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METILGLIOXAL: UMA TOXINA ENDOGENA?*
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IS METHYLGLYOXAL AN ENDOGENOUS TOXIN? Methylglyoxal is a very reactive o-oxoaldehyde putatively produced by

glycolysis, cytochrome P, ;

-catalyzed acetone oxidation and aminoacetone oxidation. Methylglyoxal has been pointed as a substrate

for the glyoxalase system ultimately energy-yielding pyruvate, but methylglyoxal is also a toxicant involved in protein aggregation and
DNA modification. Controversial hypothesis on methylglyoxal as an anticancer agent, an energy-yielding glycolysis intermediates,
and as a regulator of cell division have also been proposed. Methylglyoxal research focuses now on unveiling its biological properties

and on the discovery of drugs capable to inhibit its toxic effects, principally in diabetes.
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DIABETES: EPIDEMIOLOGIA, CLASSIFICACAO E
BIOQUIMICA

A histéria do diabetes mellitus remonta a aproximadamente 3.500
anos, desde sua descoberta, descricdo e pesquisas sobre causas e
tratamentos.! O nimero de casos da doen¢a em todo mundo atingiu
cerca de 171 milhdes de pessoas em 2000 e pode chegar a mais de
350 milhdes em 2030.2 Apenas nos Estados Unidos, estima-se que 0s
casos da doenga atingiram cerca de 20 milhdes de pessoas em 2007,
0 que custou ao pais aproximadamente 120 bilhdes de délares em
campanhas publicitdrias, pesquisas e tratamentos.* O Ministério da
Satdde do Brasil constatou, em 2009, que 5,2% da populagdo adulta
(acima dos 18 anos) € diabética.*

O estilo de vida sedentdrio aliado a uma mé alimentacio € o
caminho mais curto para a aquisi¢do do diabetes tipo 2,° sendo os
paises em desenvolvimento os mais afetados pela doenca, devido a
adogdo do estilo de vida rico em alimentos caldricos, cada vez mais
parecido com o norte-americano.® Por ser predominante, o diabetes
tipo 2 € a forma que concentra maior nimero de estudos sobre seu
desenvolvimento e tratamento.” No que concerne ao diabetes tipo 1,
uma doenga autoimune, a hiperglicemia € o resultado da destruicio
das células produtoras de insulina.® Por isso, ainda nio hd uma for-
ma eficaz de tratamento da doenga,'® mas o transplante de ilhotas &
vislumbrado como uma das alternativas.'' O primeiro transplante de
ilhotas no Brasil foi realizado na cidade de Sao Paulo, pelo Hospital
Albert Einstein, com a colaboracdo da Profa. Dra. Mari Sogayar
do IQUSP."? Outro tratamento eficaz da doenga poderd resultar das
pesquisas sobre células-tronco. '

Todas as formas de diabetes sdo caracterizadas por hiperglicemia
cronica e desenvolvimento de lesdes a retina, nervos periféricos e glo-
mérulos renais." O diabetes também € associado com o aceleramento
da aterosclerose macrovascular, a qual afeta as artérias que suprem o
coracdo, cérebro e os membros inferiores. Como resultado, pacientes
com diabetes tém alto risco de sofrer infarto do miocardio, amputacdes

*e-mail: ebechara@iq.usp.br
*Artigo em homenagem ao Prof. Hans Viertler

de membros inferiores e acidente vascular cerebral (AVC).'*!> Danos
que ocasionam disfunc¢éio mitocondrial sdo atualmente associados ao
desenvolvimento do diabetes tipo 2.'®1” Esses danos sdo precedidos por
estresse oxidativo'®!” e sugerem a superéxido dismutase dependente
de manganés (MnSOD) como um dos provaveis alvos de estudo para
elucidar as bases moleculares e tratamento da doenga.?**!

Durante muitos anos, a relag@o entre hiperglicemia e desenvolvi-
mento de patologias micro e macrovasculares ndo era totalmente enten-
dida, porém, hoje hd quatro hipdteses sobre como a hiperglicemia pode
causar as complicagdes no diabetes (Esquema 1). Sdo elas: aumento
do fluxo na via de formagéo do sorbitol, a partir da ativagiio da enzima
aldose redutase;? formacg@o dos produtos finais de glicagdo avancada
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Esquema 1. Conexdes metabdlicas entre hiperglicemia e estresse oxidativo
em diabetes. A superprodugdo de O, e a inibi¢do da gliceraldeido 3-fosfato
desidrogenase ativam as quatro principais vias de danos causados pela hiper-
glicemia. Adaptado da ref. 28. G3FD: Gliceraldeido 3-fosfato desidrogenase,
PARP: Poli(ADP) ribose polimerase, EROs: Espécies reativas de oxigénio,
UDP-GlcNac: UDP-N-acetil glucosamina, PKC: Proteina quinase ¢, AGEs:
Advanced glycation end produtcs



2194 Sartori e Bechara

(advanced glycation end products, AGEs), a partir da decomposi¢ao
dos produtos de Amadori a um o-oxoaldeido, a 3-deoxiglucasona,”
da autoxidagéo da glicose a glioxal* e da formagao de metilglioxal,”
também um o-oxoaldeido; ativagdo das isoformas da proteina quinase C
(PKC), a partir do aumento da concentracao de diacilglicerol (DAG);*
e aumento do fluxo metabdlico através da via das hexosaminas, com
formagdo de UDP-N-acetil glucosamina (UDP-GLc-Nac), a partir da
frutose 6-fosfato, a qual acarreta O-glicosilagio de residuos de treonina
e serina em fatores proteicos de transcri¢@o, resultando em mudangas
patogénicas na expresséo génica.”’

