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á s  Cobamidas*

1 - Introdução*
Foram os estudos sobre anemia perniciosa que conduziram, primeira-

mente, ao reconhecimento da vitamina 2*12 ou uiano^oblamina que é, 
sem dúvida, a c^bumida que ücs erta maior interesse. 0 indivíduo com 
anemia perniciosa não tem a capacidaue de ;.bsorver vitamina Bp2» como 
resultado da deficiência ao estômago . ; ra «ecretar uma muco-proteína 
chamada "fator intrínsico". Êste fator é essencial para o transporte 
da "vitamina 13x2 das fontes da dieta para a corrente sanguínea através 
da mucosa intestinal* A anemia perniciosa era tratada, inicialmente, 
com extrato de fígado o qual deveria conter um fator anti-anemia per-
niciosa ou "fator extrínsico", como foi chamado(l,2)*

Em 1948, E. L* Smitn na Inglaterra, e Rickes et al* nos Estados 
Unidos, isolaram êste fator em estado cristalino e puro, a partir de 
fígado(l') • 0 "fator extrínsico" passou a chamar-se, então, vitamina 
Bi2» a única vitamina que contém cobalto na molécula.

Foi, também, logo revelado que a fonte original de vitamina Bx2 na 
natureza é decorrente da atividade metabólica de microrganismos, mais 
especialmente bactérias e actinomicetos(l,3)• Esta descoberta se deve, 
sobretudo, aos estudos sobre a carência de cobalto nos ruminantes. Po- 
dia-se prevenir ou curar-êste mal pela adição de sais de cobalto aos 
alimentos, mas quando estes sais eram injetados não mostravam qualquer 
eficiência. Tornou-se} assim, evidente que os microrganismos do rúmen 
deveriam sintetizar algum composto orgânico contendo cobalto. Êste com-
posto foi identificado como sendo vitamina Bx2» uma vez que esta era 
capaz de aliviar a deficiência de cobalto dos ruminantes quando inje-
tada ou administrada em doses mínimas(l,2)•

Desde então, desenvolveram-se diversos trabalhos de pesquisa no 
sentido de isolar cobamidas de diferentes microrganismos e de encontrar 
as melhores condições para sua produção microbiológica industrial. São, 
hoje, numerosos os microrganismos que sabemos serem produtores de co-
bamidas, como também são muitos os análogos da vitamina Bx2 que foram 
encontrados(l,3,4,5)•

Depois de obtida a vitamina em estado cristalino iniciaram-se tra-
balhos visando determinar sua estrutura química* Esta foi publicada ea 
1955 por Hodgkin et al. (1,6), após a realização de inúmeras análises 
químicas e estudos por difração de raios X.

Também de grande significação, principal ente psra elucidar a função 
bioquímica das cobamidas, foi o isolamento de formas coenzimáticas de 
cobamidas, a partir de diversas fontes bacterianas e de fígado(7)* As 
cobamidas, portanto, existem nos organismos sob a forma de coenzima.
A cianocobalamina, por exemplo, é um produto dos processos industriais 
de isolamento mas, quando introduzida no organismo, transforma-se no-
vamente em coenzima. 2, pois, às formas coenzimáticas que será dado um 
maior destaque nos capítulos que se seguem*



2 - Estrutura e nomenclatura.

As cobamidas contam um macro-anel tetrapirrólico característico* 
£ste anel foi denominado "corrin" (I)» e os compostos que contêm 
©ste tipo de anel podem ser chamados de "corrinóides"• Além disso, 
todos os compostos naturais que possuem o anel "corria" apresentam, 
também, um átomo central de cobalto. Contêm, ainda, resíduos de áci-
do acético e ácido propiônico nas mesmas posições que as porfirinas 
tipo III e são, a êste respeito, particularmente semelhantes à uro- 
porfirina III (II)* com exceção de possuírem um grupo metila em lu-
gar de um resíduo de ácido acético no carbono 12 (anel C).

0 esqueleto básico dos corrinóides seria, portanto, o representa-
do na figura (lia) que corresponde ao chamado ácido cobirínico tlllfo 
o qual tem seis grupos metila adicionais como está representado e, 
tendo R=R® = 0H~ • Todos os demais compostos desta série podem ser con-
siderados como derivados do ácido cobirínico. Guando todos os grupos 
carboxila, menos o da posição (f), estão na forma de amida, o compos-
to é chamado de ácido cobírico (IV). fto ácido cobínico (V)o grupo car-
boxila em (f) forma uma amida com l-amino-2-propanol, enquanto que os 
outros grupos carboxila estão livres, lia cobinamida (¥1) ou fator B, 
está tudo na forma de amida. Ra cobamida (VII) o grupo hidroxila do
l-amino-2-propanol da cobinamida está esterificado com 3*-fosfo-d- 
ribofuranose.
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Os corrinóides contendo uma bas© N-glicosidil-imidazólica, cujo 
segundo nitrogênio está coordenado ao cobalto» também são cnamados 
cobamidas » sendo este, assim, um nome genérico* As cobamidas podem 
conter benzimidazol» naftimidazài, imidazol ou uma base púrica, já 
tendo sido encontradas cobamidas com adenina, guanina, hipoxantina e
derivados. Quando a base é o 5,6-dimetilbenzimidazol o composto é
chamado de cobalamina (VIII)* Js outros ligantes do cobalto podem 
ser áé.ua ou anions e alguns exemplos sao ; L - CN na ciano-5»6-di- 
metilbenzimidazolil-cobamida ou cianocobalamina, se L = uH ou H2O 
temos a hidróxi(ou aquo} -cobalamina e se a base fosse a adenina te-
ríamos a hidroxi(ou aquo)adenil-cobamida. Nas cobamidas a adenina
encontra-se ligada à ribose sempre através do nitrogênio 7» dife-
rindo, assim, dos outros nucleotideos que contém adenina*

Dependendo da üeterobase que está em 
coordenação com o cobalto, as proprie-
dades físico-químicas do composto dife-
rem consideravelmente, e este fato ser-
ve para a classificação e caracterização 
dos corrinóides (1,8).
A  estrutura das cobamidas foi determi-
nada por meio de análise orgânica e di- 
fração de raios X. Abaixo estão resu-
midas as etapas da análise que conduziu
à elucidação da estrutura da vitamina
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A hidrélise ácida da vitamina Bqo» com ;Ul 6ü a 150 C por 24 horas» 
seguida de extração com clorofórmio e outras etapas de purificação, 
produz um composto básico que foi identificado como 5,6-dimetilbenzi- 
midazol (IX) :

0 tratamento deste produto com cloreto de benzoíla 
'̂.v em solução alcalina produz 4,5-dibenzamido-l,2-di-

metilbenzeno (X) o Mual foi identificado por com-
paração com uma amostra sintética. A síntese de 

