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D-AMINO ACIDS IN BIOLOGY — MORE THAN ONE THINKS. It is still frequently referred, even in reference text-books, that
the D-enantiomers of amino acids are not present in living organisms, which is not right. In the present revision/informative paper

we describe a large number of D-amino acids that are present in all forms of organisms, from bacteria to human beings, in the free

state, in peptides and in proteins, and give a short overview of their characteristics, physiological interaction and roles.
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INTRODUCAO

E unanimemente reconhecido pela comunidade cientifica que os
aminodcidos sdo componentes fundamentais dos seres vivos desde
a emergéncia da vida na Terra e que muitos deles podem ter tido
origem prebidtica, ou mesmo extraterrestre, ndo obstante o eventual
incremento da degradac@o da matéria organica ao entrar na atmosfera
terrestre ou no impacto dos eventuais transportadores, cometas ou
meteoritos, com a superficie do nosso planeta.

E certo que varios aminodcidos foram ji detectados em meteo-
ritos, como o de Murchison, mas ndo € seguro que néo resultem da
contaminacdo por seres vivos terrestres embora alguns dos aminod-
cidos identificados tenham caracteristicas diferentes dos que ocorrem
nos 0rganismos no que respeita a sua composic¢ao quimica, estrutural
e até isotdpica. A sua sintese na Terra em condigdes prebidticas
¢ também uma possibilidade e tem sido um tema de investigagdo
activa desde o trabalho pioneiro de Stanley Miller, mas ainda sem
resultados conclusivos.'

Os aminodcidos sdo moléculas pequenas que se caracterizam por
terem, pelo menos, um grupo funcional amina e outro carboxilico,
embora algumas moléculas que nio t€m estas caracteristicas sejam
também designadas por aminodcidos, como € o caso da taurina que
€, de facto, o dcido aminoetilsulf6énico (H,N-CH,-CH,-SO,H).

A importancia dos aminodcidos nos seres vivos €, como referimos,
relevante, podendo ocorrer neles na forma livre, mas sobretudo como
constituinte de péptidos, proteinas (e enzimas), polimeros resultantes
de reacc¢des de condensagao que podem incluir outros componentes,
e ainda associados a outras moléculas biolégicas, como € o caso da
vitamina B,. Os péptidos como, por exemplo, a glutationa, que regula
o potencial de oxidagdo/redu¢do no interior das células, tém uma
massa molecular menor que a das proteinas, que sdo polipéptidos,
mas ndo hd uma defini¢do unanimemente aceite sobre a massa mo-
lecular que os distingue. As proteinas, porém, em geral, t€ém fungdes
estruturais, cataliticas (enzimas), sinalizadoras, de transporte de ides
ou moléculas, etc., mais amplas que as dos péptidos.

Actualmente conhecem-se nos sistemas biol6gicos 22 amino-
acidos codificados no DNA, os quais sdo sintetizados por mais de
uma via metabdlica, embora sejam conhecidas algumas centenas
que resultam de reacgdes pos-translacionais. Tém também a parti-
cularidade de terem, pelo menos, um carbono quiral, com excepgao
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da glicina. Todavia, associadas a estes dois aspectos, hd afirmacdes
divulgadas em muitos artigos e livros de texto, mesmo recentes, sobre
as caracteristicas dos aminodcidos que ndo correspondem ao que,
de facto, ocorre nos organismos. E por exemplo, comum referir-se
que o nimero de aminodacidos codificados no DNA ¢ 20, embora no
ser humano esse valor seja realmente 21, facto conhecido desde a
década de 1960 em que se descobriu que a selenocisteina € também
codificada, e mais recentemente, ja em 2002, foi identificado um
vigésimo segundo aminodcido, a pirrolisina, codificada na bactéria
metanogénica Methanosarcina barkeri mas que ocorre também em
outras espécies do mesmo género. O equivoco resulta de, na época, os
aminodcidos expressos serem associados a certos grupos de coddes,
sem considerar a possibilidade dos organismos seguirem estratégias
de adaptagdo e utilizarem outros tipos de coddes. Nos dois casos
referidos sdo, de facto, utilizados coddes usualmente identificados
como indicadores de paragem, isto € de STOP.

Outra afirmacéo corrente ¢ a de todos os aminoécidos biolégicos
serem os seus L-enantiémeros,’ exceptuando o caso ja mencionado da
glicina. Porém, € conhecida, j4 desde os anos 40 do século passado, a
ocorréncia de D-aminodcidos em organismos vivos, inicialmente em
bactérias, mas um nimero crescente de exemplos tem sido registrado
em todos os tipos de organismos, incluindo os seres humanos, estando
mesmo, neste caso, envolvidos em fungdes importantes no sistema
nervoso central, como adiante referiremos.

E verdade que hd um predominio dos L-aminogcidos nos seres
vivos, mas predominio ndo significa exclusividade. Qual sera entdo
a razdo do predominio? Tém sido propostas vdrias hipéteses, entre
as quais a de ser termodinamicamente mais favordvel a formagdo
dos enantiémeros L- quando comparados com os D-, embora a dife-
renca seja minima. Outras hip6teses baseiam-se na possibilidade de
amostras com maior percentagem de um dos enantiémeros, gerados
na Terra ou vindos do espago, poderem ter sido progressivamente
enriquecidas numa das formas,** o que poderia acontecer numa su-
perficie quiral,® bem como em processos selectivos de cristalizac@o,
tanto a partir de uma fase liquida como por sublimagéo.’