Em fins de 2009, o PubMed registrou aproximadamente 343.000
referéncias sobre o verbete “Diabetes”, porém, até pouco tempo atras,
ndo havia relatos que interligassem as quatro hipéteses bioquimicas
de danos causados pela hiperglicemia. Primeiro, porque faltava um
elemento comum a estas hipéteses e, segundo, porque todas as tentati-
vas de tratamento pontual a cada uma das hipéteses haviam falhado.?
Em 2000, o grupo do pesquisador Michael Brownlee (Albert Einstein
College of Medicine, New York) apresentou dados que suportam a
hipétese de que a hiperglicemia eleva a produ¢@o do anion radical
super6xido na mitocondria, ativando o ciclo das hexosaminas® e que a
normalizagio da produgdo do O,*~pelas mitocondrias inibe a ativagdo
das isoformas da PKC bem como a formagdo de AGEs e sorbitol.*
Estes resultados corroboraram resultados anteriores de outros grupos
de pesquisa, que ligavam a hiperglicemia ao desenvolvimento de um
quadro de estresse oxidativo no diabetes.*!*

Em um estado hiperglic€mico, hd elevado influxo celular de glico-
se. Esse excesso de glicose € oxidado, gerando elevadas concentracoes
de coenzimas reduzidas, sobrecarregando a cadeia de transporte de
elétrons da mitocondria, o que se supde comprometer o transporte
de elétrons através do complexo III. Espera-se, consequentemente,
aumento do “vazamento” de elétrons ao nivel da coenzima Q da
cadeia respiratoria e, a partir daf, reducio unieletronica do oxigénio
molecular ao O,™.%

Estes dados permitiram conectar a ocorréncia de elevadas con-
centragdes do O, as quatro hipéteses!

Du e colaboradores reportaram que o aumento da produgdo
de O, de fato acarreta diminuigdo da atividade da gliceraldeido
3-fosfato desidrogenase (G3FD), enzima da via glicolitica.” Sabe-
se hd mais de duas décadas que esta enzima pode ser inativada por
H,0, e O, através da oxidagdo de grupos sulfidrilas presentes em
seu sitio ativo.** Como esta inativacéo € reversivel, este evento ndo
se encaixava bem no modelo proposto para hiperglicemia/estresse
oxidativo. Mais recentemente (2001), Garcia Soriano e colabo-
radores demonstraram que a hiperglicemia, através da elevada
geracdo de espécies reativas de nitrogénio (ERNs) e de oxigénio
(EROs), ativa a poli(ADP) ribose polimerase (PARP), uma enzima
reparadora de DNA.3 Considerando que uma vez ativada, a PARP
cliva o NAD* em 4cido nicotinico e ADP-ribose, cujo polimero ¢
capaz de se ligar a proteinas contidas no nicleo, inativando-as***’
e, hd translocag@o bidirecional da enzima G3FD para o nicleo,***
foi proposto por Brownlee, em 2005,% que a ativa¢do da PARP pela
elevada concentracdo de espécies reativas, com consequente ligacio
dos polimeros de ADP-ribose a G3FD, seria o ponto de cruzamento
entre as quatro hipdteses.

Neste contexto, € importante mencionar que Du e colaboradores
ja haviam demonstrado, em 2003, que ratos nocautes para a PARP,
quando submetidos a hiperglicemia (30 mM de glicose), ndo apre-
sentavam a enzima G3FD com os polimeros de ADP-ribose.* Porém,
os animais ndo nocauteados para PARP, em estado de hiperglicemia,
tinham um aumento da ADP-ribosilacdo da enzima. Dessa maneira, a
principio, fica claro que a G3FD constitui um ponto crucial no circuito
metabdlico do diabetes e pode ser um fator chave para a elucidacio
de novas drogas e terapias contra o diabetes.
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O CICLO DAS GLIOXALASES

Um aumento na produc¢iio de EROs e ERNs no organismo
acarreta danos oxidativos a lipideos, proteinas, carboidratos e DNA,
promovendo o aparecimento de compostos carbonilicos reativos que
muitas vezes instalam um quadro patolégico.*! Doengas como o dia-
betes estdo agora sendo associadas a um acimulo destes compostos
carbonilicos reativos, principalmente o-oxoaldeidos e aldeidos o,p-
insaturados ou epoxidados, caracterizando-se um estado metabdlico
frequentemente denominado de “estresse carbonilico”.*** Metil-
glioxal,*** 4-hidroxi-2-nonenal (produto da peroxidagio lipidica),*¢
3-deoxiglucasona*’ e aminoacetona*’ sdo exemplos de catabdlitos
associados ao estresse carbonilico no diabetes.

Em especial, o estudo do papel do metilglioxal em diabetes tem des-
pertado o interesse de muitos pesquisadores, pois se trata de um potente
agente eletrofilico modificador de proteinas e DNA,3*>! possivelmente
associado a formag@o de adutos de Schiff e seus derivados, suposta-
mente disparando as manifestacdes clinicas de neuropatia, nefropatia,
retinopatia e arteriosclerose tipicas de diabetes.”>? A concentracdo
plasmadtica de metilglioxal em individuos normais estd em torno de 500
nM, podendo ser elevada de 5 a 6 vezes em pacientes de diabetes tipo
1 e de 2 a 3 vezes em pacientes de diabetes tipo 2.3 A variabilidade
nas concentracdes detectadas de metilglioxal em plasma de pacientes
diabéticos deve estar relacionada a alta reatividade da molécula e aos
diferentes métodos utilizados para analisar metilglioxal em amostras
bioldgicas.** A identificagio e determinacio de metilglioxal em tecidos
constitui ainda hoje um grande desafio para os quimicos analiticos.