(|X) 5,6-dimetilbenzimidazol foi realizada pela reação
de 4,5-diamino-l,2-dimetilbenzeno (XI) com ácido fórmicot
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Por outro lado, a hidrólise da vitamina B12» °om HC1 6N a 120°C 
por 8 horas, produz um composto giicãsil-benzimidazólico que foi 
identificado por estudos estruturais e sintéticos como 1-oí-D^ribo- 
furonosil-5,6-dimetilbenzimidazol (XII) ou, abreviadamente, "CC-ri- 
bazol". j glicosídeo reagiu com 1 mol de periodato e o produto da 
oxidação foi identificado como o aldeído oc-(5,6-dimetilbenzimida- 
zol)-tfVniJroxi-metil-diglicálico (XIII). lima vez que só foi gasto 
1 mol de periodato» formulou-se uma estrutura furanósica para a 
pentose que devia existir neste composto.
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A síntese de l-oí-D-ribofuranosil-5,6-dimetilbenzimidazol (XII) 
possibilitou a identificação da pentoee com© ribose e confirmou a 
estrutura proposta* Procedeu-se a uma hidrogenaçao catalítica d© 
2-nitro-4»5-dimetil-fJ-(5’-tritiX-JD-ribofuranosil)-anilina (XIV)»a 
qual produziu um amino-ribosídeo (XV) que se fez reagir com ciori- 
drato de éter isopropilformimínico. 0 produto dessa reação (XVI) 
foi hidrolisado e obteve-se o 1-a-D-ribosídeo em forma cristalinat

b) A fração fosfato de <V-ribazol.
A partir de um nidrolisaao de vitamina B^2 precipitado um 

fosfato orgânico na forma de sal de bário* ÜSste sal, cue tinha a 
composição de um nucleotídeo de benzimidazol, não reagia com perio- 
dato masr apés hidrólise com HC1 6$ a 100 C por 48horas, produzia 
um composto benzimidazólico H-substitufdo que era capaz de reagir 
com periodato. Baseando-se nos conhecimentos acerca do 1-or-E-ribo- 
furanosil-5,6-dimetilbenzimidazol, tornou-se evidente que o com-
posto possuía um radical fosfato ligado ao carbono 2 âu 3 da ri-
bose* Um fosfato de oí-ribazol (XVII) foi obtido em estado cristali-
no por degradação da vitamina 3^2 e PO** síntese. Após a hidrólise 
ácida da vitemina o fosfato detf-ribazol foi separado como sal de 
cnumbo, liberado pelo tratamento com ácido sulfídrico e, então,pu-
rificado. A síntese do fosfato de oí-ribazol foi realizada pela rea-
ção de 5*-tritil-<*;~ribczoi (XVI) com cloreto de difenil-fosfato se-
guida da remoção hidrolítica dos grupos tritila e fenilas:-

0 fosfato está ligado ao carbono 3* como foi demonstrado, poste-
riormente, com os estudos por difração de raios X.

Westa altura dos conhecimentos sobre a estrutura da vitamina £j_£» 
já era ssbido, através de estudos espectroscópicos, que navia uma 
ligação entre o nitrogênio na posição 3 do 5,6-dimetilbenzimidazol 
e o átomo de cobalto da vitamina*

c) A fração l-amino-2-propanol*
Entre os produtos da hidrólise da vitamina Bjp com HC1 a 2Ü?* e a 
100 C, foi encontrada uma substância que reagia com a ninnidrina. 
Esta substância foi isolada sob a forma de dibenzoato e identifi-
cada como l-amino-2-propanol (XVIII)* 0 hidrolisado ácido da vita-
mina foi submetido a uma sequencia de etapas de purificação e uma 
fraçao solúvel em água transformada em benzoatos. Fazendo-se a par-
tição desta fração obteve-se um dibenzoato em forma cristalina cuja 
hidrólise produziu uma amina livre que deu,por oxidação com meta-pe- 
riodato de sódio, acetaldeído e formaldeído* Considerando estes pro-
dutos da oxidação concluíu-se que a substância era o l-amino-2-pro- 
paaol cuja estrutura foi, então, confirmada por síntese* Em primei-
ro lugar, obteve-se ácido-B-lático da resolução, com morfina, de á- 
cTdo-BL-lático* Então, a partir do ácido D-lático (XIX) foi prepara-
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Entao» a partir do ácido D-lático (XIX) foi preparado lactato de 
etila (XX)• 0 lactato de etila foi convertido em lactamida (XXI)» e 
esta» então, reduzida com borohidreto de alumínio e lítio a 1-amino-
2-propanol (XVIII). A benzoilação deste produto deu um dibenzoato(XXII) 
idêntico ao preparado a partir do nidrolisado da vitamina Bp2»

COOH C OO-CiH^ CO-NHz CH^H-CO
H-C-OH LhÒ-OH H-C-OH H-C-OH H-C-0-COCt^f

^hl CHj ÒH} àU) àH}

(X IX ) (XX ) (X X I) ( x v i l l )  ( m )

Também foi obtido um J-fosfato de l~;mino-2-propanol, pelo aque-
cimento de uma mistura de l-amino-2propanol e ácido pirofosfórico.

0 concecimento da natureza das diferentes frações descritas aci-
ma, conduziu à formulação de uma estrutura parcial para a vitamina B^2' 
Faltava» noentanto* o núcleo pàlicíclico que encerra o cobalto e que 
corresponde a mais da metade da molécula*

d) 0 anel tetrapirrólico.
A amónia foi logo reconhecida por todos os pesquisadores que es-

tudaram a degradação hidrolítica da vitamina Xpo» Feita a determi-
nação quantitativa da amónia liberada por xiiirólise, foi encontrado 
um valor médio que correspondia a seis moles de amónia para cada moi 
de vitamina 3i2* A se0uir, foi examinado o caráter poliamídico da vi-
tamina % i2• Uma nidrólise com ácido clorídrico concentrado 63"C por 
5 minutos, produziu fosfato de tf-ribazol e cobinamida (Vx) como os 
principais produtos. Submetendo a cobinamida a uma hidrólise m-is 
prolongada foram obtidos ácidos mono-, di- e tric;.rboxílieos com a 
liberação das corresponaentes -uentidades amónia. Também íor^m ob-
tidos ácidos carboxílicos contendo a fração nucleotídica, senuo pos-
sível converte-los em vitamina B 1 2 « Isto foi efetuado pela reaçao 
dos ácidos com e uil-cloroformsto e xrietil: mina, que produziu um ani- 
drido» o qual se fez reagir com amónia* Ficou, assim» demonstrado o 
caráter poliamídico da vitamina B ^ .

Procedeu-.se, então, a uma oxidação do complexo de cobalto que res-
ta da hidrólise da vitamina 3x2* Esta oxidugão foi realizada com per- 
manganato de potássio em meio alcalino a pO^C, e produziu um:', mistu-
ra de oito ácidos que foram separados em forma cristalina. Somente 
quatro destes ácidos foram identificados. acido3 oxálico, succínico» 
metil-suceínico e dimetil-succínico. Por uutro lado, a fusão alcali-
na da vitamina B 12 deu um destirado que mostrou reações dos compos-
tos pirrólicos. a oxidação de um nidrolisado da vitamina, com croma- 
to de sódio em ácido acético, produziu duas succinimidas substituí-
das que forem identificadas por estudos estruturais e sintéticos, co-
mo a lactona do ácido 3,3-dinietil-2»í>-dioxo-4-hidróxipirrolidia-4- 
propiónico (XXIII) e ácido DL:3»3-dimctii-2,3-dioxopirrolidin-4-pro— 
piõnico (XXIV). Quando a vitamina foi oxidada diretamente, em solu-
ção de ácido acético com cromato de sódio, foi obtida uma terceira 
succinimida em estado cristalino » que foi identificada como a 3,3“ 
dimeMl-2,5-dioxopirrolidin-4-propionamida (xXV)— ;
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Estas três estruturas constituíram a principal evidencia orgâ-
nica para u estrutura pirrólica do complexo cobáltico.