Sdo, realmente, conhecidos processos que favorecem a formacao
de estruturas estéreo-selectivas a partir de reac¢des de polimeriza-
¢do de unidades quirais mais simples, incluindo os aminodcidos,?
fenémeno que pode justificar o predominio dos L-aminodcidos se
os processos subsequentes favorecerem a selecg¢do destes. De fac-
to, em estruturas mais complexas, ao ser gerada uma determinada
arquitectura tridimensional a homoquiralidade pode tornar possivel
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uma maior especificidade catalitica e favorecer também certos tipos
de interac¢des fundamentais dando azo a uma mais ajustada organi-
zacdo estrutural das macromoléculas que se reflecte numa sua maior
eficiéncia operacional.’ De notar, porém, que no inicio do processo
o argumento € vélido para qualquer dos enantiémeros, L- ou D-, se
ambos forem igualmente abundantes, pelo que, a nosso ver, a selec-
¢do (natural) de um deles depende dos passos seguintes, mas uma
vez seleccionado torna-se predominante, como terd sido o caso dos
L-enantiémeros. Isto néio significa, porém, que os D-aminodcidos nao
estejam também presentes, livres ou ligados, como adiante descre-
veremos, o que € ja um facto comprovado por muitos investigadores
e contra factos niao ha argumentos.

0S D-AMINOACIDOS - ALGUMAS NOTAS SOBRE A SUA
OCORRENCIA NOS ORGANISMOS VIVOS

Como foi antes referido, na década de 40 do século XX foram
identificados D-aminodcidos nas paredes de células de bactérias
Gram-positivas,” mas ja antes, nos anos 30, tinha sido verificada a
presenca da D-aminodcido oxidase EC 1.4.3.3'° em mamiferos, facto
que seria estranho se este tipo de aminodcidos ndo participasse no
metabolismo deste grupo de organismos ou em sistemas a eles asso-
ciados. Na verdade, os D-aminodcidos ocorrem em todos os tipos de
organismos, procariotas e eucariotas, unicelulares e pluricelulares,
embora com valores relativamente baixos, geralmente inferiores a 1%
dos L-aminodcidos, mas que em alguns casos podem atingir teores
significativos nas suas frac¢des soluveis, por exemplo a D-alanina e o
D-glutamato em eubactérias'' Gram-positivas (11,7% no Staphylococ-
cus epidermis e 10,3% no Streptococcus pyrogenes para a D-alanina,
e 22,3% no Bacillus YN-1 para o D-glutamato).” Nas eubactérias
Gram-negativas os teores parecem ser menores, por exemplo cerca
de 8% para o D-glutamato no Thiobacillus ferrooxidans).'* Valores
bem mais elevados foram detectados para o D-aspartato em estirpes
hiperterméfilas de arquebactérias como os Thermococcus, Pyrococcus
e Desulfurococcus, atingindo teores variando entre 43 e 49%."3 Nas
eubactérias estudadas os teores de D-aspartato sdo bastante mais baixos,
0 que suscita alguma reflexdo.

Nas plantas, os teores totais de D-aminodcidos variam entre
0,2 e 8%, sendo a D-asparagina o mais abundante, mas nelas ocor-
rem também dipéptidos contendo, por exemplo, D-alanina e outro
D-aminoécido, como foi verificado numa espécie de arroz, Oryza
australiensis.'*

Também nos invertebrados foram identificados varios D-aminoa-
cidos, por exemplo no Bombix mori (Linnaeus, 1758), o bem conhe-
cido bicho-da-seda, em que foram doseadas quantidades significativas
de D-serina'® variando entre 5 e 59% segundo as fases da vida desta
espécie, e o mesmo foi verificado noutras duas espécies da mesma
ordem, Lepidoptera, também capazes de produzir outros tipos de
seda. Tendo em conta a concentragdo elevada de D-serina nalgumas
fases de desenvolvimento do B. mori, seria interessante verificar a
importancia deste aminodcido na estabilizagdo da estrutura da seda,
facto que ndo conseguimos verificar na literatura. Refira-se que nas
folhas de amoreira, seu alimento, ndo foi encontrada nenhuma frac-
¢do soluvel contendo este aminodcido mas foi detectada uma serina
racemase, enzima envolvida na sintese da D-serina no B. mori, na
sua fase pupa'® (entre as fases larvar e adulta).

Nos fluidos corporais de vertebrados superiores (saliva, urina,
plasma sanguineo, soro sanguineo, leite e liquido céfalo-raquidiano)
foram igualmente identificados e quantificados D-amino4cidos,
encontrando-se teores mais elevados na urina, sobretudo para a
D-alanina e a D-serina.'”!® Curiosamente, foi verificado que em
doentes renais a percentagem de D-aminodcidos no plasma san-
guineo era muito superior ao das pessoas sauddveis,'” o que carece
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investigacdo aprofundada. De notar que foram também identificados
D-aminodcidos nas fezes de roedores!” e em ratos [Rattus norvegicus
(Berkenhout, 1769)] foi observado que a absor¢@o de D-aminodcidos
¢é possivel através dos intestinos, tal como a dos L-aminoécidos. A
absor¢do médxima dos primeiros dd-se até as 8 semanas de vida,
decrescendo depois, mas na sua maioria parecem ser oxidados pela
D-aminoécido oxidase EC 1.4.3.3.

E claro que tanto no caso das plantas, como nos animais, ndo se
pode pdr de parte a possibilidade de alguns dos D-aminodcidos iden-
tificados serem provenientes de bactérias ou de alimentos ingeridos
(leite, ovos, frutos, legumes, etc.), mas nao € de excluir a ocorréncia de
biossintese enddgena dado que, como veremos adiante, certos D-ami-
nodcidos podem ser necessarios para o funcionamento dos organismos,
embora outros possam resultar de reac¢des secunddrias.”

