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ADP — IBOSILAÇÃO DE PROTEÍNAS
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O coen2ima 1, nicotinamida-adenina-nucleótido (NAD)
é bem conhecido como cofactor de numerosas reacções en
zimáticas de oxidação-redução (Fig. 1). Ele é o principal
aceitador de protões, tanto no citoplasma como nas mito
côndrias, onde desempenha um papel importante na fos
forilação oxidativa, de que resulta a formação de fosfatos
de alta energia (ATP). Contudo, recentemente, verificou-
-se que apenas 10 % do NAD actua em tais processos, sendo
os outros 90% utilizados em reacções muito mais com
plexas e ainda não perfeitamente compreendidas, mas cuja
importância parece ser grande.
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Figura 1: Estrutura do NAD (1 = ligaçao de alta energia nicotinamida

-ribose: 8,2 kcal/mole).

INTERACÇÃO DO NAD COM A HISTAMINA

Na década de 60 surgiram diversos trabalhos sobre o des
tino da histamina. Esta seria degradada directamente ou
após formação de metil-histamina, por uma histaminase, se
guida da acção da xantina oxidase ou de uma aldeído desi
drogenase na presença de NAP:

Verificou-se na altura que as mulheres grávidas excretam
grandes quantidades de histidina, possivelmente por falta de
descarboxilase que a transforma em histamina, mas não se
sabe o significado deste fenómeno. Todavia, foi descrito um
processo metabólico diferente para a histamina: a sua inter
acção com NAD, em resultado da nicotinamida ser substi
tuída por histamina (H):

N RPPRA + H H — RPPRA + nicotinamida

Demonstrou-se um antagonismo entre a nicotinamida e a
histamina em cobaias, pois a nicotinamida tinha um efeito
inibidor na libertação de histamina na anafilaxia. Por outro
lado, a concentração de NAD diminui nos processos anafi
lácticos. Sugeriu-se uma possível importância destas reac
ções no sistema nervoso e nas reacções de hipersensibilidade.

MONO E POLI ADP - RIBOSILAÇÃO
DE PROTEÍNAS

Muito mais interesse despertou a descoberta da reacção
entre o NAD e algumas proteínas de que resulta a libertação
de nicotinamida e a união de ADP - ribose à proteína, atra
vés de um grupo carboxilo (COO-) de ácido glutâmico ou
de lisina (Fig. 2).

Temos assim um processo denominado ADP ribosilação
de proteínas. Ao que parece, a união do primeiro monóme
ro de ADP-R faz-se por um enzima iniciador (ADP ribose
transferase),’ que utiliza a ligação de alta energia para fazer
a união da ribose à proteína, ao passo que as ligações se
guintes estão a cargo da poli ADP-R sintase.2 Três enzimas
degradativos intervêm: ADP-R-proteína hidrolase, cliva o
monómero de ADP-R ligado à proteína;3 fosfodiesterase,
cliva ~ ligação entre os dois fosfatos ; ~ poli ADP-R glico-hi
drolase,5 cliva as uniões entre os diversos monómeros de
ADP-R e é o enzima mais importante na degradação:

proteína ~L R -P - P - R -A~ 4 2~5
R-P-P-R-A

Discute-se a diferença entre a mono ADP ribosilação e a
poli ADP ribosilação. Hoje, admite-se que a primeira seja o
resultado da acção de toxinas bacterianas, ao passo que a
segunda parece ter grande importância fisiológica. Foi mi
cialmente descrita no núcleo e mais tarde noutros organelos.

POLI ADP RIBOSILAÇÃO
DE PROTEíNAS NUCLEARES

A poli ADP-R sintase do núcleo encontra-se associada à
cromatina e pode ligar até 65 resíduos de ADP-R. As prin
cipais proteínas nucleares aceitadoras são as histonas H, e
H2B a endonuclease e a própria poli ADP-R sintase.

No que respeita ao significado da poli ADP ribosilação
de proteínas nucleares, diversas hipóteses têm surgido: regu
lação do ciclo de crescimento celular (o consumo de NAD é
máximo na fase H2 do ciclo celular. As proteínas da matriz
nuclear (laminas) também são ribosiladas, aumentando a
poli ADP ribosilação 20% na fase S e 40% na fase G,. A
ribosilação da endonuclease inactiva este enzima, do que
resulta incapacidade de gerar clivagens do ADN, em que as
polimerases possam actuar. Todavia, há factos que fazem
crer que a principal importância da poli ADP ribosilação
consista na reparação do ADN.