Finalmente, os estudos por difração de raios X contribuíram de 
modo decisivo para o conhecimento dos detalhes do macro-anel em tor-
no do cobalto e da estereoquímica da molécula total( 1,6 )•

As formas coenzimáticas dos corrináides.
As formas coenzimáticas caracterizam-se por não conterem água 

ou ãnions ligados ao cobalto, mas possuem, em seu lugar, o grupo 
5,-deoxiadenosil. As evidencias que levaram ao reconhecimento des-
te grupo são apresentadas no capítulo referente às propriedades das 
cobamidas.

A estrutura completa da coenzima da vitamina. Bi2 foi elucidada 
por análise por difração de raios X e, então, confirmada por sín-
tese parcial (8). Como se vê na figura (XXVI), o nucleosídeo está 
ligado ao átomo central de cobalto através do carbono 5* por uma 
ligação covalente que pode ter um caráter parcialmente ionico* a 
adenina do nucleosídeo situa-se num plano,''aproximadamente, para-
lelo ao anel planar "corrin", enquanto que a fração de ribose está 
num plano que forma um ângulo reto com o anel (9)•

Tanto a coenzima como a vitamina B12 contêm cobalto trivalente, 
o que foi demonstrado por difração de raios X, comportamento ele- 
troforético e suscetibilidade magnética, sendo a coenzima diamagné- 
tica. 0 átomo de cobalto participa da ressonância do sistema de a-

néis e está ligado tão fortemente 
que nao pode ser removido sem a 
destruição da molécula (8,9)« Um 
dos fatos mais notários nas for-
mas coenzimáticas é a ligação co- 
balto-carbono, característica dos 
compostos órgano-metálicos.
Quanto à nomenclatura da coenzima 
derivada da vitamina £12» es^a P°“ 
de ser enamada de Co-55-deoxiadeno® 
sil-cobalamina (XXVI) e, abrevia-
damente, 5 * _deoxiudenosil-B_L2 ou 
coenzima-Bi2 (8)*

fOCCH^ÒH

H-1

H

( XKVl )



3 - Isolamento e distribuição»

As cobamidas são produzidas em quantidades relativámente grandes 
por certos microrganismos, sendo que é neste poder de síntese que se 
baseia, atualmente, a produção industrial de cobamidas. Como alguns 
exemplos de microrganismos que são ótimos produtores de cobamidas po-
demos citar: Propionibactcrium sbermanii, Propionibacterium pentosa- 
ceum, Propionibactcrium arabinoaum, Clostridium tetanomorpaum, Ba- 
çillus megaterium, e alguns microrganismos que produzem também anti-
bióticos, como o Streptomyces griseus, Streptomyces aureofasciens e 
Streptomyces fradiae (3,4,1?).

A cór vermeliia das cobamida3 ó de grande valor para seguir a sua 
extração e a posterior purificação cromatográfica. Quanto aos proces-
sos de doseamento da vitamina B12 e de seus análogos, tem sido des-
critos métodos colorimétricos, espectrofotométricos, químicos, por di-
luição de isótopos e microb&ológicos. Os métodos colorimétricos e quí-
micos só se prestsm para amostras bastante puras de vitamina B 12 ou 
seus análogos. Os métodos microbiológicos nao apresentam este incon-
veniente e sãò, atualmente, os mais utilizados. Baseiam-se no fato 
d® que certos microrganismos crescem muito pouco ou não crescem na 
ausência de vitamina Quando 0 microrganismo responde, também,a
alguns análogos, pode ser empregada a cromatografia em papel para 
demonstrar a presença ou ausência de tais análogos. Entre os micror-
ganismos mais utàlizados para estes ensaios estão: o Lactobacillus 
lactis, Lactobócillus lcichmanii A^TC 4797, e Eseiiericnia coli 113-3 (1)•

0 primeiro isolamento de uma cobamida na forma de coenzima, foi 
realizado por Barker et__al. que isolaram 5 * —deoxiadenosil-adenil— 
cobamida a partir de extratos de C. tetanomoroiaum (10)• A seguir, fo-
ram isoladas a 51-deoxiadenosil-benzimidazolil-cobamida e a 5 -deoxi- 
adenosil-Bi2 & partir de extratos de P» shermanii (11). Esta última 
também foi isolada de fígado (12)• Os processos de isolamento baseiam- 
se nas seguintes propriedades destes compostos: são prontamente ex-
traídos de extratos bacterianos-com etanol a 80/oi em soluções neutras 
ou alcalinas eles não têm carga livre e não são retidos por resinas 
cationicas ou anionicas; podem ser extraídos por fenol a partir de 
soluções aquosas neutras e reextraídas do fenol em água pela auição 
de éter ou acetonaj em solução com píi abaixo de 5, as coenzimas têm 
uma leve carga positiva e sao retidas por resina cationica, Dowex-5®, 
podendo ser, subsequentemente, eluídas com tampões de pH elevado. Q 
quadro I dá um resumo das etapas do isolamento da 5 * -deoxiadenosil- 
B^2» em estado cristalino, a partir de extratos de P. snermanii (7,11)*

Quadro I (Purificação da eoenzima-Bi2)
Material inicial= 4 kg de células de P. anermanii.

Etapas Fração Volume(ml)
micro-moles ' 
da coenzima

i» rendimento

1 80/6 etanol 3000 aprox.53O 100

_ 2 Depois de Dowex 50 Na 3450 aprox.530 100

__3 Depois de Dowex 2 O H 3940____ 520 98

_  4 Extrato fenólico 269 440 ______ 83 _

—  5 Dowex 50, pH 3 840 415 78

_  6 Extrato fenólico de 5 69 358 70

7 Coenzima cristalina 321 61



Quadro III - Alguns análogos da vitamina Bi2*

home comum Borne sistemático Base do nucleotideo Ocorrência

Pseudovitamina B^2 adenll-cobamida adenina Po^shermanii 
P. arabin_osum_ 

te_tanomo.r£iaum 
Amostras de ru-

men.

Fator A

/

2-metil-adenil-
cobaxaida.

2-metil-adenina Conteúdo de 
intestino de 

bezerro. 
Anaeróbios. 
Fezes de porco 
e de bezerroc 
Material de 

esgoto*

Fator C guanil-cobamida guanina Bo_cardia__rugo_sa

Fator F 2-metil-tio-ade- 
nil -cob ami d a

2-metil-tio-
adenina

Material de 
esgoto.

Fator G hipoxantil- co- 
bamida

hipoxantina Fezes de parco.

Fator H 2-metil-Jaipoxan- 
til-cobamida

2-metil-nipo-
xantina

u

Fator I 5-hidróxi-benzi-
midazolil-cobai-

mida
5-hidróxi-ben-

zimidazol

Material de 
esgoto.

—-— benzimidazolil- 
cobamida

benzimidazol Propioniboc- 
teria. 

Material de 
eséjôto.

"cobinamida" J3ropJlo&ibac— 
jteria. 

Stre£t om^r°£S. 
Material de 
esgoto.