E de assinalar ainda o facto de, por vezes, se registarem alteracdes
ao longo do tempo nos teores de D-aminodcidos, o que pode ser
provocado pela presenca de microrganismos ou, na auséncia destes,
por um processo de racemizagdo, o qual pode, eventualmente, ser
usado na datagdo de amostras.”

Estas breves notas sobre a ocorréncia de D-aminodcidos livres
em diferentes organismos séio suficientes para contestar a ideia quase
generalizada de que aqueles enantiémeros ndo ocorrem em sistemas
bioldgicos, mas o tema serd desenvolvido nas alineas seguintes e
estendido a péptidos e proteinas em que estio envolvidos, refor¢ando
assim a ideia de que o “dogma” da sua exclusdo dos seres vivos nao
pode manter-se, pelo menos nos moldes actuais, mas que funcdes
podem desempenhar?

FUNCOES DOS D-AMINOACIDOS EM PROCARIOTAS

O primeiro caso conhecido de ocorréncia de D-aminodcidos
em procariotas derivou da observagdo de que estdo presentes nas
paredes celulares de eubactérias Gram-positivas como componentes
dos peptidoglucanos (que sdo parte da estrutura membranar nestes
organismos), em especial o D-glutamato e a D-alanina. As células
destas eubactérias sdo estabilizadas por um exosqueleto constituido
por mureina, um peptidoglucano, e um polimero de cadeia longa
formada alternadamente por residuos de N-acetilglucosamina e dcido
D-acetil muramico. Outras macromoléculas adjacentes estdo também
ligadas por cadeias peptidicas, mas o niimero e a composi¢ao dos
seus aminodcidos € varidvel nas diferentes espécies bacterianas. A
presencga de D-aminodcidos neste conjunto contendo outros enanti-
omeros D- deve, logicamente, favorecer a estabilidade da estrutura,
o que € confirmado pelo facto deste tipo de paredes celulares ser
sensivel aos antibidticos B-lactam?' ou & vancomicina® que inibem a
formacao de ligacoes cruzadas.”

Conhecem-se também outros casos, menos comuns, da ocorréncia
de peptidoglucanos em bactérias, contendo residuos de D-serina e
D-treonina. Estes residuos favorecem a formagao de pontes de hidro-
génio que refor¢am a estrutura, sendo curioso verificar que a presenga
destes aminodcidos aumenta a resisténcia a alguns antibidticos,* ao
contrario dos casos antes referidos.

Nao é, porém, o refor¢o das estruturas membranares a tnica fun-
¢do dos D-aminodcidos que ocorrem nas eubactérias. Conhecem-se
muitos casos de compostos em que tém, aparentemente, funcdes de
antibidticos, embora o seu nimero seja bastante menos significativo
que os que contém L-aminodcidos. Estes compostos, que sdo por
vezes designados por péptidos antimicrobianos, tém geralmente de
12 a 50 residuos de aminodcidos, na sua grande maioria catiénicos
mas com uma propor¢ao significativa de residuos hidréfobos, e tém
conformagdes e estruturas variadas adoptando uma conformagao
anfipdtica quando actuam na membrana das células que atacam,
provocando a rotura dessas membranas, do que resulta a quebra da



556 da Silva e da Silva

homeostase celular e a provavel inibi¢do da actividade metabdlica.
Por outro lado, o caracter catidnico de muitos dos aminoacidos destes
péptidos favorece a interaccdo com as membranas dos procariotas e
eucariotas inferiores dado que estas contém fosfolipidos com carga
negativa.>>%

Saliente-se que nem todos estes agentes antimicrobianos tém
apenas residuos de D-aminodcidos na sua estrutura, como sdo os
casos da valinomicina, que na sua constitui¢do tem L-lactato, da
tolaasina, que € um lipopéptido, e da hassallidina A, que ¢ também
um lipopéptido mas glicosilado.

Um outro aspecto a salientar € o facto de um niimero significativo
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destes compostos terem uma estrutura ciclica que pode favorecer a
complexacio de ides metdlicos de forma especifica e afectar assim
a homeostase celular. Na Tabela 1 apresentam-se alguns exemplos
de compostos com actividade antibidtica que ocorrem em bacté-
rias.?"#

Nos procariotas sdo também conhecidas outras biomacromolé-
culas contendo D-aminodcidos, como a endopeptidase da bactéria
Gram-positiva Streptococcus pyogenes (causadora da faringite
comum), a qual contém alguns residuos de D-alanina.’® Sdo ainda
de referir outros compostos naturais, o lipopéptido serrawetina
W2, D-3-hidroxildecanoil-D-leucil-L-seril-L-treonil-D-fenilalani-

Tabela 1. Exemplos de compostos contendo D-aminodcidos com actividade antibidtica que ocorrem em bactérias

Péptido Proveniéncia Tipo de D-aminodacido Forma de actuagdo
. Despolarizam as membranas citoplasma-
T Algumas espécies de " . .. ~
Bacteriocinas Ver ticas, processo iniciado pela formagao de

Staphylococcus e Lactobacillus

poros nessas estruturas

(R)-4-amino-3-

“isoxazolidinona Streptomyces garyphalus

D-ciclo-serina
(um derivado da D-serina)

Inibe a sintese da parede celular devido
a semelhanca entre a D-ciclo-serina e a
D-alanina

Valinomicina Vdrias estirpes de Streptomyces

D-valina

Transportador especifico de K* através
das membranas lipidicas alterando desta
forma o potencial electroquimico ao nivel
celular