Os estudos com metilglioxal, o qual também € conhecido como
piruvaldeido, aldeido pirtivico, 2-oxopropanal e acetilformaldeido,
comegaram no final do século XIX* e foram intensificados nas
décadas seguintes, através da inser¢do equivocada do metilglioxal
como um intermedidrio da via glicolitica.® Esta proposta foi base-
ada principalmente em trabalhos como os de Dakin e Dudley,”” que
mostraram maior quantidade de lactato (produto da fermentagao
latica) e glicose (produto da neoglicogénese a partir de piruvato) na
urina de coelhos tratados com injecdes subcutineas de metilglioxal.
Além disso, relacionaram o acimulo de metilglioxal ao diabetes visto
que, além de o metilglioxal causar aumento de glicose na urina, se
constatou que extratos de pancreas de diferentes animais possuiam
uma “atividade” capaz de inibir a gerac¢do de o-hidréxidcidos (como
é o caso do dcido latico) a partir de seus aldeidos correspondentes.*®

A produgio de lactato através de metilglioxal foi atribuida ao ciclo
das glioxalases (Esquema 2), o qual foi proposto, em 1913, de forma
independente pelo pesquisador alemao Neuberg® e pelos pesquisado-
res ingleses Dakin e Dudley.®® Ambos incluiram as glioxalases como

o o
H H
H;C HyC
o sG
metilglioxal hemitioacetal
GSH Glioxalase |
OH OH
0 (]
H,C H3C
Glioxalase Il
OH SG

D-acido latico S-d-lactoilglutationa
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enzimas da via glicolitica. Dakin e Dudley propuseram a existéncia
do ciclo ao observar maior quantidade de dcido mandélico na urina
de coelhos tratados intraperitonialmente com fenilglioxal,*® enquanto
Neuberg, tratando levedura e extratos de figado e musculo de coelho
com metilglioxal, verificou a formagéo de lactato.” Ambos os grupos
divergiam da rota de formacdo de lactato a partir do metilglioxal;
enquanto Dakin e Dudley propunham que o ciclo das glioxalases era
impulsionado por enzimas, Neuberg propds um mecanismo quimico
de oxi-reducio intramolecular do metilglioxal, cujo resultado final é
a conhecida reac¢@o de Cannizzaro (Figura 1).
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Figura 1. Formagdo de D-dcido ldtico a partir de metilglioxal, proposta por
Neuberg,” utilizando a reagdo de Cannizzaro

Pouco tempo depois, verificou-se que a conversdo de aldeidos
aos seus correspondentes hidréxidcidos, através do ciclo das glio-
xalases, era dependente de glutationa.® Embden e colaboradores®
e Meyerhof® em seus primeiros trabalhos sobre a via glicolitica
contrariavam a ideia de um intermedidrio, como o metilglioxal, ao
mostrarem que a formacdo de lactato no musculo era independente
da geracdo de metilglioxal. Isto fez com que as pesquisas envolvendo
o metilglioxal e o ciclo das glioxalases perdesse crédito significa-
tivamente.

Apenas nos anos 60 foi que os estudos envolvendo metilglioxal e
glioxalases voltaram a tona através do Prémio Nobel Szent-Gyorgyi
(1937, por pesquisas relacionadas a vitamina C), o qual afirmou que o
ciclo das glioxalases e o metilglioxal estavam relacionados a divisdo
celular.** Szent-Gyorgyi utilizou a glandula timo para os estudos da
glioxalase no controle da divisdo celular, baseado nos trabalhos de
Gudernatsch® que mostravam que girinos alimentados com extrato
de timo apresentaram metamorfose retardada, porém com hipertrofia
corporal. Assim, acreditando que o extrato de timo possuia “atividade”
para controlar a divisdo celular, em 1960, Szent-Gyo6rgyi mostrou
que culturas de células tratadas com extratos da glandula tinham seu
crescimento inibido, porém, em alguns casos esse crescimento era
acelerado. A estas atividades de inibi¢@o e ativag@o do crescimento
foram dados os nomes de “retina” e “promina”, respectivamente.®
Isolando-se a por¢do do timo com atividade de “retina”, verificou-se
que camundongos com cancer experimental sofriam redu¢io do tumor
se tratados com “retina”.®’ Esta atividade “retina” do timo foi entao
proposta como um possivel agente anticancerigeno.

Depois da descoberta das atividades de “retina” e “promina’” em
diversos tecidos,®® passou-se entdo a identificacdo destes fatores. Pou-
co tempo depois da descri¢do destas atividades por Szent-Gyorgyi, o
cientista Egyiid, do Instituto de Pesquisas do Misculo e Laboratério
de Biologia Marinha de Massachusetts, EUA, analisou os extratos pu-
rificados com atividade “retina” por espectroscopia no infravermelho
e propds que se tratava de um derivado de glioxal.®” Mais tarde essa
proposta foi confirmada ao se utilizar 2,4-difenil-hidrazina, conhecido
nucledéfilo de aldeidos, em extratos de figado de rato.” Os resultados
obtidos corroboraram a proposta de Dakin, Dudley e Neuberg de
que aldeidos sdo ativadores do ciclo das glioxalases. Szent-Gyorgyi,
conhecendo os trabalhos de Schubert” e Lohmann,® em que se cons-
tatou que metilglioxal era capaz de reagir com o grupo sulfidrila de
cisteina e que o ciclo era dependente de glutationa reduzida (GSH),
propds que o derivado de glioxal encontrado nos trabalhos anteriores
era o metilglioxal,”” o que foi confirmado posteriormente.”*’* Estes
trabalhos também mostraram que a por¢do “promina”, na verdade,
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eram as enzimas denominadas como glioxalases e que, de fato, o
ciclo era dependente de GSH.™