A determinação da atividade destas coenzimas pode ser efetuada 
valendo-se de uma enzima* a glutamato-iautase» que depende de 5*-de- 
oxiadenosil-cobamidas. A glutamato- mutase, que foi evidenciada em 
extratos livres de células de C. tctanomorpnum» transforma o ácido 
glutámico em ácido (J-metil-aspártico. a açao conjunta dessa xautase 
e de metil-aspartase leva à produção de ácido mesacênico, cuja for-
mação pode ser medida pelo aumento de absorção em 240 possibili- 
tandov assim* determinar a atividade da coenzima* quando há excesso 
de enzima (10*11)»

0 quadro IX dá uma idéia da quantidade de coenzima B12 Qu® exis-
te no fígado e em algumas bactérias que são excelentes produtoras 
da coenzima (7)X

Quadro II

Teoido p moles/kg de pêso úmido

Fígado humano ... - ___ ________ 0,135

* Fígado de carneiro 0,128

Fígado de coelno 0,06

C._tetan£m£rphum 21

P.jarabin°£um 10

P._sheraanii_ I30

A coenzima B12 também foi encontrada em organismos fixadores de 
nitrogênio» tais como, algumas espécies de Rhizobium, Azotob&cter 
vinelandii, Clostridium pasteurianum, e em nódulos das raízes das 
leguminosas (13)• As células de algumas espécies de Rhizobium e de 
nódulos de leguminosas contêm quantidades apreciáveis da enzima me- 
til-malonil-coenzima A-mutase a qual depende da coenzima citada»

Têm sido encontrados* também, muitos análogos da vitamina Bi2» 
diferindo desta pela base do nucleotideo que faz parte da molécula.
0 quadro III mostra alguns destes análogos» juntamente com as fon-
tes donde foram isolados (3*5)» Êstes compostos encontram-se sob a 
forma de coenzima nestas fontes naturais.

Muitos análogos da vitamina B12 podem ser obtidos adieionandâ-se 
as bases apropriadas aos meios de cultura de microrganismos capazes 
de sintetizar cobamidas. Isto pode ser realizado das seguintes ma-
neiras: a) adicionar cobinamida e uma bas© apropriada a culturas d® 
bactérias exigentes de vitamina B^2» como é o caso da E. coli 113-3>
b) ajuntar êstes compostos a culturas de microrganismos que sinteti-
zam quantidades metabólicas de vitamina B12* como certas cepas nati- 
vas de E. coli? c) ajuntar, somente» a base apropriada em excesso a 
culturas de microrganismos que sintetizam quantidades elevadas de co— 
bamidas, tais como Streptomyces sp.» P. arabinesum* P. pentoaaceiam e 
outros. Esta última possibilidade é a melhor, uma vez que da os maiores 
rendimentos (5)•



4 - Propriedades físicas e químicas.

0 estudo químico das cobamidas vem desenvolvendo-se, grandemente, 
nos últimos anos (8,14). As propriedades, que estão descritas abaixo, 
eão, em geral, as que interessam mais de perto à compreensão do< que se 
conhece a respeito da biossíntese e degradação das cobamidas, bem como 
da sua ação como coenzimaso

a) Características espectrais.
0 espectro da 5 * -deoxiadeno3Íl-Bj_2 mostra um pico em 260 m̂ i, devi-

do à presençao de 5,-deoxiadenosina, e um pico alargado na região vi-
sível com um máximo de absorção a cerca de 520 mp. A vitamina B12 apre-
senta o máximo de absorção em 361 rap» onde o espectro da coenzima B^2 
apresenta um**plateauM.

A pH neutro existem significantes diferenças entre o espectro das 
cobamidas contendo benzimidazol e o das que possuem uma purina na por-
ção nucleotídica. As cobamidas com purina apresentam na região visível 
um máximo de absorção em 460 mp. enquanto que as com benzimidazol mos-
tram, na região visível, um máximo de absorção em 520 mp. Em soluções 
ácidas (pH 2), o espectro da coenzima -B12 6 semelhante ao da coenzima 
de adenil-cobamida, apresentando ambos um pico em 460mp (7,9)»

b) Redução.
A redução, em etapas, da cianocobalamina por hidrogenaçao catalíti-

ca ou cora acetato cromoso a pH 5, produz 9ue ® 1X11181 f°rma reduzida
da hidroxi(ou aquo) cobalamina e que contém cobalto divalente. Este pro-
duto possui uma cor marron-alaranjada. A redução com acetato cromoso a 
PH 9,5, com pó de zinco ou com borohidreto de ©ódio troca a côr vermelha 
da cianocobalamina para marron-alaranjado &■? finalmente, a verde-cinza. 
Sete produto verde-cinza foi chamado de Bi2s © contém cobalto mo no vai en-
te. a Bi2s decompõe a água, lentamente, dando hidrogênio e Bi2r» Ambos 
Ps*, produtos de redução Bi2r e B^2s são, rapidamente, oxidados pelo ar 
produzindo hidroxi-cobalamina. A Bi2s i capaz de reagir com iodeto de 
®etila dando metil-cobalamina(metil-Bi2) (14)•

c) Síntese da ligação cobalto-carbono.
A Bx2s reage, rapidamente, em temperatura ambiente, com halctos de 

fcÍQUila, fosfatos de alquila, sulfatas de alquila ou com ésteres do á- 
|4do p-tpluçn-sulfênico, havendo a ligação direta dos grupos alquila 

o cobalto. A alquilação da fh 2o com 25 53>"Í3opropilideno*-5,~tosil- 
a©no8ina, seguida da remoção hidrolítica do grupo isopropilideno, con- 
«us a produção de S’-deoxiadenosiX-B^«



Esta última propriedade tem possibilitado a obtenção d© diversos 
análogos da 5*-deoxiadenosÊl-B]2» quando s© faz a substituição do 
grupo 5’- deoxiadenosil por outros S^-deoxinucleosídeos (14)*

d) Efeito da luz sobre as cobamidas,
A 5*-deoxiaa©nosil-Bi2 e seus análogos, sob a ação da luz, sofrem 

fotóxise e foto-redução dando complexos cobaltosoo (9)* A fotólise da 
^•«.deoxiadenosil-Ü22» na Presença de oxigênio, resulta na formação 
bidr<5xi~cobalamina, adenosina-5’-aldeído e 8,5,-ciclo-adenosina*

<yHl jji

de

Adenosina-5'-aldeído 8,5*-ciclo-adenosina

Há, portanto, uma fissão da ligação cobulto-carbono e uma oxidação 
da Bi2r íórraada, a hidróxi-cobalamina* JSa ausência de oxigênio a ação 
da luz produz Si2r ®» principalmente, 8,5,-ciclo-adenosina* A ciano- 
cobalamina, sob a ação da luz, sofre uma foto—aquação dando um comple-
xo aquo-cobaltico (9,14,15,16)*

e) Hidrólise ácida da 5p-deoxiadenosil-Bip*
A hidrólise ácida ( HC1 lfl por 20 min a 1CÓ°C ) da 5*"deoxiadenosiè- 

B^2 resulta na clivagem do nucleosídeo da coenzima e, também, nidroli- 
sa a ligação adenina-açúcar. 0 açúcar obtido foi identificado como sen-
do o D-eritro-2,3-dihidróxi-£-pentenal, pelos achados descritos abaixo.

1) A redução do açúcar seguida de tratamento por periodato conduz 
a 2 moles de formiato e 1 mol de propionaldeídos

C  HO 
H c -o h  
H-Ò-OH

CH

H,

PJtOi

Ihí

ÇHO
H-C-OH
HC-OH

ÇHi
-> âHCOObl CHO-CHiCH,

se
2) . Â hidroxiiação do açúcar com tetróxédo de ósmio produz D-ribo- 
e i-lixose:

CHO
H-C-OH
H-t-OHI

CHu
CHt

M l

CHO
H-Ò-OH
H-C-OH
H-C-OH

CHO 
H-c -OH 
H-G-ÖH 

IjO-C '  H
ÒHj-OH

3) A ozonólisG seguida por redução com boro.iidreto de sódio produz 
eritritol*

CHO 
H-C-OH 
H-t-OH 
t HH
CHj

0 *

CHO
H-C-OH
H-t-OH
CHO
+

1-1C HO

C »»OH
thlt- OH 

CHi°H

4) A redução da função carbonila seguida por ozonÓlise produz L-eri- 
trose e formaldeído:

C H O  
H-C-OH 
H- C -OH
I
CH
H
CH*

CHj OH
H'C' OH 
l+t-OH

CH
il
CH,

CH^OH 
H-C- Ohl
H-c-ot-j
C H O

HtHO
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5 - A biossíntee® das cobamidaa.
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a) Formação do aael "corrlnw.

