicas de separação para evitar ou minimizar possíveis interfe-
rências. Mais recentemente, tem aumentado o interesse em
eletroforese capilar para análise de tióis com detecção feita por
espectrofotometria UV a baixos comprimentos de onda63 e por
fluorescência induzida por laser após derivatização da amostra64.

Os métodos oficiais65,66 aceitos para determinação de gluta-
tiona incluem a titulação iodimétrica e a polarografia empre-
gando eletrodo gotejante de mercúrio, monitorando-se a oxida-
ção do resíduo de cisteína presente na molécula de glutationa.
Dependendo do tipo de matriz na qual a amostra é determina-
da, pode haver problemas de interferências devido a outras
espécies com comportamento redox similar e assim, estes mé-
todos são mais recomendados para o controle de pureza de
glutationa em fármacos.

Alguns métodos espectroanalíticos também vêm sendo de-
senvolvidos na determinação de glutationa, onde a amostra é
convertida ou em um complexo colorido empregando-se para
isso substâncias cromogênicas67,68 ou por meio de adutos com
propriedades espectrofluorimétricas69,70. Neste último caso, os
agentes mais empregados na reação com a glutationa são o
OPA e o m-BBr (Figura 2), muito utilizados em etapas de
derivatização da amostra nos métodos cromatográficos.
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Os métodos eletroquímicos tradicionalmente têm encontrado
importantes aplicações em análises de amostras e em sínteses
orgânicas e inorgânicas. Neste sentido, a própria superfície do
eletrodo de trabalho pode ser uma ferramenta muito útil em tais
aplicações71,72. Alternativamente aos eletrodos convencionais tais
como Au, Hg e Pt, o carbono em suas diferentes formas é um
sensor base preferido para verificar-se o comportamento redox de
diferentes substâncias73,74. Fluidos biológicos são melhor analisa-
dos utilizando-se eletrodos de carbono quimicamente modifica-
dos75 e também eletrodos a base de pasta de carbono76,77. Recen-
temente, foi publicada uma importante revisão78 sobre eletrodos
descartáveis fabricados pelo processo de “screen-printed” em
eletroanalítica, descrevendo alguns sensores para glutationa.

Uma variedade de métodos eletroquímicos têm sido desen-
volvidas para a detecção de glutationa. Assim, tem sido relata-
dos na literatura métodos baseados em eletrodos de mercúrio79

como também a oxidação direta de glutationa (GSH) em ele-
trodos de carbono, porém com o inconveniente de potenciais
de trabalho elevados80. No sentido de diminuir-se os potenci-
ais na determinação eletroquímica direta de GSH, eletrodos de
carbono quimicamente modificados com mediadores de elé-
trons têm sido avaliados, no intuito de minimizar possíveis
interferentes principalmente em amostras biológicas. Um me-
diador de elétrons é uma substância de baixa massa molecular
com propriedades redox que, numa primeira etapa, interage
com o substrato ou produto de uma determinada reação e, então
difunde-se até a superfície do eletrodo de trabalho, onde sofre
uma transferência de elétrons rápida sob um potencial substan-
cialmente menor àquele necessário para a eletrooxidação ou
redução de um analito81.

Neste sentido, eletrodos de carbono quimicamente modifi-
cados com ftalocianina de cobalto82,83 foram empregados na
eletrooxidação de GSH. GSH e cisteína foram eletrocatalitica-
mente oxidadas em eletrodos de grafite modificados com
tetraciano-p-quinodimetanotetrahidro-fulvaleno e 1,1-dimetil-
ferroceno84. Derivados de rutênio (III)85,86 também foram em-
pregados em algumas determinações voltamétricas como medi-
adores de elétrons na detecção de tióis incluindo a glutationa.