A participagdo do ciclo das glioxalases no controle do ciclo celu-
lar € muito controversa e de certo modo parece descartada, pois nos
dias atuais, com as revelacdes propiciadas pelas técnicas de biologia
molecular, compreende-se que mais provavel € a divisdo celular ser
controlada por outros fatores como as ciclinas dependentes de qui-
nases (CDKs) e pelos “pontos de controle” (checkpoints)™ exercidos
por outras enzimas.

Deve-se também destacar a possivel a¢do anticarcinogénica do
metilglioxal (“retina”) sugerida por Szent-Gyorgyi. Este acreditava
que a proliferagdo celular era determinada pelo balango entre a pro-
ducdo de metilglioxal e a atividade das glioxalases.” De fato, muitos
estudos demonstraram que o metilglioxal € um agente mutagénico,
capaz de alterar bases de DNA pela formagado de etanoadutos com
nucleobases.*® Por outro lado, a atividade e expressdo génica das
glioxalases I e II em células tumorais € ainda objeto de controvérsia,
visto que em alguns trabalhos a atividade e expressdo génica estido
aumentadas, em outros, diminuidas ou nio se diferem se comparadas
as mesmas células nao tumorais.””

METILGLIOXAL, REACAO DE MAILLARD E AGES

Apesar de o ciclo das glioxalases ndo se enquadrar no modelo de
regulacdo celular acreditado atualmente, esta via metabdlica ganhou
importancia quanto a sua capacidade detoxificadora do metilglioxal,
o0 qual € associado a diversas desordens no diabetes.®! Foram iden-
tificadas trés principais rotas de formacdo do metilglioxal in vivo
(Esquema 3), quais sejam, a partir da: via glicolitica, pela decom-
posi¢do espontinea da di-hidroxicetona fosfato ou sua conversio
a metilglioxal pela enzima metilglioxal sintase;* hidroxilagdo da
acetona, via citocromo P450I1E isoenzimas® e, da oxidagdo aerdbica
de aminoacetona, catalisada por fons de metais de transi¢cao® ou por
uma aminoxidase sensivel a semicarbazida (SSAO).*> Aminoacetona,
por sua vez, € supostamente formada a partir de treonina e glicina e
sua oxidagdo gera, além de metilglioxal, fons amdnio e peréxido de
hidrogénio, todos eles toxicos a culturas de células se administrados
em concentragdes micro a milimolar. A titulo de curiosidade, o me-
tilglioxal também tem sido detectado como constituinte em dgua de
chuva,® em fumaca de cigarro® e biscoitos,* além de mel, onde sua
presenca € associada a sua agdo antimicrobiana.®
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A citoxidade do metilglioxal € principalmente atribuida a forma-
cdo de AGEs, os quais sdo fragmentos estdveis de proteinas danifi-
cadas por metilglioxal, formados inicialmente por reacdo de Schiff
entre o metilglioxal e os grupos amino e sulfidrila de aminodcidos
como lisina, arginina e cisteina.”> Os AGEs formados ligam-se aos
RAGE:s (receptores de AGEs), expressos em vdrios tipos de células,”
disparando uma série de eventos patoldgicos.”!

Os AGEs, propostos como biomarcadores de diabetes, ateros-
clerose, cancer, envelhecimento, cetoacidoses e outras desordens do
metabolismo humano, derivam-se da reacdo de Maillard (Esquema
4), proposta em 1912 pelo cientista francés Maillard.”> Esta rea¢ao
entre aminodacidos e agucares foi descrita com riqueza de detalhes
mecanisticos e, numa série de trabalhos nos anos posteriores,
Maillard propds que esta reacdo estaria envolvida na fisiologia e
patologia humana e também na de plantas. Para descrever as desor-
dens fisioldgicas acometidas em humanos pelos produtos da reagao,
principalmente diabéticos, Maillard adotou a expressao “patologia
quimica”.
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Esquema 4. Primeiros estdgios da reagdo de Maillard. R: aminodcido ou
proteina. Adaptado da ref. 178

Durante os anos seguintes, foi publicada uma série de trabalhos
sobre proteinas de alimentos (a caseina do leite) a altas temperaturas,
acarretando perda de valor nutricional, como mostrado por Greaves e
colaboradores.” Posteriormente, foi detectado um complexo estdvel
entre a lactoglobulina e caseina quando o leite era aquecido a 85 °C,
utilizando eletroforese e tracando o perfil de pH desta reagdo.”

As primeiras citagdes sobre as rea¢des de Maillard sdo datadas
do fim da década de 40, quando se associaram as altera¢des nutri-
cionais de leite desnatado durante seu armazenamento a formacio
dos produtos das reagdes de aldoses.” O escurecimento de frutos
envelhecidos também foi associado a formacdo dos produtos das
reacdes de Maillard derivados das reagdes entre os aminodcidos e os
actcares contidos nestes alimentos, seguidos de oxidagdo aerdbica
catalisadas por fons de metais de transi¢ao.*®®’ Estes trabalhos também
propuseram que o aroma agraddvel de cervejas e batatas fritas era
associado a reacdes de Maillard.