Aa investigações sobre a biossintese da vitamina B ^  't®m demons-
trado que os precursores do anel “corrin" são os mesmos da© porfiri- 
nas (18) •

A primeira etapa na biossíntese das porfirinas I a condensação d© 
glicina com succinil-coenziaa A, resultando na formação de ácido 
aminolevulinic© (19)* A enzima que catalisa esta reação depende de 
fosfato de piridoxal e foi chamada de ácido $ -aminolevulinico-sinte- 
tase (20,21). A glicina seria, inicialmente, ativada pelo fosfato de 
piridoxal, seguindo-se, então, a condensação com a succinil-coenzima 
A e a liberação de coeazima A e C02 (21) :

^ Y ^ \ CHi0,POiHi enzima ------  ■----- - ----- — -)
h . c - c o o h  +  c i i L J  +

glicina fosfato de piridoxal

£ enzima-glicina-fosfato de piridoxal) + succinil-coenzima A

\
HOPC-Hf-Hf-C-S-CrA

H-C-—C00H
N 

H-C

\ CN- V  ,

0
II

HOOC-HJt-Hf-C-CHfNHi + HSCoA + C02 
ácido & -aminolevulínico

Após a formação do ácido -aminolevulínico, duas moléculas deste 
se condensam para formar porfobilinogênio que 6 o primeiro pirrol 
precursor na biossíntese das porfirinas (20,21) 1

ÇO OH
C H .

1 l

CHi-
c = o

-/VH,

C  0 0 H 

C H ,

> C-0 
CH*

COOl-l 
COOH iu

aHiO

ácido 8-aminolevulinase

ácido ê-aminolevulínico

<rH* 
c---
II

9^  H

CH,

, L

porfobilinogênio

Shemin et al. (22,23) demonstraram, através de estudos com glici-
na, ácido ô-aminolevulínico e porfobilinogênio marcados com carbono 
14, que êstes compostos são incorporados na molécula de vitamina B^2 
por culturas de microrganismos sintetizantes desta vitamina. Os re-
síduos pirrólicos do anel "corrin” são sintetizados, portanto, da mes-
ma maneira que os resíuuos pirrólicos das porfirinas.

Os compostos com 0 anel "corrin", bem como a uroporfirina III, re-
sultam da condensação de quatro moléculas de porfobilinogenio. Estas 
unidades de porfobilinogênio ligam-se através do carbono proveniente 
4a glicina e que estava, inicialmente, aminado. Há, assim, neste pro-
cesso, a intervenção de uma deaaminase e, ainda, de uma Isomerase es-
pecifica que daria a disposição correta à estrutura para que se for-
mem 03 compostos citados (21,24,25).



X incorporação do átomo de cobalto nas cobamidas é possível que 
ocorra numa forma de cadeia aberta e favoreça o fechamento do macro- 
eiclo ligando os anéis & e Ui uma vez que o anel “corrin“ ainda não 
foi encontrado livre de cobalto. Foi sugerida, também, a intervenção 
á® uma enzima específica, a cobalto-porfirina-sintctase, que catali-
saria a incorporação de cobalto em pigmentos tetrapirrólicos (26).

iuanto aos grupos metila situados ao redor do anel tetrapirrólico 
das cobamidas, demonstrou-se, usando metionina marcada com C no gru-
po metila, cue seis dos oito grupos derivam da metila da metioniáa.
Um dos dois grupos metila ligados ao carbono 12 (anel C) provêm da 
dsscarboxilação de um resíduo de acido acético e parece provável que 
a metila ligada ao carbono 1 (anel A) provenha do carbono S do ácido 
8-eminolevulínico (18,27)• Os estágios em que ocorrem as metilações 
e a descarboxilação do resíduo de ácido acético no anel C não são co-
nhecidos.

b) Formação de cobinamida.

As etapas biossintéticas consideradas anteriormente, conduzem ao 
ácido cobirínico (fórmula III)• Este composto, sofrendo completa &mi- 
dação e ligando-se ao l-amino-2-propanol, produz cobinamida (fórmuiaVI) 
que pode ser considerada o intermediário central na biossíntese das 
cobamidas.

Têm sido isolados de diferentes microrganismos, tais como mutante8 
de H. rugosa e culturas muito jovens de P. shermanii, diversos inter-
mediários da passagem de ácido cobirínico a cobinamida. wagner (14), 
levando em consideração êstes diversos achados, propos duas vias pro-
váveis para a formação de cobinamida. Uma das vias seria a seguintes 
um grupo carboxílico do ácido cobirínico transforma-se em amida dan-
do ácido cobirínico monoamida, há então a incorporação de l-amino-2- 
prop&nol produzindo-se ácido eobínico-monoamida(fórmula V), o qual 
sofre cinco amide.çÕes sucessivas dando cobinamida. A outra via seria 
a hexa-amidação do ácido cobirínico dando ácido cobírico(fórmula IV), 
e êste, ligando-se ao l-amino-2-propanol daria cobinamida. Entretanto^ 
o ácido cobirínico em qualquer grau de amidaçsò , poderia sofrer a in-
corporação do resíduo de l-amino-2—propanol dando ácido cobínico com 
um ou mais grupos carboxílicos na forma de amida, o cual, então, segui-
ria a primeira via.

0 grupo l-amino-2-propanol, que faz a ligação entre a cobinamida e 
a porção nucleótídica das cooamidas, provavelmente, se origina da L- 
treonina por dcscarboxilação. lía presença de L-fcreonina marcada com 
N o Streptomyces ,crioeu3 concentra N no resíduo de l-amino-2-pro- 
panol (28)•

c) Incorporação da fração nucleótídica.

Uma mutante de E» coli (113-3), exigente de vitamina Bg2, biossin— 
tetiza esta vitamina a partir de cobinamida e 5,6-dimetil-benzimidazol, 
sendo que resultados semelhantes foram obtidos com cepas selvagens de 
E. coli, P. shermanii e S. griseus (5) .