Reações enzimáticas têm sido descritas tanto na determina-
ção de glutationa como também de hidroperóxidos. Para
exemplificar, algumas enzimas que foram usadas para tais aná-
lises incluem glutationa peroxidase87,88, “horseradish” peroxi-
dase89 e ciclooxigenase90. Citocromo c91 e microperoxidase92

têm sido aplicadas na detecção de hidroperóxidos por
quimiluminescência combinada com HPLC. Das enzimas cita-
das, glutationa peroxidase, que tem elevada seletividade para
hidroperóxidos, tem sido empregada mais no intuito de determi-
nar-se glutationa em matrizes biológicas de interesse clínico93.

Algumas reações redox de proteínas têm sido alvos de in-
vestigações eletroanalíticas utilizadas num esforço para tentar
elucidar os mecanismos de transferência de elétrons94 e de-
senvolver novos biossensores eletroquímicos95,96. O mecanismo
de transferência de elétrons heterogêneo tem sido estabelecido
para algumas famílias de enzimas, entre estas para heme-prote-
ínas e flavoenzimas97-99. De outra forma, poucos estudos
eletroquímicos voltados para seleno-proteínas, como a glutatio-
na peroxidase, têm sido apresentados para conseguir-se enten-
der o mecanismo de bioeletrocatálise desta enzima15,100.

Como proposto na literatura100, o mecanismo catalítico da
glutationa peroxidase envolve esta enzima no estado reduzido
reagindo como selenolato (Ez-Se-) com o hidroperóxido, resul-
tando em um derivado do ácido selênico. O hidroperóxido é
reduzido ao álcool correspondente (Ez-SeOH) e em uma rea-
ção de duas etapas com glutationa (GSH) e através da forma
selenossulfeto (Ez-SeSG), o selenol reduzido é regenerado,
conforme o esquema mostrado na Figura 3.
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Figura 3. Mecanismo catalítico da seleno-enzima glutationa peroxi-
dase sobre a glutationa em sua forma reduzida.

Entretanto, os vários estados de oxidação desta enzima durante
o processo enzimático não foram conclusivamente identificados101.

Para fins analíticos, poucos sensores eletroquímicos para
glutationa foram desenvolvidos até o momento, empregando-
se para isto um material biocatalítico imobilizado sobre um
sensor base (biossensor) ou em reatores aplicados à sistemas
de análise por injeção em fluxo (FIA).

Apenas um sensor potenciométrico usado na determinação
enzimática de glutationa foi reportado na literatura102. Este
método, utilizando a enzima glutationa transferase (GST), é
baseado na capacidade desta enzima em promover a associa-
ção de glutationa (GSH) com metabólitos potencialmente peri-
gosos para os seres vivos, permitindo assim a excreção destas
substâncias nocivas à saúde. O substrato normalmente usado
para detectar glutationa empregando esta técnica é o 1-cloro-
2,4-dinitrobenzeno, que se associa com GSH liberando em
solução íons H+ e Cl-, que podem ser monitorados indireta-
mente com o auxílio de eletrodos íon-seletivos (Figura 4).
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Figura 4. Reação utilizada na determinação potenciométrica de glu-
tationa reduzida envolvendo 1-cloro-2,4-dinitrobenzeno e a enzima
glutationa transferase.

Este método potenciométrico permite a detecção de glutatio-
na em níveis de 1,0 x 10-5 a 1,0 x 10-1 mol L-1, com um coe-
ficiente angular de Nernst de 52,0 mV, mostrando-se como um
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método alternativo e simples na determinação de glutationa em
amostras biológicas, porém com o inconveniente de se utilizar a
enzima em sua forma solúvel e que, em muitos casos, não seria
viável economicamente para análises clínicas rotineiras.

Mori et al.103 descrevem a determinação enzimática não de
glutationa, mas de hidroperóxidos, envolvendo a imobilização
de glutationa peroxidase com glutaraldeído e N-(2-aminoetil)-
3-aminopropila suportados em esferas de vidro (“glass beads”).
Um sistema em fluxo com detecção espectrofotométrica é uti-
lizado para monitorar-se diferentes hidroperóxidos como co-
substratos da glutationa, empregando-se como substância
cromogênica o ácido 5,5’-ditio-bis-(2-nitrobenzóico), DTNB.
A quantidade de hidroperóxidos é medida indiretamente pela
diminuição da quantidade de GSH, avaliada pela diminuição
da absorbância a 412 nm, resultante da reação de glutationa
com DTNB que gera o ácido 2-nitro-5-mercapto-benzóico
(TNB) de coloração amarela (Figura 5).