A primeira incursdo no estudo de aspectos nutricionais e fi-
siolégicos das reagdes de Maillard no organismo de mamiferos
foi publicada em 1970 por Erbesdobler e colabores,”® que investi-
garam a influéncia do produto de reacdo entre frutose e lisina na
microflora intestinal. No inicio dos anos 80, as reacdes de Maillard
foram implicadas no envelhecimento e no diabetes, aumentando
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significamente o nimero de pesquisas sobre a quimica destes pro-
cess0s.”1% Sell e Monnier'”! isolaram a pentosidina (produto de
reacdo entre ribose, lisina e arginina) no coldgeno humano e, mais
tarde, mostraram que o acimulo de pentosidina no coldgeno de
pessoas idosas e de pacientes diabéticos com complicagdes renais
era muito maior se comparado a pessoas jovens e nio diabéticas.!??
As reagdes de Maillard ainda sdo objeto de estudos in vivo visto
que ainda ndo se encontrou um modo eficaz de inibi-la e, a cada
dia, s@o descobertos novos efeitos bioldgicos deletérios associados
aos produtos desta reagdo. Ha crescente interesse na identificagdo e
sintese de biomarcadores destes adutos de Maillard'® e no estudo
de seus efeitos no metabolismo de diabéticos.!*+1%

Uma vez que a glicose, uma aldose, é uma das principais mo-
léculas protagonistas das reagdes de Maillard, especulou-se que o
metilglioxal (“retina”, na nomenclatura de Szent-Gyorgyi) poderia
também participar nas reacdes. A formacao de hidroxipirroles a partir
de metilglioxal e acetato de metil amdnio'® foi uma das primeiras
descobertas que permitiram associar a reagdo de Maillard com me-
tilglioxal e propor que esse metabodlito poderia estar envolvido na
fisiopatologia do envelhecimento e do diabetes, através da formacao
dos AGEs. Anos mais tarde atribuiu-se a uma oxoaldeido reductase,
extraida de figado de porco, um possivel mecanismo de defesa frente
aos produtos derivados de metilglioxal e aminodcidos.!” Nos anos 90,
foi entdo relatada a formagdo de imidazdis em proteinas pela reagio
do grupo guanidina de arginina com metilglioxal,'”® bem como a
ativagcdo dos RAGE:s por produtos da reacdo entre albumina, rica em
grupos sulfidrila, e metilglioxal,'” confirmando que as AGEs eram
de fato produzidas através de reac¢des de Maillard.

Nesta mesma época, Westwood e Thornalley mostraram que al-
bumina bovina e humana tratadas com glicose e metilglioxal exibiam
algumas diferengas quimicas e estruturais.!'° Embora ndo se obser-
vasse seletividade entre arginina e lisina para a reacio com glicose,
a reagdo de metilglioxal com lisina sé acontecia quando utilizadas
altas concentracdes de metilglioxal (100 mM).

Foi também demonstrada a formacao de radicais livres nas rea-
¢des de metilglioxal com aminoécidos. Utilizando alanina marcada
isotopicamente com N-, 1-13C-, 2-B3C e 3-13C, através de espectros
de ressonancia paramagnética de elétrons (EPR), inferiu-se que nesta
reagdo eram gerados um anion radical metilglioxal, anion radical
superdxido e um cdtion radical, este dltimo, produto da reacdo entre
metilglioxal e o produto da reagdo metilglioxal/alanina.!"!

A participacio de metilglioxal no processo de envelhecimento
foi evidenciada pela detec¢do de N-e-carboxietil-lisina, produto da
modificaciio quimica de proteinas por metilglioxal, em proteinas do
cristalino.''? Paralelamente, Abordo e colaboradores determinaram
um aumento da concentracio de o-oxoaldeidos e da instalacdo de
estresse oxidativo em culturas de macréfagos de ratos tratados com
H202.113

Enfim, assim como a glicose, o metilglioxal é capaz de reagir
com grupos amino e sulfidrila de proteinas, gerando bases de Schifte,
consequentemente, os produtos da reagdo de Maillard (Esquema 5).'*

EFEITOS CITOTOXICOS E TOXICOS DO
METILGLIOXAL

O metilglioxal existe em 4gua num equilibrio dindmico entre suas
formas mono (56-62%) e di-hidratada (38-44%), restando em solucéo
1% do total de metilglioxal na sua forma ceto-aldeidica (Figura 2).''
O espectro de absor¢do do metilglioxal em vdrios solventes, como
dgua e acetona, foi descrito primeiramente por Woo e Chang (1945).
Eles concluiram que o metilglioxal em dgua gera uma forma hidra-
tada,''® a qual jd havia sido proposta por Neuberg e Schor (1927),
através de estudos de espectroscopia de absor¢ao UV-Vis."'” Moulds
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Esquema 5. Produtos de reagdo entre metilglioxal e residuos de ar-
ginina, lisina e cisteina. Adaptado da ref. 53. R :-CH,CHNH,COOH,
R, - (CH,),CHNH,COOH e R -(CH,),CHNH,COOH. (1) Metilglioxal,
(2) hemetioacetal, (3) Ny-(4,5-di-idroxi-4-metil-imidazolidin-2-il) ornitina,
(4) Ny-(5-hidro-5-metil-imidazol-4on-2-il) ornitina, (5) Ny-(5-metilimidazol-
4-on-2-il) ornitina e (6) N,-(1-carboxietil)lisina
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Figura 2. Estruturas quimicas do metilglioxal em dgua

e Riley (1938) mostraram que logo apds a destilagdo do metilglioxal
em solu¢do aquosa, um polimero € formado e que 0 mesmo € destruido
com a adicdo de dgua. Propuseram entdo que poderia haver tragos de
um polimero do composto em meio aquoso.'!®