Posteriormente, foram isolados, de culturas de hocardia rugosa, os 
compostos cobinamida-fosfato(cobinamida-P0 e cobinamida-guanosina-di- 
fosfato(cobinamida-PPG) que poderiam ser prováveis intermediários na 
biossíntese de cobamidas (29,30). Aa evidências que levaram a consi-
derar êstes compostos esmo intermediários foram as seguintes: a cobi- 
namida-P e a cobinamida-GD? aparecem durante os estágios iniciais da 
produção de vitamina B12 por fl. rugosa; '‘êstes dois compostos acumu- 
lam-se numa mutante de N. rugosa na qual a biossíntese da vitamina B^2 
está bloqueadaj e uma mutante de K. rugosa» na qual está bloqueada a 
biossíntese de cobinamida-P, converte êste composto e eoblnamida-GDP
em vituaina Bx2»



£<íeaois» experimentos na presença de 5»6—dimetil-benzimidazol. .., l-ct-B— 
rlbofuranosil-5í6-dimetil-benziiaidazol(oc-ribazol) e ribose marcados, lo-
cara® à conclusão de que, na via provável neste microrganismo» o oc-ri- 
bazol seria incorporado como tal» e da seguinte maneira(29»30»31)s

cobinamida + ATP — — ------------- > cobinamida-P + ADP

cobinamida-P+ GTP --- .....------   — > cobinamida-PPG + PPi

oabinamida-PPG + a-ribazol — ------ — £' cobrida + GMP

Por outro lado» extratos livres de cálulas de P. shermanii» quando 
ea presença dos precursores 3«6-di®etil-benzimidazol, «-ribazol e «- 
rlbazol-J^Posfato, convertem em vitamina Bj.2* aproximadamente» na mes« 
sa proporção» os seguintes compostos* cobinamida,cobinamida-P» cobina- 
aida-PPG, cobinamida-PPA(cobinamida-adenosina-àii'osfato) e cobinamida- 
fosioribose (14)» Levando-se em conta o fato de que a cobinamida-fosfo- 
ribose» juntamente com 5 ,6-dimetil-bensiraidazol(3,6-LLBI)» pode ser 
utilizada por £« coli 113-3 © P> shermanii para a biossíntese da vita-
mina Pi2* sugerida uma outra via que seria a seguinte*

cobinamida-P ......> cobinamida-fosforibose-l*-!osfato

 -----^ vitamina B^.2 +

Quanto a formação de oc-ribazol» Friedman e Harris(32»33) conseguiram 
evidenciar uma enzima, em P» shermanii» que catalisa uma reação entre
5.6-dimetii-benzimidazol(5»6-DidáI) e ácido nieotínico-mononuclcotídeo 
(p-KaL:Kt) para formar «-ribazol-5’-fosfato» o c uai ê logo desfosfori- 
ledo pela ação de uma fosfatase endógenas

5.6-DAiBI + ô-MaMíí+ — -----------  * a-ribazol-5#-fosfato + aicotinato
+ R*

-ribazol-5*-fosfato H2O o(—ribazol + Pi.

Finalmente» o quadro IV mostra o crescimento de E. coli 113-3 ©m 
presença dos supostos intermediários(.14).

Quadro IV ( A atividade máxima é indicada por 100)

Composto testado Tempo de incubação

10n l6h 24h

cianocobalamina 100 100 100

eobinamiàa 72 62 98

cobinamida-P 87 95 101

cobinamida-PPG 38 42 76

cobinamida-PPA Ks
J CD 43 74

cobinumiãa-fosforibose 43 61 86

Os dados obtidos com os microrganismos citados acima» permitem di-
zer que a cobinamida-P e. o oí-ribazol são intermediários na biosníntes© 
4a vitamina Bt.2* ^ cobinamida-PPG tambóm poaeria ser um intermediário» 
Gomo indicam as experiências com ru&osa»

Ainda não existem dados concreto© a respeito da origem da fração 
benzimidazólica#



d) Biossíntese da ^-deoxiadoaosil-Eh o(coenzlma-Bi2) •

Poi demonstrada era sistemas livres de células de P, aherraanii e Ç. 
tetanomorphum» a conversão enziraática de cianocobalamina ou hidróxi- 
cobalamina para 59-deoxiadenosil-cobalamina (34»35) » O sistema enzi- 
mático requer ATP, WADH, uma flavina reduzida* glutátion reduzido ou 
mercaptoetanol* sendo os íons Hn+*e K fativadores do sistema* O glutátion 
pode ser substituído pelo mercaptoetanol © várias flavinas agem tão 
bem quanto a PMK, por exemplos Contudo» outros nucleotídeos-trifosfa- 
to nao substituem a adesosina-trifosfato• Sabe-se que o aTP funciona 
na biossíntese da coenzima não como o faz habitualmente* isto é como 
um composto com alto potencial de energia, mas sim como um doador do 
grupo 5*-deoxiadenosil (36,37). 1&

Estudos feitos com ATP marcado com C indicam que, para cada equi-
valente de coenzima formado, sao incorporados um equivalente de adeni- 
na e um equivalente de ribose* A adenina e a ribos© livres não são in-
corporadas na coenzima e um fato notável é a clivagem única do ATP re-
sultando na liberaç&o d© tripolifosfato inopgãnico(37»38)• Estudos so-
bre a liberação de cianeto da cianocobalamina e das mudanças espectrais 
durante a síntese da coenzima indicaram não haver necessidade de uma 
forma reduzida da vitamina B22 oomo intermediário obrigatório na sín-
tese em sí* A B^2r P°^e servir como substrato mas permanece a exigên-
cia pelos agentes redutores citados acima (39). Os agentes redutores 
forneceriam, assim, um par de elétrons adicional ao cobalto possibili-
tando a formação da ponte cobalto—carbono da coenzima.

Considerando estes diversos dados pode—se formular uma reação simples 
na qual o cianeto da cianocobalamina é substituído pelo radical 5*-de- 
oxiadenosils

Cli _ 5 J-deoxiadenosil

-[CoJ + ATP — — ------   > r[Óo] + Ca" + PPPi
fí-SHt i PL_?j•»

Entretanto, têm sido indicados outros mecanismos para a biossíntes© 
de 5*-deoxiudenosil-3g2» ãum sistema enzimútico de C. tetanomorphum foi 
evidenciado um mecanismo em etapas no qual a £i2s ® 0 rea0ente com o 
ATP, tendo sido purificada 300 vezes a enzima capaz de adeaosilar a 
b 12s (40,41) :

hidróxi-cobalamlna --------   ^ B12r — -------— ^ B12s

b12s +    ^  5*' -deoxiadenosil-Bi2 + PPPi

0 KADH e o PADH2 serviriam como agentes redutores, mas o ácido lipó- 
ico reduzido foi indicado como um redutor mais eficiente.

A ferredoxina reduzida pode, também» converter a cianocobalamina era 
B12r e» a em £128« 0 último composto oxida-se» rapidamente, à
forma mais estável Bp2r» a não ser em condiçoes estritamente anaeróbi-
cas» Contudo, a extrema rapidez com que os agentes alcuilantes reagem 
com a Bi2s torna possível detectar a formação transitória de uma coba- 
mida reduzida por dois elétrons. A redução da cianocobalamina por fer-
redoxina reduzida representa outra vía para a resdução de cobamidas por 
compostos naturais. E a cobalamina reduzida poderia produzir 0 s-deoxi- 
adenosil-Bi2 em presença de AT? e da adenosil-sintetase de C. tetano-
morphum (42) s



■ B12r(Co* ) ----------    r B12s(Co* )

«t a TP
'idenosil-ointetase > 5 ’-^oxladenoall-B

A8 flavinas reduzidas têm sido consideradas os redutores biológi- 
|0e naturais na biossíntese da 5*“deoxiadenosil-Bi2« Parece, agora,
■a© tanto as flavinas reduzidas como a ferredoxina reduzida sao ca-
nses de reduzir, não enzimàticamente, derivados de cobamidas. E, é 
>rovável que muitos compostos naturais possam levar a efeito a redu-
to de cobamâdas "in vitro**« Hão foi demonstrado, ainda, um sistema 
■ozimático Q.ue catalise, especificamente, a redução de cobamidas(42) •

Os corrinóides reduzidos com dois elétrons são, portanto, os subs- 
;ratos ativos para a biossíntese das formas coenzimáticas, uma vez que 
(ossibilitam uma substituição eletrofílica e a consequente formação 
ia ligação cobalto-carbono das coenzimas«

Presume-se que. a introdução do grupo S^-deoxiadenosil ocorra, pro- 
ràvelmentef nos estágios de ácido cobinico-monoamida ou de ácido cobi- 
•ínico-diamida (14) •

« in *«-\ íerredoxina
c»-J»i2<0° > ---

B e t U - B 1 2  .t------  B l s



6 - .Degradação microblológica das cobamidas»

A grand o importância dos estudos sobis’e a degradação microbiolégica 
reside, principalmente, na possibilidade da obtenção de produtos de de-
gradação em quantidades suficientes para sua caracterização e estudos 
estruturais. Estes produtos serviriam, então, como compostos de refe-
rência para os estudos metabólicos nos animais e no domem, onde as co-
bamidas estão distribuídas, somente, em quantidades mínimas.