BIOSSENSORES PARA GLUTATIONA

Os biossensores enzimáticos vêm sendo empregados em um
grande número de determinações analíticas, principalmente em
análises clínicas. A taxa de glicose, informação vital ao con-
trole da diabete, é, sem dúvida, a principal aplicação comerci-
al, embora outros dispositivos similares venham sendo usados
para análise de uréia, ácido úrico, colesterol, oxalato,
creatinina, lisina, lactato, e cisteína, entre os principais
metabólitos, cuja concentração plasmática, tecidual ou urinária
seja relevante ao diagnóstico clínico104,105.

No caso de glutationa, alguns biossensores foram desenvol-
vidos ao longo dos últimos anos utilizando diferentes sistemas
transdutores (Tabela 2) associados a algumas técnicas de
detecção analíticas.

Três metodologias baseadas na utilização de glutationa
oxidase (GO) foram desenvolvidas para quantificação de glu-
tationa, utilizando-se transdutores entalpimétricos106 e ampero-
métricos107,108, nos quais a enzima foi adequadamente imobili-
zada. A enzima GO catalisa a reação de oxidação de GSH na
presença de oxigênio molecular (Figura 1) produzindo glutati-
ona na forma oxidada (GSSG) e peróxido de hidrogênio
(H2O2). Assim, a determinação de glutationa pode ser feita
amperometricamente pela medida do consumo de oxigênio ou
aumento de H2O2 em solução. No caso da técnica
entalpimétrica uma segunda enzima, catalase, é empregada para
a subsequente decomposição de H2O2 (reação exotérmica),
podendo ser detectado pelo uso de um termístor.

Hua et al.109 descrevem a determinação enzimática de glu-
tationa empregando glutationa peroxidase imobilizada sobre
uma camada de resina perfluorada derivada de ácido sulfônico
(Nafion) diretamente sobre eletrodo de carbono vítreo. Em
pH 7, com uma camada de Nafion sobre o eletrodo sem a
enzima, o pico de oxidação devido à GSH ocorre, mesmo com
a adição de H2O2 à solução contendo GSH. Porém, quanto
mais H2O2 é adicionado, um pico correspondente a este apare-
ce a + 0,88 V vs. eletrodo de calomelano saturado (ECS),
enquanto o pico de GSH permanece constante. No caso do
eletrodo contendo Nafion mais a enzima, o pico devido à GSH
diminui drasticamente com a adição de H2O2 à solução e, com
a adição de mais peróxido, o pico de GSH desaparece e come-
ça a aparecer um pico de oxidação do próprio peróxido. As-
sim, os autores sugerem que esta reação enzimática, monitorada
pelo consumo de peróxido de hidrogênio, pode ser um meio
de se determinar indiretamente a concentração de GSH em
solução, contribuindo ao mesmo tempo para um melhor enten-
dimento do mecanismo de reação.

Mais recentemente dois biossensores para glutationa empre-
gando ftalocianina de cobalto como mediador de elétrons fo-
ram desenvolvidos110,111. É possível observar (Tabela 2) a di-
minuição dos potenciais redox necessários à eletrocatálise de
glutationa, podendo-se usar estes biossensores na análise de
amostras mais complexas, devido à interferência causada pela
presença de outras espécies eletroativas, quando presentes, a
potenciais mais elevados.

CONCLUSÕES E PERPECTIVAS FUTURAS

As propriedades multifuncionais da glutationa estão refleti-
das num interesse crescente desta molécula como parte inte-
grante de investigações às mais diversas, incluindo mecanis-
mos enzimáticos de regulação antioxidante, biossíntese de
macromoléculas, câncer, toxicidade devido à oxigenoterapia
prolongada e mais recentemente associações com lesões
oxidativas em DNA.