Apesar de o metilglioxal existir sob tantas formas em 4gua, a
mais reativa € a ceto-aldeidica, segundo Nukaya e colaboradores
(1993).'"° Esta € a forma produtora de 4cido férmico, dcido acético
e diacetilo em meio aquoso tamponado com fosfato e H,0, diluido.
Neste trabalho, detectou-se radical acetila e consequente formagao de
N-acetilguanosina, a qual poderia indicar uma atividade mutagénica
do metilglioxal. Metilglioxal também promoveu aumento de radicais
livres e acimulo de cdlcio em eritrdcitos na presenga de fons de ferro,
levando a redugdo de fons de Fe**.!1?0

Apesar de tantas evidéncias quanto a toxicidade de metilglioxal,
quando Dakley e Dudley mostraram que lactato € gerado a partir de
metilglioxal, ndo foi relatado nenhum efeito téxico do metilglioxal
em animais experimentais.’’ Os primeiros trabalhos sobre os efeitos
toxicos de metilglioxal s6 apareceram a partir dos anos 20 com Sjol-
lema e Seekles, ao mostrarem que coelhos tratados com metilglioxal
manifestavam depressdo e falta de apetite, além de edema e hiperemia
pulmonar associados a doses letais.!!

Na primeira metade do século passado, a deficiéncia de tiamina
(vitamina B1) com consequente beribéri em aves ja havia sido re-
lacionada ao acimulo de metilglioxal nos tecidos destes animais.'*
Este efeito foi atribuido a uma disfungdo do ciclo das glioxalases ao
eliminar o metilglioxal.'?® Geiger e Rosenberg (1933) encontraram
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elevada concentracio de metilglioxal na urina de cées polineuriticos e
na urina e no fluido cérebro-espinhal de recém-nascidos com dispepsia
aguda, doengas associadas a deficiéncia de tiamina.'** A nefropatia,
relacionada a elevada concentracdo de metilglioxal e baixa atividade
das glioxalases em figado de ratos, revelou que estes animais também
eram deficientes em tiamina.'?

No inicio dos anos 50, foi descrita a inibicdo da succinato
desidrogenase de mitocdndrias isoladas de figado de rato por
metilglioxal, ocasionando depressdo da respiracdo celular, suge-
rindo que tiolproteinas seriam potenciais alvos do metilglioxal.'?
Outros autores também verificaram que o metilglioxal inibe o
consumo de oxigénio de mitocondrias isoladas de figado e cérebro
de rato.'”” Estes resultados deram inicio a uma série de trabalhos
que propunham uma ag¢ao antitumoral do metilglioxal. Sdo dignos
de nota o estudo de Pine e DiPaolo (1966) sobre o efeito inibitdrio
do metilglioxal em mitocondrias isoladas de tumores induzidos
em ratos por células leucémicas L1210' e o de Mikles-Robertson
e colaboradores (1979) sobre a inibi¢do da atividade mitocondrial
e proliferacdo celular de diferentes linhagens de células humanas
e murinas desafiadas com metilglioxal.'” Mais tarde, porém,
verificou-se que mitocOndrias isoladas de rins de ratos sauddveis
também eram afetadas pelo metilglioxal.'®

As reacdes de metilglioxal com proteinas jd eram conhecidas e,
em 1973, Krymkiew demonstrou que metilglioxal também era capaz
de reagir com DNA e RNA e por isso poderia ser considerado um
agente mutagénico, contrariando trabalhos anteriores que apresen-
tavam o metilglioxal como um composto anticarcinogénico."' Além
dos efeitos lesivos do metilglioxal a DNA e RNA, foram relatados
efeitos citotéxicos em culturas de linfécitos humanos, medula 6ssea e
aparelho gastrointestinal de camundongos,'*> o que colocou em xeque
o papel do metilglioxal como agente anticarcinogénico.

Em virtude de sua alta reatividade frente a proteinas e DNA, ndo
¢é absolutamente surpreendente que multiplas propriedades bioldgicas
possam ser exibidas pelo metilglioxal. Nao sé enzimas da via gli-
colitica como aldolase e gliceraldeido 3-fosfato desidrogenase sdo
susceptiveis ao metilglioxal,'** como a enzima mitocondrial carnitina
palmitoil transferase de coracdo, figado e musculo esquelético de
ratos,'** promotora da translocacdo de dcidos graxos para dentro da
matriz mitocondrial, comprometendo a oxidacdo destes combustiveis
bioldgicos.

O balango redox no interior de culturas de hepatdcitos de ratos foi
pertubado pelo metilglioxal através de uma diminuicéo dos niveis de
glutationa reduzida (GSH),'* possivelmente via inibi¢do de glutationa
redutase'* e de glutationa peroxidase.'”” O metilglioxal também se
enquadrou como um agente capaz de causar retinopatia ao degradar
proteinas do cristalino da retina de bois e humanos.'*

Também se sabe que metilglioxal afeta a eletrofisiologia de
células-beta do péncreas,'® induzindo inchamento celular'® e as
conduzindo a apoptose,'*! assim como se administrado a culturas de
células Jurkat, ativando a c-Jun N-terminal quinase'*? ou a linhagem
leucémica de células monociticas U937.!** Metilglioxal também induz
hipertensao em ratos,"* um distdrbio caracteristico do envelhecimento
de animais experimentais € humanos.