As culturas de Aerobacter aerogenes, quando crescidas em presença de 
cianocobalamina, convertem a vitamina em dois pigmentos amarelos que 
foram chamados de I e II (43)* Posteriormente, foram experimentados di-
versos microrganismos capazes de transformar a cianocobalamina em ou-
tros produtos. 0 microrganismo mais ativo foi a Pseudomonas rubescens 
que converte a vitamina em produtos amarelados ou marron-amarelado3, em 
condições anaeróbicas e no escuro, sendo que a cor vermelna da vitamina 
pode ser restaurada por aeração, Como se sabe, a vitamina B±2 pode ser, 
quimicamente, reduzida a um produto marron a Bl2r* Entretanto, os estu4os 
dos espectrais mostraram ser o produto diferente da 3i2r preparada por 
hidrogenação catalítica ou fotólise^da coenzima-£i2 (44). Foi utilizada, 
também, vitamina £12 marcada com Co5 e feita a extração e o estudo ele- 
troforético dos pigmentos obtidos. Foram separadas duas frações, A e B, 
com propriedades semelhantes aos produtos I e II de Aegobacter aerogenes. 
As frações A e B são incapazes de promoverem o crescimento de Lactoba-
cillus leichmanii. Estes componentes foram, ainda, fracionados por cro- 
matografia e as características espectrais de cada fração diferem das 
da vitamina £12» de seus análogos e derivados, sendo os pigmentos pro-
váveis produtos da degradação da vitamina Bj_2 (45,46). Os pigmentos a- 
marelos não são convertidos em vitamina B12 pelo cianeto, têm um espec-
tro semelnante ao da coenzima-B^ mus diferem desta quanto ao seu com-
portamento frente ã luz. Contêm um nucleotídeo com dimetil-benzimidazol, 
tendo sido sugerida uma alteração no núcleo "corrin" dos pigmentos (47) •



7 ~ Reações enzimáticas dependentes de cobamidas.

Os estudos sôbre o metabolismo do ácido glutamico por extratos 
livres de célula3 de C. tetanomorphum I que conduziram ao primeiro 
isolamento de vima coenzima de cobamida. Esta coenzima, que foi iden-
tificada como a 5’-deoxiadenosil-adenil-cobamida, participa na trans-
formação de glutamato a ̂ -metil-aspartato pela glutamato-mutase (10). 
Desde então, rapidamente, têm aumentado os conhecimentos acerca das 
funções das cobamidas como coenzimas. Entretanto, o mecanismo de açao 
destas coenzimas é, ainda, imperfeitamente conhecido.

a) L-Metil-malonil-coenzimaA-mutase.

Esta enzima, que catalisa a transformação de metil-malonil-Co A 
em succinil-CoA, tem sido estudada em bactérias, rim e fígado, e tem 
grande importância no metabolismo do propionato (48).

A L-metil-malonil-CoA-mutase foi obtida, em estado purificado, de 
P. shermanii (49) e de fígado de carneiro (50)• A enzima bacteriana e 
a de fígado apresentam diferenças. A holoenzima purificada de fígado 
de carneiro tem um pêso molecular de, aproximadamente, 165000 e con-
tem 2 moles de 5,-deoxiadenosil-B22 P°r d® enzima. Enquanto a ho-
loenzima é relativamente estável, a apoenzima é muito instável e sen-
sível á ligação com reagentes sulfidrílicos, sendo que sua atividade 
pode ser restaurada pela adição 5*-deoxiadenosil-Bi2 (50). A enzima 
bacteriana tem um pêso molecular de 56000, não depende de grupos sul-
fidrílicos e a coenzima pode ser separada fkcilmente(49)•

2ía isomerização de metil-malonil-Co A a succinil-CoA ocorre vima 
transferência do grupo carbonil-tio-éster, simultaneamente com uma 
transferência de Mdrogênio. Quando se utiliza (2-Cx )metil-malonil- 
Co A obtem-se (3-C )succinil-CoA.

H
HOOC-c-ci-U ' ^

i
c=o __
S-CcA

metil-malonil-CoA

COOH

CHj,
ç=0
iS ■ CcA

succinil-CoA

Esta transferência é intramolecular, uma vez que experimentos u— 
sando metil-malonil-CoA, duplamente marcada, mostram que o grau de 
isótopos em cada molécula permanece constante durante a isomerização(48) 
Para explicar es£a transferência foi proposto ura mecanismo de radi-
cais livres e, de acordo com êste mecanismo, a coenzima sofreria uma 
reação reversível de óxido—redução (48) ;

COOH 
H~C ~ CHii

C = 0 
I
S-Ctr/4

metil-malonil-CoA

CO O H 
N ~C~ Ç

$  ~ Gr A



As modificações na parte 5’-deoxiadenosil têm um pronunciado 
efeito sobre a atividade coenziraática, enquanto que as mudaüças na 
parte nucleotídica não têm tanta influência, mas a 5*-deoxiadenosil- 
cobinamida não tem atividade (48)•

b) Glutamato-mutase.

A glutamato-mutase, que foi evidenciada em extratos livres de cé-
lulas de C. tetanomorphum, efetua a transformação de glutamato em 
^-metil-aspartato e depende de 5,-deoxiadenosil-cobamidas(51). Foram 
evidenciadas, também, neste sistema duas proteínas separáveis, cha-
madas componentes E e S, sendo os dois essenciais para a atividade da 
enzima. A coenzima encontra-se, fracamente, ligada ao componente E 
(51,52).

Estudos sobre distribuição de isótopos nesta reação estabeleceram 
que há um rearranjamento duplo envolvendo a transferência de um resí-
duo de glicina e de um hidrogênio (51) *

' H z ç - t Ç - c o o h : ^ ______________________  7 % ,

H - c -   J H - C - Ç - C  00H
, f-N—  —  ^ I AitlL

~  C O O H  C O O H  — ----- --------

ácido glutêmico ácido -metil-aspártico

Foi eliminada, por experimentos com elementos radioativos, a pos-
sibilidade da existência de amónia livre, a-cetoglutarato, glicina, 
ácido acrílico ou de um próton, como intermediários (51).

0 grupo 5,-deoxiadenosil é necessário para a atividade da coenzima 
na reação da glutamato-mutase. Sua substituição por outros ligantes 
do cobalto, tais como 5*-deoxiuridina, 2 * ,5*-dideoxiadenosil, 5’-de- 
oxitimidil ou grupos alquila, conduzem ã perda de atividade ou a an-
tagonismo competitivo (14,51).

c) Dioldehidrase.