Actinomicinas Virias estirpes de Streptomyces

D-valina ou D-alo-isoleucina

Ligam-se ao DNA nos residuos de
desoxiguanosina e desta forma interfe-
rem na acg¢ao das enzimas envolvidas na
replicagdo e na duplica¢do

Gramicidinas Bacillus brevis

D-leucina e D-valina

Aumentam a permeabilidade dos catides
inorganicos, eliminando o gradiente
i6nico

Tirodicidinas Bacillus brevis

Provocam a rotura da membrana celular e
de organelos

D-fenilalanina

Bacitracinas Estirpe de Bacillus brevis

D-aspartato, D-glutamato,
D-ornitina e D-fenilalanina

Provavelmente afectam a sintese de pep-
tidoglucanos por sequestrarem o undeca-
prenil difosfato e desta forma reduzirem
a quantidade de transportador lipidico
disponivel

Polimixinas Bacillus polymyxa

D-fenilalnina, D-leucina, D-serina e
acido D-2,4-diaminobutirico

Alteram a permeabilidade da membrana
citoplasmatica e inibem a respiragao
celular

Micobacilina Bacillus subtilis

4 D-aspartato e 2 D-glutamato

Antiftingico; aglutina células da Candida
albicans (Berkhout, 1923)

D-prolina, D-serina, D-leucina,

Tolaasina I Pseudomonas tolaasii

D-alo-treonina, D-valina, D-glutamina,
D-homoserina e acido

Antiftingico;
forma canais na bicamada lipidica

D-2,4-diaminobutirico (alguns repetidos)

D-alo-treonina, D-treonina,

Hassallidina A Tolypothrix, cianobactéria D-tirosina e D-glutamina Antiftingico
D-hidroxifenilelicina Eficiente no combate a numerosas bacté-
Ramoplanina Actinoplanes ATCC 33076 & ’ rias Gram-positivas, por impedir a sintese

2 D-ornitina e D-alo-treonina

das paredes celulares

* Dividem-se em duas classes - na classe I, os lantibidticos caracterizam-se por conterem pelo menos um residuo de um aminoacido pouco
comum, a lantionina, embora nem todos tenham residuos D; entre os que tém estes residuos refiram-se a epidermina, a galidermina, a mu-
tacina (com S-[(Z)-2-aminovinil]-D-cisteina) e a mersacidina (com S-[(Z)-2-aminovinil]-metil-D-cisteina). Ainda na classe I, em espécies
de Lactobacillus, a lacticina 3147 e a lactocina S contém D-alanina. Na classe 11, a gassericina A e a reutericina 6 contém 18 residuos de

aminodcidos com 2 e 1 residuos de D-alanina, respectivamente.
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na-L-isoleucil lactona, que ocorre em algumas estirpes da bactéria
patogénica Serratia marcescens, por vezes encontradas em ambiente
hospitalar.’’

FUNCOES DOS D-AMINOACIDOS EM EUCARIOTAS

A ocorréncia de D-aminodcidos livres nos eucariotas nio ¢
comum, mas conhecem-se casos em que se verifica e varios outros
exemplos em que figuram como residuos dos péptidos.

O primeiro péptido contendo D-aminodcidos detectado em eu-
cariotas foi a chamada dermorfina identificada em secrecdes da pele
(de onde deriva o seu nome) de uma espécie de rd, a Phyllomedusa
sauvagii (Boulenger, 1882), da América do Sul.* Foram também iden-
tificados na América Latina alguns péptidos do mesmo tipo, ou com
este relacionados, noutras ras da mesma subfamilia, Phyllomedusinae,
por exemplo a chamada deltorfina. E, todavia, admitido que estes
péptidos possam provir de um organismo nao identificado associado
com a ra.* Os batrdquios ndo sdo, porém, a tnica espécie em que 0s
péptidos contendo D-aminodcidos foram detectados, pois ocorrem
também em moluscos, gastrépodos marinhos, polvos, crusticeos,
ornitorrincos, aranhas e animais superiores, e também em fungos.
No estado livre os D-aminodcidos foram identificados em animais
como o polvo e outros invertebrados, em ras e em mamiferos, sendo
de particular interesse a sua ocorréncia nos seres humanos, caso que
analisaremos adiante em maior pormenor. Na Tabela 2 apresentam-se
diversos exemplos de moléculas contendo D-aminodcidos que
foram identificados em eucariotas e algumas das suas caracteristi-
cas.26:273540-60 Nog péptidos, os D-aminodcidos localizam-se perto da
zona N-terminal ou C-terminal, mas conhecem-se algumas excepgoes,
como € o caso da m-agatoxina IVB.

FUNCOES DE D-AMINOACIDOS NOS SERES HUMANOS
(E OUTROS ANIMAIS SUPERIORES)

Uma das funcdes mais significativas dos D-aminodcidos livres
em animais superiores € a sua participa¢do nos processos de trans-
missdo da informagao ao nivel do sistema nervoso central. Sabe-se,
por exemplo, que os teores de D-serina extracelulares no encéfalo
sdo superiores aos de muitos L-aminodcidos, tais como a asparagina,
a valina, a isoleucina e o triptofano. O teor da D-serina livre € cerca
de um terco do da L-serina. Nos mamiferos, a D-serina ocorre nos
astrécitos protoplasméticos e nos neurdnios, actuando como agonista®!
no sitio da glicina do receptor N-metil-D-aspartato, NMDAR, um
dos tipos de receptores de glutamato.®* Alteracdes da actividade da
D-serina podem estar relacionadas com esquizofrenias, isquémias,
epilepsias e doengas neurodegenerativas. O N-metil-D-aspartato ndo
ocorre normalmente nos tecidos biolégicos mas jé foi identificado no
sistema nervoso e nas glandulas enddcrinas de um mamifero® e em
invertebrados.®% O D-aspartato ocorre nos neurénios e em tecidos
enddcrinos, tanto na glandula pineal (com uma concentracdo que ¢
cerca de metade da do L-aspartato) como no lobo frontal e noutras
localizagdes do sistema nervoso central ¢ Actua como agonista no
sitio do glutamato e pode ter um papel importante no desenvolvimento
do organismo e estar associado a fungdes enddcrinas.** No organismo
pode ser libertado por um mecanismo envolvendo o transportador
de L-glutamato.®’