Um dos papéis do ciclo redox da glutationa e enzimas que
compõe seu metabolismo é o de manter os níveis de hidrope-
róxidos lipídicos a níveis controlados, para evitar danos celu-
lares provenientes do ataque desses radicais.

Figura 5. Reação entre glutationa reduzida e DTNB (reagente de
Ellman) para a determinação de hidroperóxidos empregando a
enzima glutationa peroxidase.

Alguns hidroperóxidos, comuns em amostras biológicas e
associados com os sistemas de defesa antioxidantes do orga-
nismo, foram determinados por este método mostrando dife-
rentes faixas lineares de calibração (Tabela 1), onde peróxido
de hidrogênio, t-butil-hidroperóxido e cumeno-hidroperóxido
apresentaram maior sensibilidade em relação a dois hidroperó-
xidos derivados de ácidos graxos, linoleato e linolenato. Os
limites de detecção encontram-se na faixa de 0,2 a 0,5 nmol L-

1, exceto para metil-linolenato que apresentou baixa reatividade
no processo enzimático.

Tabela 1. Faixas de resposta lineares e limites de detecção
para alguns hidroperóxidos determinados espectrofotometrica-
mente com glutationa peroxidase103.

Hidroperóxido Faixa linear Limite de
(R-OOH) (µmol L-1) detecção

R= (nmol L-1)

H- 6 – 100 0,3
t-butil- 4 – 100 0,2

Cumeno- 10 – 100 0,5
Linoleato- 6 – 100 0,3
Linolenato- 6 – 100 0,3

Metil-linolenato- 16 – 100 0,8

A quantificação de hidroperóxidos orgânicos pode ser tam-
bém útil no diagnóstico de alguns processos de lipoperoxidação
de membranas celulares, DNA e proteínas. Normalmente, os
organismos vivos possuem mecanismos de defesa eficientes
contra a ação de espécies reativas de oxigênio, porém toda vez
que houver um desequilíbrio entre a produção de hidroperóxi-
dos e os sistemas de defesa, estará estabelecido também um
estresse oxidativo37.
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O processo de peroxidação lipídica pode causar modificações
em alguns aminoácidos como triptofano, cisteína, histidina e
tirosina, responsáveis pela formação de algumas proteínas, geran-
do doenças mutagênicas. O resíduo de triptofano quando atacado
por espécies radicalares perde o grupamento aromático e conse-
quentemente não participa mais no processo bioquímico normal.

Assim, o controle dos níveis de glutationa pode fornecer
importantes informações bioquímicas do balanço oxidante-
antioxidante no organismo, e ao mesmo tempo, permitir corre-
lações clínico-laboratoriais com processos mutagênicos, nos
quais a quantificação de glutationa como indicador dos níveis
de processos de lipoperoxidação é associada com outros exa-
mes complementares como provas de função hepática e renal,
onde são determinados importantes metabólitos como aspartato
amino transferase, alanina amino transferase, fosfatase alcali-
na, uréia, creatinina, sódio e potássio, exames estes que traçam
um perfil bioquímico mais amplo acerca de possíveis doenças
associadas ao estresse oxidativo.

A determinação de glutationa neste contexto adquire parti-
cular atenção, onde os métodos analíticos usualmente empre-
gados para tal fim vêm sendo desenvolvidos cada vez mais no
sentido de se quantificar este substrato em matrizes complexas
com elevada sensibilidade e baixos níveis de interferência,
associados com a rapidez que análises rotineiras relacionadas
ao diagnóstico clínico exigem.

O emprego de métodos eletroanalíticos no monitoramento
de glutationa permite também estudar os mecanismos das rea-
ções redox que ocorrem entre este substrato e as enzimas que
fazem parte deste ciclo, relacionando-os ao estresse oxidativo.

A utilização de biossensores pode, ao mesmo tempo, ajudar a
entender os processos enzimáticos que ocorrem no organismo
além de fornecer dados importantes com respeito aos níveis de
glutationa na avaliação do sistema antioxidante.
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