Devido ao vasto acervo de dados quanto aos efeitos do metilglio-
xal em diversas linhagens celulares e animais, atualmente a eluci-
dagdo dos mecanismos de morte celular associados ao metilglioxal
se tornaram mais interessantes e instigadores. Cook e colaboradores
(1998) relataram que culturas de células-beta de ilhotas de pan-
creas, tratadas com metilglioxal, continham elevada concentrac¢do
intracelular de fons cdlcio.'*® Lembramos aqui que [Ca*]. > 10 nM
catalisa a abertura de poros da membrana mitocondrial afetando
seu desempenho energético, podendo levar a célula a apoptose.'*
Akhand e colaboradores (2001) mostraram que culturas de células
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endoteliais humanas, desafiadas por metilglioxal, sofrem agregacio
de proteinas, principalmente as da superficie da membrana celular,
ativando a protefna tirosina quinase e, dessa maneira, fosforilando
residuos de tirosina e inibindo, a0 mesmo tempo, a a¢io da quinase
regulada extracelularmente. Os autores concluiram que o metilglio-
xal, através de modificagdes quimicas de proteinas, pode regular
ao mesmo tempo as acdes de fosfatases e quinases das células.'*” A
ativac@o do mitégeno p-38 e da proteina heat-shock 27 em células
mesangiais glomerulares de ratos também foi relatada como via de
morte celular induzida por metilglioxal.'**!** Recentemente, muitos
trabalhos sobre os efeitos do metilglioxal no organismo apostam
numa resposta tipica de estresse oxidativo. Entre eles, ressaltamos a
constatagdo de Tatsunami e colaboradores (2009) de disfuncéo dos
sistemas das tioredoxinas e glutaredoxinas, consumidoras de peréxido
de hidrogénio e peréxidos organicos téxicos, em culturas de células
endoteliais de aorta bovina desafiadas por metilglioxal, culminando
com desbalango redox e morte celular.!>

METILGLIOXAL EM PROCARIOTOS

A geracdo de lactato a partir de metilglioxal em bactérias foi de-
monstrada primeiramente por Neuberg e Gorr (1926)"! e logo depois
se conseguiu isolar metilglioxal de culturas de bactérias.'> Entretanto,
pesquisas envolvendo bactérias e metilglioxal s6 retornariam com
maior énfase nos anos 60 com Egyiid e Szent-Gyorgyi (1966), quando
demonstraram que a proliferacéo de E. coli era dose-dependente da
adigdo de metilglioxal e revertida pela adi¢do de cisteina.!>3 Verificou-
se que a principal via de formagdo do metilglioxal em bactérias é
através da metilglioxal sintetase, do mesmo modo ao encontrado
em outros animais.'>* Porém, mutantes de E. coli deficientes para
a metilglioxal sintetase nio t€ém o seu crescimento e metabolismo
afetado, demonstrando que o metilglioxal ndo ¢ preponderante para
o desenvolvimento do micro-organismo.'>

A caracterizagdo de uma enzima (metilglioxal redutase) em Pseu-
domas putida, que utilizava aldeidos como substratos, oxidando-os,
entre eles o préprio metilglioxal adicionado as suspensdes, permitiu
provar que o metilglioxal era toxico as bactérias.'*® Verificou-se tam-
bém que esta bactéria contém atividades considerdveis de enzimas
do ciclo das glioxalases. Mais recentemente, uma nova aldo-ceto
redutase (YghZ) foi clonada, caracterizada e expressa em culturas
de E. coli e se mostrou eficiente (Km = 3,4 mM) na eliminagdo
do metilglioxal.”” Outra enzima, denominada glioxalase III, nao
dependente de glutationa, foi isolada e purificada de E. coli.'®® Esta
enzima apresenta algumas caracteristicas distintas das glioxalases I
e II. Por exemplo, € insensivel aos inibidores da glioxalase I, mas ¢
inibida por bloqueadores de grupos tidlicos, o que sugere que seja
dependente de grupos sulfidrila em seu sitio ativo.

Atividade antimicrobiana também foi assinalada ao metilglioxal.
Quando adicionado a culturas de E. coli, o metilglioxal causou dimi-
nuicdo da sintese de RNA e DNA bem como deplecao de espermidina
e putrescina de E. coli, como esperado, pois estas poliaminas sdo vitais
a proliferacéo e sdo desativadas por adi¢do ao metilglioxal.'* Metil-
glioxal também se mostrou téxico quando administrado a culturas de
Prevotella ruminicola, uma bactéria encontrada em ruminantes, quan-
do crescida em meio enriquecido de glicose (50 mM).'** Esta resposta
foi atribuida ao estresse oxidativo desencadeado por metilglioxal
devido ao consumo excessivo de glutationa (GSH). Demonstrou-se
que GSH tem papel antioxidante em culturas de E. coli desafiadas
com metilglioxal, diferentemente de culturas de E. coli deficientes na
producdo de GSH, que foram susceptiveis ao composto.'*! Esse efeito
protetor também foi demonstrado quando culturas de Haemophilus
influenzae tratadas com metilglioxal apresentaram alta viabilidade
ao serem pré-tratadas com GSH.'¢?