E curioso notar que na 14* semana do feto humano o teor de
D-aspartato no lobo frontal € superior ao do L-aspartato.*> Também
nos embrides de outros mamiferos, em que o D-aspartato estd pre-
sente nos tecidos enddcrinos e nervosos, ocorrem valores elevados
e aumentos tempordrios do seu teor nas glandulas enddcrinas em
determinadas fases do desenvolvimento inicial, assim como nos
testiculos antes do nascimento e durante a matura¢do.* Em estudos
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com ratos, R.. norvegicus,” verificou-se uma redugio da absor¢io
de D-aminodcidos no periodo que se segue aquele em que o feto
¢ “abastecido” pela mae, o que parece indicar a importancia que
estes enantiomeros tém na fase anterior ao seu desenvolvimento. A
redu¢do, determinada por uma maior selectividade a sua passagem
através da barreira intestinal, para além da actividade dos sistemas
enzimaticos que eliminam os D-aminodcidos exégenos (que podem
ser prejudiciais), deve resultar do facto do organismo estar mais
preparado para satisfazer por si proprio as suas necessidades, pro-
vavelmente mais reduzidas, recorrendo eventualmente a biossintese
interna quando necessdrio.

O D-aspartato tem também sido identificado em vdrias proteinas
de idosos, provavelmente devido a redu¢ao da sua eficiéncia metabd-
lica, tendo sido detectado nos dentes (na fosfoforina), nos ossos (na
osteocalcina), nas proteinas dos cristalinos, em que a sua ocorréncia
pode estar relacionada com a formacdo de cataratas, e ainda na aor-
ta, nos pulmades, na pele (nestes casos na elastina) e nos eritrécitos.
No caso da aorta a presenga de D-aspartato pode estar associada a
arterosclerose e no encéfalo pode ocorrer na mielina e na proteina
-amiléide cuja formagdo estéd associada a doenga de Alzheimer. Nes-
te tltimo caso foi também detectada na sua composicdo a presenca de
D-serina,>®7° o que ndo € de estranhar pois tanto o D-aspartato como
a D-serina actuam no encéfalo como neuromoduladores.

Tendo, nestes exemplos, efeitos prejudiciais, a presenca destes
D-aminoécidos deve resultar de uma deficiente ou mais reduzida
actividade metabdlica dos organismos envelhecidos, sendo ou man-
tendo-se, assim, armazenados nos tecidos. Ja desde 1939 tem também
sido referido que os tecidos tumorais contém teores aprecidveis de
D-aminoécidos,” mas os resultados sdo controversos e nao ¢ de ex-
cluir a possibilidade da sua presenca resultar de os tecidos tumorais
terem um crescimento rapido e da formacio de D-aminoacidos nos
tumores poder afectar a actividade dos tecidos sdos.

0S D-AMINOACIDOS E AS SUAS INTERACCOES COM OS
ORGANISMOS VIVOS

Observando as Tabelas 1 e 2 verifica-se que os D-aminoécidos
estdo, de facto, presentes nos seres vivos, no estado livre ou combina-
do, e que os procariotas usam uma variedade daqueles enantidmeros
superior a dos usados pelos eucariotas, mas de uma forma geral e com
algumas excepgdes a presenca de L-aminodcidos € predominante.
Os D-aminodcidos podem formar-se porque nos processos (bio)qui-
micos a selectividade enanteomérica ndo € necessariamente 100%.
Verificando-se que na maioria dos casos estudados os D-aminodcidos
tém efeitos téxicos nos organismos ou sao usados com esse objectivo
(muitos sao antibidticos), pode admitir-se que a sua presenca com fun-
¢Oes Uteis ou mesmo essenciais se deve a sua sequéncia no processo
evolutivo quando os organismos sdo confrontados com um produto
toxico ndo essencial que lhes € estranho: toxicidade—protecgdo—
rejei¢do—sinalizagdo—integracdo—utilizacdo (tal como terd ocorri-
do com o aumento de disponibilidade de alguns elementos quimicos
no meio ambiente devido a oxigenag@o progressiva do mesmo).

Deste modo, no caso de formagao inesperada ou de contacto com
moléculas contendo residuos com D-aminoacidos, os organismos
devem ter tendido numa primeira fase a rejeitd-las e posteriormente
a elimind-las, dada a sua natureza estranha, por ac¢do de enzimas
especificas, a expulsd-las (actuando eventualmente como toxinas
capazes de causar problemas a outras espécies indesejdveis vivendo
no mesmo habitat), a armazend-las em localizacdes em que nao se-
jam excessivamente nocivas (0ssos, dentes, tecidos, etc.), a torna-las
menos toxicas englobando-as noutras moléculas, como acontece no
fungo Saccharomyces cerevisiae (Meyen ex E.C. Hansen), formando
compostos acetilados, a dar-lhes uma fungao estrutural (como acon-
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Tabela 2. Exemplos de D-aminodcidos em eucariotas