Em fibroblastos humanos expostos a radiação ultraviole
ta aparecem clivagens nas faxas de ADN. Nestas condições,
há um aumento rápido de ADP-ribosilação até 15 vezes,
acompanhado de deplecção de NAD. O enzima é activado
proporcionalmente ao número de clivagens cromossómicas,
ao mesmo tempo que diminui a síntese de ARN.
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Figura 2: Reacçào entre o NAD e algumas proteínas

R - P - P - R -A

R-P-P-R-A

O tratamento de células de linfoma com metilnitroso
-ureia é acompanhado de aumento de poli ADP ribosilação de
5 a 8 vezes. O mesmo sucede com outros agentes que cau
sam clivagens cromossómicas (estreptozotocina, N-metil-N’
-nitrosoguanidina, raios -y, etc). Células de tumor de Ehr
lich ascítico do murganho na ausência de nutrientes sofrem
fragmentações do ADN e os resíduos de poli ADP-R au
mentam 6 a 10 vezes.

Em hepatomas de rato indiferenciados a ribosilação é
diminuta, porém, aumenta em tumores diferenciados. No
figado fetal foi descrita uma concentração baixa de mono
ADP-R, que aumenta durante o desenvolvimento. Também
os agentes alquilantes causam fragmentação cromossómica
e estímulo da poli ADP ribosilação.

A ataxia telangiectásica é uma doença que cursa com nu
merosas clivagens cromossómicas. A exposição destes doen
tes a radiações para tratamento de tumores é acompanhada
de sequelas muito graves. Verificou-se que nestes doentes
não há poli ADP ribosilação. Pelo contrário, na anemia de
Fanconi, que também cursa com múltiplas fracturas cr0-
mossómicas, o NAD está diminuído, possivelmente por ser
utilizado em excesso no processo reparador de poli ADP
ribosilação.

Foram descritos diversos inibidores e activadores do en
zima. Entre os inibidores temos a nicotinamida, benzamida,
fenonas e o zinco. Este poderá desempenhar um papel regu
lador, pois, é captado activamente pelo núcleo.

Entre os activadores temos o ADN, as histonas, a diade
nosina-tetrafosfato e o ATP.

As poliaminas também parecem regular a actividade da
poli ADP-R sintase, pois a sua actividade aumenta em cul
tura de fibroblastos a que se adiciona a-metilornitina, um
inibidor da síntese de poliaminas.

Em geral tecidos com proliferação rápida tem aumento
de poli ADP-R.

OUTRAS ACÇõES FISIOLÓGICAS

Embora inicialmente se considerasse a ADP ribosilação
um fenómeno exclusivamente nuclear, hoje sabe-se que
10 Wo do enzima existe no citoplasma e cerca de 90 Wo no nú
cleo. Na mitocôndria há uma proteína receptora de ADP-R,
embora se não conheça o seu significado. Nos eritrocitos de
peru foi descrita uma ADP-R transferase, capaz de ribosilar
o lisozima.

O efeito da testosterona e da castração foi descrito em
rim de murganho. A castração causa uma baixa de mono
ADP-R e um aumento de poli ADP-R, ambos normalizados
por testosterona.

Diversas hormonas, como a progesterona, dietilestilbes
trol e tirotrofina parecem actuar por ADP ribosilação.

Também a paratormona parece provocar fosfatúria por
dois mecanismos independentes: formação de AMP cíclico
e por ADP ribosilação duma proteína da membrana dos
túbulos renais.

Recentemente surgiu um estudo sobre ADP ribosilação
do transportador de glucose. Segundo os Autores, este pro
cesso seria regulador da entrada de glucose na célula. A cé
lula colocada em meio contendo NAD teria os canais de
glucose ADP-ribosilados, o que diminuiria o transporte
de glucose, ao mesmo tempo que aumenta a concentração
de nicotinamida no meio.