Quim. Nova

Desse modo, a produgdo de metilglioxal por bactérias e células
de mamiferos, incompreensivelmente, ndo apresenta nenhuma van-
tagem evolutiva, pois permanece associada a uma perda do controle
do metabolismo através de grande fluxo e sobrecarregamento da via
glicolitica.®!

METILGLIOXAL EM LEVEDURAS

O metilglioxal como um intermedidrio da fermentacdo alco-
Olica de leveduras foi primeiramente proposto por Kostytschew e
Soldatenkov (1927).1%* Assim como em mamiferos e procariotos,
leveduras também contam com o ciclo das glioxalases dependente
de GSH para a detoxificagdo do metilglioxal. '* Em leveduras, a
atividade da glioxalase I dispde de altas concentracdes de glutationa
(GSH) e € regulada pela interag@o célula-célula, aumentada com a
densidade celular.'®®

Inose e Murata (1995) relataram que mutantes de Saccharomyces
cerevisiae produtores de metilglioxal em excesso possuem elevadas
atividades de algumas enzimas da via glicolitica como a triose fosfato
isomerase e a fosfofrutoquinase, envolvidas na mutagenicidade destas
leveduras.'*® Consistentemente, observou-se glicagdo de proteinas
promovidas por metilglioxal em Saccharomyces.'*"16%

Diferentemente de bactérias, a principal via de formagao do metil-
glioxal em leveduras pode ser a decomposi¢do quimica espontinea da
di-hidroxicetona fosfato, pois no foi detectada atividade de metilglio-
xal sintetase.'** Recentemente, andlises do genoma de S. cerevisiae
ndo revelaram sequéncias homologas a da metilglioxal sintetase, o
que corrobora trabalhos anteriores.'® Martins e colaboradores (2001)
também constataram que ndo ha atividade enzimadtica envolvida na
geragdo de metilglioxal em leveduras, concluindo que apenas 0,3%
do fluxo de glicose € divergido para a formagdo de metilglioxal.'”®

Leveduras, assim como mamiferos e bactérias, também possuem
uma aldose redutase capaz de detoxificar o metilglioxal'”' e contam
com di-hidroxiacetona quinases, capazes de eliminar excessos de
di-hidroxiacetona fosfato impedindo, assim, a formacdo de metil-
glioxal.'”” Estudos com S. cerevisiae demonstraram que hd duas
vias de producio de lactato a partir de metilglioxal: a ja conhecida
via das glioxalases e, uma via composta por metilglioxal redutase e
lactaldeido desidrogenase.'”

Recentemente, as leveduras tém sido usadas como organismos-
modelo para a avaliacdo da citotoxidade do metilglioxal e de seu
mecanismo de acdo em doengas neurodegenerativas. Além disso, é
de extremo interesse tecnolégico impedir a formagao de metilglioxal
no processo de fermentacéo alcodlica, contribuindo assim para maior
viabilidade e funcionalidade da levedura.'™

CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

Ao longo de quase um século de pesquisa sobre o(s) papel(is) do
metilglioxal em diversos organismos, foram propostas trés funcdes
para esta molécula: intermedidrio da via glicolitica e, portanto, ge-
rador de piruvato, um combustivel biolégico e precursor da neogli-
cogénese; regulador da divisao celular e, agente anticarcinogénico,
paradoxalmente ao lado de seu papel indutor de envelhecimento,
cancer e diabetes.

A elucidagido da via glicolitica'” com a exclusdo do metilglioxal
como intermedidrio, a probabilidade de que a divisdo celular seja
controlada pelas ciclinas dependentes de quinases (CDKs) e os pon-
tos de controle (checkpoints)™ e a controvérsia sobre a contribuicdo
pré- ou antitumoral do metilglioxal®’ por sua capacidade de reagir
com DNA tornaram o papel do metilglioxal no metabolismo uma
questdo extremamente intrigante, ndo resolvida ainda. Um ponto que
vem ganhando certo destaque na literatura sobre o metilglioxal e ciclo
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das glioxalases € a participagdo de ambos numa rota anaplaerética
para o ciclo do dcido citrico,!” porém, esta hiptese também nio estd
consolidada por evidéncias experimentais.

Dessa maneira permanece a pergunta: Por qué o organismo produz
quantidades excessivas de uma molécula capaz de reagir rapidamente
com proteinas e DNA e disparar respostas bioldgicas que conduzirido
a doengas como diabetes e Alzheimer?

Em alguns animais como o polvo (Polvo ocellatus) o metilglioxal
foi identificado como combustivel biol6gico através de sua conversio
a D-lactato,'”” precursor de piruvato, corroborando proposta inicial
de o metilglioxal e o ciclo das glioxalases'” constituirem precursores
de ATP. Entretanto isto nao acontece na maioria dos organismos, e
o acimulo do metilglioxal € considerado como ator de disttirbios
fisiolégicos.

Finalmente, chamamos a atenc@o para a importancia do desen-
volvimento de pesquisas sobre o papel do metilglioxal em sistemas
biolégicos, bem como sobre o desenvolvimento de fdrmacos capazes
de inibir ou diminuir os efeitos toxicos desta molécula e controlar a
atividade das enzimas da via das glioxalases, em especial no diabetes e
em outras doencas onde produtos de glicagio avancada sdo comumen-
te encontrados. Para tanto, o desenvolvimento de métodos analiticos
para avaliacdo de metilglioxal livre e combinado a macromoléculas
em amostras bioldgicas, bem como a caracterizacio de adutos mar-
cadores de doencas derivados de metilglioxal se tornam necessarios
e desafiam a criatividade e empenho dos quimicos.
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