Péptido Proveniéncia Tipo de D-aminodacido Funcgido Forma de actuagdo

D-metionina, D-alanina ou

Dermorfinas* Segregada na p'ele de D-alo-isoleucina(?) Neuropeptlsios Act1v1dade

alguns anfibios e . antimicrobiana

(pode ter vérios residuos)
Péptido 39 Ornithorhynchus anatinus . . Componente de Afecta a homeostase
.. . L. D-leucina (residuo 2) L.
natriurético tipo C (Shaw 1799), Ornitorrinco um veneno iénica
Péptido 2/4, Ornithorhynchus anatinus L . Componente de
. o D- 2
como a defensina (Shaw 1799), Ornitorrinco metionina (residuo 2) um veneno
L. Actividade excitatoria e/

Neuropéptidos

Virios moluscos Ver ** Neuropéptidos ou moduladora em diversos

de moluscos P L.
6rgdos e neurénios

Regulam o teor de agticar

Hormona hiperglicémica  Alguns crusticeos das or-  D-fenilalanina (residuo no sangue; pode actuar com

J . Neuropéptido
dos crustdceos®** dens Decapoda e Isopoda  varidvel, geralmente no 3) Pep hormona de stresse e estar
envolvida na reprodugdo
. Género Conus, D-triptofano ou D-leucina . . L.
Contrifans ) . p Neurotoxina Afecta canais do potdssio
gastropodes marinhos (residuo 4 ou 58 em 63)
Género Conus, D-4-hidroxivalina ou D-vali- . .
Conofans . . . Provavel neurotoxina
gastrépodes marinhos na (residuo 6, entre 8)
Paralisa os insectos por
Agelenopsis aperta bloqueio pré-sindptico na
w-agatoxina [VB (Gertsch, 1934), D-serina (residuo 46) Neurotoxina transmissao neuro-mus-
uma aranha cular; actuando em canais

especificos do célcio

Segregada na pele BombmaD—alo—isoleucina (residuo va-

Bombininas H*** variegata (Linnaeus, 1758), ., Antibidtico
. ridvel, geralmente no 2)
um anfibio
Podem induzir a polime-
rizag@o da actina®**** (o
. rupo OH da D-serina pode
Amanita virosa (Fr.) ¢ terr) um papel im ortarrl)te
Virotoxinas*** (Bertillon, 1866), D-serina (residuo 6) Toxina bap P
no contacto com a super-
um fungo .. . . .
ficie da actina e induzir a
fragmentacdo da membrana
celular
. . 2 D-cisteinas e um outro
. Aspergillus niger (van . . .
Malforminas . D-aminoécido em arranjo Fitotoxico
Tieghem, 1867), um fungo .
ciclico
L . . No encéfalo ligam-se
Animais, incluindo D-serina***#* ¢ g
. Neuromoduladores a alguns receptores do
invertebrados D-aspartato
glutamato
Aminoacidos livres Rana clamitans Controla a secre¢io
. . D-aspartato .
(Latreille, 1801), uma ra andrégena
. Pode contribuir para a forca
Polvo D-alanina P ¢

idénica do ambiente celular

*As deltorfinas incluem-se neste grupo. **No caracol gigante africano Achatina fulica (Ferussac, 1821) o neuropéptido achatina 1 contém
um residuo de D-fenilalanina que ocupa o segundo lugar na sequéncia. Neste organismo este péptido coexiste com um outro com L-fenila-
lanina, e ainda com os designados fulicina (com D-asparagina) e fulial (contendo D-alanina). No mexilhdo Mytilus edulis (Linnaeus, 1758)
ocorre o péptido mytilus-FFRFamida com D-leucina e em alguns gastropodes Aplysia os péptidos NdWFamida e afins contém D-tripto-
fano. Conhece-se ainda o péptido helix CCAP-RP-III, proveniente de um caracol, mas sobre este ndo foi possivel obter mais informagao.
*#**Nem todos t€ém um residuo D. **** Proteina expressa em todo o tipo de células de eucariotas e associada a varios tipos de motilidade
celular. #**#*A D-gserina actua também como gliotransmissor, isto €, participa no mecanismo de transmissdo de mensagens a partir das
células gliais (as células mais numerosas no sistema nervoso central).
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tece nas bactérias Gram-positivas, associando-as a outras moléculas
D-), ou a associd-las a processos de sinalizagdo com fungdes de
neuromoduladores ou de neuropéptidos (em teores reduzidos, para
evitar quaisquer eventuais efeitos nocivos).

Note-se que nos organismos superiores nao sio usados, ou ndo
se conhecem ainda, neuropéptidos com D-aminoacidos, como os
observados em alguns invertebrados estudados, o que poderd indicar
algumas dificuldades ou inconveniéncia dos primeiros na inactivagio
ou eliminacdo deste tipo de moléculas.

Todavia, quando os compostos contendo D-aminodcidos passaram
a ser usados pelos organismos, ainda que de forma limitada, tiveram que
ser produzidos endogenamente nas quantidades necessarias para evitar
a sua dependéncia da dieta alimentar ou de outros organismos. Natu-
ralmente, as estratégias de sintese (e de eliminagdo) sdo diversificadas
entre os tipos de organismos, ainda que seja de esperar a manutengao
de alguns processos metaboélicos gerais. Nas células os D-aminodcidos
sdo incorporados pelas aminodcido permeases.’