A fusão dos mioblastos para formação da célula muscu
lar também requer a poli ADP ribosilação. Os seus inibido
res impedem a fusão dos mioblastos em células multinuclea
das, ao mesmo tempo que impedem o aumento da creatina
fosfoquinase, específica da diferenciação. A expressão gené
tica requereria rearranjo de genes ou transposição de ADN,
o que implica a clivagem e reunião das faxas de ADN.

Em hepatocitos em cultura demonstrou-se que a poli
ADP ribosilação participa na regulação da expressão de
duas funções fetais: o isoenzima K (fetal) da piruvato qui
nase e a ~y-glutamil-transpeptidase, sendo esta indução ini
bida por 3-aminobenzamida (inibidor da poli ADP-R. A
síntese de albumina e de a-fetoproteína não é, porém, afec
tada.

Nos linfocitos periféricos a ADP-R transferase é activada
por estímulo mitogénico, coincidindo com a rápida reunião
das faxas de ADN clivadas.

SITUAÇõES PATOLÓGICAS

Estas são várias e de muito interesse e resultam da ADP
ribosilação da transducina, do factor de alongamento ou da
ARN polimerase no Bacilo coli por toxinas bacterianas ou
víricas.

A. Toxina da cólera

A toxina da cólera é formada por dois componentes: A
(Coleragénio) e B (Coleragenóide). Em eritrocitos de pom
bos a toxina liga-se à membrana por intermédio do com
ponente B, sendo em seguida inserido através da membrana
o componente A, que vai ADP ribosilar a transducina
(proteínas ai) componente ~lo sistema da adenilciclase. A
adenilciclase é activada continuamente, formando AMP cí
clico, que inibe a reabsorção de sódio pelas vilosidades do
intestino (Fig. 3). Se a quantidade de toxina for suficien
te, ela pode causar ADP ribosilação de todos os receptores
~3-a-drenérgicos (1500/ célqla).
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comoonente A

comoonentes B
fo~mam canal

Figura 3: ADP ribosilaçAo do componente a~ da adenilciclase pelo colagénio.

B. Toxina da difteria e da Pseudomonas aeruginosa

Estas toxinas actuam sobre o factor de alongamento 2 do
ribosoma, causando a sua ADP ribosilação e paragem da
síntese proteica. A ADP ribosilação dá-se por união a um
derivado da histidina na proteína, a diftamida, 2-(3-
-carboxiamido-3-[trimetilamónio]-propil)-histidina. E de no
tar que a toxina da difteria também é composta de fragmen
tos A, activo, e de fragmentos B que formam um canal na
membrana celular, por onde penetra o fragmento A.

C. Ribosilação da polimerase da E. coli

Um fago invade o Bacilo coli e vai induzir enzimas que
causam ribosilação do polipéptido a da polimerase do
ARN, numa arginina, interferindo com a divisão da bac
téria.

D. Diabetes experimental

A estreptozotocina e a aloxana causam clivagens cromos
sómicas que estimulam a poli ADP-R transferase. Há deple
ção de NAD, pelo que baixa a fosforilação oxidativa. Não
há formação de energia nas mitocôndrias. O ATP diminui e
os ilhéus morrem. Captadores de radical hidroxil, como a
dimetilureia e inibidores da poli ADP ribosilação como a ni
cotinamida, contrariam os efeitos deletérios destes compos
tos, e protegem contra a indução de diabetes experimental.

E. A insulina inibe a nbosilação de
uma proteína da membrana do hepatocito

O mecanismo de acção da insulina ainda é mal conhe
cido. Admite-se que actue sobre receptores de membrana,
activando uma tirosina-quinase de cuja acção resultam efei
tos múltiplos.

Ela inibe a adenilciclase estimulada por glucagina e acti
va uma fosfodiesterase da membrana do hepatocito. Estas
acções dependem de uma proteína reguladora, Nin, que in
teractua com GTP e parece ser semelhante às proteínas G.

O pré-tratamento da Nin com glucagina impede a sua
activação pela insulina.

A toxina da cólera ribosila a subunidade desta proteína,
sendo este efeito impedido pela insulina.3’

Embora seja ainda prematuro especular sobre este con
junto de interacções, elas não deixam de ser interessantes e
talvez o futuro venha a demonstrar qualquer tipo de relação
entre a insulina, a glucagina e a ADP-ribosilação.
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