No que se refere a biossintese conhecem-se varias enzimas envol-
vidas nos diferentes processos, por exemplo as glutamato racemases,
EC 5.1.1.3, as alanina racemases, EC 5.1.1.1, e as D-aminoacido
transaminases, EC 2.6.1.21, que usam como substratos diversos
D-aminodcidos e estdo envolvidas na sintese das paredes celulares
das bactérias. A glutamato racemase pode participar noutras fungdes
deste tipo de organismos, por exemplo no processamento do DNA por
modulacao da DNA girase, EC 5.99.1.3, na Escherichia coli.>™"*

Embora os D-aminodcidos sejam mais correntes nas eubactérias,
também ocorrem em arquebactérias nas quais foram ja detectadas
racemases. Nos eucariotas, incluindo invertebrados, conhecem-se
serina racemases, EC 5.1.1.-, que sdo dependentes do cofactor piri-
doxal 5-fosfato. Nos mamiferos estas enzimas tém uma homologia
de cerca de 30% com a treonina desidratase, EC 4.3.1.19, bacteriana,
e podem ainda desidratar a serina e formar piruvato na presenga de
ides divalentes, pelo que poderdo estar envolvidas no metabolismo
energético ao nivel do encéfalo, com implica¢des nas interaccdes
entre as células gliais e os neurénios.*7>7”” Nas plantas sdo também
conhecidas racemases de vdrias proveniéncias, mas alguns autores
admitem outras formas de sintese de D-aminoacidos envolvendo a
participacdo de aminotransferases e outros ndo excluem a possibili-
dade da sintese ocorrer por vias ndo-enzimdticas ou das moléculas
provirem de bactérias associadas simbioticamente as plantas.”

A formagao de macromoléculas contendo D-aminodcidos € espe-
cifica para cada espécie de organismos, procariotas ou eucariotas, pois
cada um produz moléculas com caracteristicas proprias e diferentes
D-aminodcidos, Tabelas 1 e 2. Por exemplo, em bactérias, uma aminoa-
ciltransferase da Saccharothrix sp AS-2 pode estar envolvida na sintese
de péptidos contendo D-aminoécidos.” Também as ndo-ribossomais
péptido sintetases, complexos contendo vdrias enzimas que ocorrem em
bactérias e em fungos, podem estar envolvidas na sintese de péptidos
com actividade antibidtica, como as tirocidinas, gramacidinas, siringo-
micina, ramoplanina e artrofactina, etc.,”* enquanto que a biossintese
da w-agatoxina IVB pela aranha A. aperta, por exemplo, deve-se a
acgdo especifica da protefna-serina epimerase, EC 5.1.1.16, a qual actua
apenas num dos dois residuos de serina do substrato convertendo-o em
D-serina,®! enquanto que noutros organismos a sintese de péptidos é
assegurada por péptido sintetases.**?

Os conhecimentos sobre a sintese de macromoléculas contendo
D-aminodécidos sdo todavia ainda reduzidos sendo de esperar novos
desenvolvimentos em anos futuros.

No que se refere a inactivag@o ou eliminacdo de D-aminodcidos
conhecem-se enzimas capazes de oxidar os D-aminodcidos que foram
identificados em fungos e em animais, as quais actuam por desamina-
¢do dos substratos. Foram particularmente estudadas a D-aminodcido
oxidase, EC 1.4.3.3., que ndo actua sobre o aspartato e o glutamato,
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a D-aspartato oxidase, EC 1.4.3.1, que actua especificamente sobre o
D-aspartato e o seu derivado N-metilado, a D-glutamato oxidase, EC
1.4.3.7, que actua sobre o glutamato, e a D-glutamato (D-aspartato),
oxidase, EC 1.4.3.15, cujos substratos sdo apenas o glutamato e o
aspartato, 338283

Embora se saiba que algumas destas enzimas sdo fundamentais
para a actividade neuromoduladora dos D-aminodacidos (que tém de
ser inactivados para que nova informagdo seja transmitida), a pre-
senca da D-aminodcido oxidase em fungos, que ndo tém actividade
de neuromodulagdo, sugere que possa ser de proveniéncia externa
ou resultado de associa¢Ges simbidticas.®

Outro processo de inactivagdo dos D-aminodcidos € a sua
transformag@o em derivados acetilados, geralmente menos nocivos,
0 que ocorre no fungo S. cerevisiae com a enzima D-aminodcido
N-acetiltransferase.* Todavia, os D-aminodcidos livres podem pro-
vir de péptidos, os quais terdo de ser hidrolizados antes da remogao
ou inactivagio do aminodcido. As enzimas capazes de hidrolizar os
péptidos sdo conhecidas em bactérias e podem ser importantes na
defesa contra antibidticos, mas ocorrem também noutros organismos.
Um caso particular € o da dipeptidase ndo especifica EC 3.4.13.17
que ocorre nos sucos digestivos dos cefaldpodes e actua sobre pép-
tidos com L- ou D-aminoécidos,** sendo interessante notar que os
D-aminodcidos livres tém algumas fungdes nestes organismos (€
curioso o facto de alguns estudiosos considerarem que o polvo® € o
mais “inteligente” dos invertebrados).

Note-se, finalmente, que a inclusdo indevida de residuos de D-aspar-
tato em macromoléculas pode ser corrigida pela enzima L-isoaspartato
(D-aspartato) O-metiltransferase, EC 2.1.1.77, que converte o enantio-
mero D- no enantiémero L-,% e ainda o caso das D-aminoacil-tRNAs,
que quebram a ligagdo do grupo éster entre tRNA e os D-aminodcidos;®
ambos 0s tipos ocorrem em varios organismos.®

Na formagdo de péptidos com residuos com D-aminodcidos
sdo conhecidas a D-alanina y-glutamiltransferase, EC 2.3.2.14, que
forma um dipéptido a partir da D-alanina e a D-glutamiltransferase,
EC 2.3.2.1, que adiciona D- ou L-glutamina a um péptido com
um residuo de D-glutamina. Relativamente a cisdo de ligagdes de
D-aminoécidos, nos casos apresentados envolvendo um residuo de
D-alanina, sao de referir a tipo-serina D-Ala-D-Ala carboxipeptidase,
EC 3.4.16.4, a muramoilpentapéptido carboxipeptidase, EC 3.4.17.8,
a muramoiltetrapéptido carboxipeptidase, EC 3.4.17.13, e a zinco
D-Ala-D-Ala carboxipeptidase, EC 3.4.17.14.358

COMENTARIOS FINAIS

Do que foi antes descrito poderd concluir-se que, contrariamente
ao que antes se julgava (e ainda hoje €, por vezes, admitido como
se de um dogma se tratasse), os D-aminodcidos podem ter ocorrido
originalmente nos seres vivos em resultado de reac¢des metabdlicas
secunddrias, mas ao longo do processo evolutivo os organismos
passaram a utilizd-los em algumas fungdes e tornaram-se essenciais
em alguns casos, designadamente, mas ndo so, no funcionamento
do sistema nervoso central dos seres humanos. A utiliza¢do dos
D-aminoécidos origina uma diversificacdo no metabolismo por fa-
cilitar a diferenciacdo das cé€lulas ou tecidos, aumentar a variedade
de produtos sintetizados pela via pds-translacional a partir de um de-
terminado gene, e responder a necessidade de desenvolver receptores
apropriados e de mecanismos de defesa, contribuindo assim para o
desenvolvimento do processo evolutivo.

O seu uso €, actualmente, incontroverso, mas uma andlise cuidada
dos aminodcidos codificados cujos estereoisomeros D- ja foram detec-
tados em moléculas biolgicas mostra que dos 21 casos possiveis (a
glicina ndo tem actividade dptica) e excluindo destes os casos marginais
da selenocisteina e da pirrolisina, no grupo dos aminodcidos catidnicos
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(arginina, lisina e histidina) ndo foram ainda identificadas macromolé-
culas contendo este tipo de residuos (apenas foi na ornitina, mas esta
ndo é um aminodcido codificado). E possivel que este facto resulte de
alguma limitac¢@o experimental na sua identificacdo, mas no caso dos
péptidos antimicrobianos e nos neuropéptidos, geralmente catiénicos,
ndo foram ainda descobertos exemplos destas moléculas contendo
residuos de D-aminodcidos com carga positiva que actuem em mem-
branas ou como receptores; todos contém L-aminoécidos catiénicos.
Também nio foi ainda detectada a presenga de D-isoleucina, mas a
D-alo-isoleucina® ocorre em alguns casos, 0 que sugere que se a sua
formacao se der a partir da L-isoleucina a alteragdo de conformacao
envolve os dois centros de quiralidade.

Saliente-se que nos organismos superiores ndo sio usados, ou nao
se conhecem ainda, neuropéptidos com D-aminodcidos, como acontece
no caso dos invertebrados. Este facto parece indicar a dificuldade dos
primeiros inactivarem esse tipo de moléculas. E curioso notar que os
neuropéptidos sdo bastante semelhantes aos péptidos antimicrobianos
no que se refere a sua composigdo de aminoécidos, caracteristica an-
fipdtica, carga catidnica e tamanho.* Este facto pode indicar que este
tipo de estruturas tem desenvolvimentos proprios, mas tem uma matriz
comum, sendo de salientar que as dermorfinas podem actuar como
neuropéptidos e ainda como agentes antimicrobianos, Tabela 2.

E de esperar que o niimero de moléculas bioldgicas contendo
residuos com D-aminodcidos seja mais vasto e muitos ndo tenham
sido ainda identificados pelas técnicas geralmente utilizadas, como é
também admissivel que em alguns casos as espécies detectadas sejam
artefactos.” A substitui¢do dos D-aminoécidos pelos L-aminodcidos
correspondentes pode em alguns casos provocar alteragdes muito
significativas na actividade das moléculas em que participam (por
exemplo no caso da chamada NdWFamida a forma sintética com
L-triptofano € cerca de 1000 vezes menos potente na contracgdo da
aorta do que a forma natural contendo D-triptofano), mas noutros
casos as diferencas de actividade s@o reduzidas, como acontece no
caso da m-agatoxina I'V, nas hormonas hipoglicémicas dos crusticeos
ou nas bombininas H.**! Este é, de facto, um dominio de investigagdo
que se vem desenvolvendo progressivamente envolvendo todos os
tipos de organismos, em alguns casos por motivos de ciéncia bdsica
e noutros pelas aplicacdes importantes que t€m sido descobertas,
designadamente na drea da terapia médica,”*? por exemplo o desen-
volvimento de novos antibidticos eficazes contra estirpes resistentes
aos actualmente utilizados, de anticoagulantes do sangue como as
cicloteonamidas A e B extraidas da esponja Theonella sp, e as hi-
rutoninas -2 e -6 extraidas da sanguessuga Hirudo medicinalis que
actuam como inibidores da enzima trombina podendo por isso reduzir
os efeitos de tromboses,”® bem como de imunossupressores como a
ciclosporina produzida pelo fungo Tolypocladium inflatum,** para
além de outros produtos como, por exemplo, o alitame, um dipéptido
formado por 4cido L-aspartico e D-alanina, o qual € 2000 vezes mais
doce que a sacarose e 10 vezes mais que o aspartame, sendo usado
em alguns paises como adogante.

A importancia crescente deste tema levou a publicacio, no inicio
de 2007, de um livro de revisdo sobre D-aminoécidos,” que embora
aborde outras questdes, dd énfase a sua determina¢ao analitica.
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