Esta^-enzima, que foi purificada a partir de extratos livres de cé-
lulas de Aerobacter aerogenes, catalisa a conversão de 1,2-etanodiol 
a acetaideído e de 1,2-propanodiol a aldeído propionico, navendo uma 
transferência intramolecular de nidrogênio (14,53) •

H li n  V Hv * 0
t J - Ç - O H 'JHj .0  ̂ 'C ^  H - C - OH ^
H - Ç - O H   h ~c - H  H - Ç - O h ________ H - Ç - H

H / j  H - C - H  H - Ç - H

__ í-i . H
A enzima depende de 5*-deoxiadenosil-cobamidas, sendo a 5*-deoxia- 

denosil-jBj_2 a mai® ativa. A hidroxi-cobalamina, a cianocobalamina e a 
metil-cobalamina são inativas ou inibidores competitivos (14).

Foram realizados estudos das reações do complexo dioldenidrase-coeh- 
zima-B^2 com oxigênio, glicolaldeído e glioxal. 0 complexo enzima-coen-®- 
zima nao apresenta fumção catalítica nestas reações, mas funciona co-
mo um reagente. Contudo, a3 propriedades das reações não catalíticas 
sugerem que mecanismos semelhantes podem estar envolvidos nas reações 
catalíticas e não catalíticas. Quando o glicol-aldeído é adicionado ao 
complexo enzima-coenzima este é inativado e o glicol-aldeído transfor-
mado em glioxal. 0 glicol-aldeído, quando em solução, está hidratado 
e asoemelha-se, assim, a um diol. As reações não catalíticas mostram 
que o complexo enzima-coenzima pode funcionar como um doador ou acep- 
tor de elétrons, mas a coenziiga livre não funciona como tal. Sugeriu- 
se, então, que a interação de apoenzima e coenzima resulta em modifi-
cações químicas reversíveis na coenzima.



Esta ativação da coenzima pela apoenzima intensificaria a labili- 
dade da ligação cobalto-carbono da coenzima aumentando a nabilida- 
de desta para funcionar como agente oxidante ou redutor (54).

As experiências com 1,2-propanodiol marcado com H no carbono 1 
levaram à conclusão d© que a conversão de propanodiol a propionalde- 
£do ocorre em duas etapas: transferência de .hidrogênio do carbono 1 
para o carbono 5* da porção 5’-deoxiadenosil da coenzima-B^2 ® desta 
posição para o carbono 2 do produto (55).

d) Etanol-amina deszminase.

Uma etanol-amina-desaminase de um Clostridium sp. fermentante de 
etanol-amina requer 5 ’-âeoxiadenásil-B^ ou 5 f-deoxiadenosil-oc-ben- 
zimidazolil-cobamida como coenzima. Esta enzima converte a etanol- 
amina em amonia e acetalueído;

H3N — -------------------------- > [ N h l J *  f  CHyCh/0

A reação assemelha-se às catalisadas pela dioldehidrase, sendo a 
desaminase, também inibida pela nidroxicobalamina, cianocobalamina e 
metil-cobaiamina (14).

e) Ribonucleotídeo-redutase-r

Extratos detLactobacillus leicnmanil, que convertem ribonucleotí— 
deos em desoxiribonucleotídeos, exigem 5’-deoxiadenosil-Bj_2 como co-
enzima, juntamente com ácido dinidrolipóico (14).

0 mecanismo desta reação poderia, também, ser semelhante ao da diol-
dehidrase.

f) Degradação da lisina.

Os extratos livres de células de Clostridium sticklandii degradam 
a lisina a butirato, acetato e amonia. Exigem uma 5’-deoxiadenosil- 
cobamida como coenzima, não se sabendo, entretanto, em que etapa es-
pecífica ela atua (14).

g) Biossíntese da metionina.

São conhecidas duas vias para a biossíntese da metionina a partir 
de homocisteína. Uma delas não depende de vitamina B^2 e a outra sim.
A via que requer vitamina B^2 requer, ainda, como cofatores; FAD re-
duzido, S-adenosil-metionina(AMe) e 5-*metil-tetranidropteroil-mono ou 
tri-glutamatoímetil-TH^.) como doador de metila. Este sistema foi en-
contrado em E. coli PA-15, E. coli W, Aerobactor aerogenes e em fíga-
do de mamífero (56).

e . . , , sistema redutor+ AMe .5-metil-tetrahidrofolato + homocisteína -------— — ;-----, — .■ ■----— — >
proteína-cobamida

metionina -f- tetrahidrofolato.

A 5-metil-tetrahidrofolato-nomocisteína-transmetilase, que catali-
sa esta reação, contem um derivado de vitamina Bjl2 como grupo prosté- 
tico. A formação da noloenzima é catalisada por uma enzima de extratos 
4® E. coli, a partir da apoenzima e de 5,-deoxiadenosil-Bi2 na presen-
ça de um piridino-nucleotíueo reduzido (57)• Quando se utiliza a cia— 
nocobalamina, a nidroxicobalamina ou a Bi2rt também é necessário um 
sistema redutor, mas com a metil-eobalamina não (58).

Baseando-se nestes dados foi imaginada uma via cíclica para expli-
car a biossíntese da metionina (14)*



h) Formação de metano.

A redução de metil-cobalamiaa, com o grupo raetil mnrcado com C"^, 
a metano C ' é catalisada por extratos livres de células de &etano- 
sarcina barkeri. Êstes extratos catalisam, também, a formação de me-
tano a partir de metanol, formaldeído e dióxido de carbono. A metil- 
cobalamina deve ser, pois, um intermediário na biossíntese de meta-
no, sendo o microrganismo citado bastante rico em cobamidas(59)•

A formação de metano a partir de metil-B^p também foi demonstrada 
em Metanobacterium omelianski, parecendo ser esta uma propriedade co-
mum as metanobactérias (14).

i) Formação de acetato.

Os extratos livres de células de Clostridium termoaceticum cata-
lisam a formação de acetato a partir de dióxido de carbono, piruvato 
e metil-Bi2 (60). A metil-B_L2 serviria, assim, como uma fonte de gru-
pos metila para a síntese de acetato (61).

Os extratos deste microrganismo também produzem acetato a partir 
de carboxi-metil-cobalamina, na presença de J3ADP reduzido (14)•



Conclusão.

As cobamidas sao substâncias de estrutura complexa e participam 
de reações enzimáticas de grande importância.

Existem, entretanto, muitos pontos obscuros com relação à bios- 
síntese destas substâncias e sua degradação bioquímica é desconhe-
cida. 0 mecanismo de ação das cobamiaas, nas reações enzimáticas, 
também é imperfeitamente conhecido.

0 desenvolvimento do estudo químico das cobamidas, possibilitan-
do um melnor conhecimento sobre sua reatividade química e sobre a 
síntese química de análogos da coenzima-Bj^ e de intermediários de 
seu metabolismo, talvez venha a elucidar muitos destes pontos. Os 
estudos sobre a degradação microbiológica das cobamidas podem, tam-
bém, propiciar a obtenção de produtos de degradação Mue serviriam 
como compostos de referencia para estudos metabólicos.

Outra possibilidade é de que a cristalização e o estudo das en-
zimas que participam de etapas da biossíntese das cobamidas, bem 
como, das" proteínas que se ligam as cobamidas, e seria o caso das 
enzimas que contêm a coenzimaiB^, contribuam para o esclarecimento 
da biossíntese e do mecanismo de ação das cobamidas.



Bibliografia.

— Smith,E.L. - Vitamin. B12 (Methuen*s Monographs on Biochemical 
Subjects), London, (I960).

— Jukes,T.H. e Broquist»H.P* - Metabolic Pathways II, 731* Green-
berg,!)., Ed., Acad. Press,Inc., flew York, London, (1961).

— Perlman,D. - Advances in Applied Microbiology, vol. 1, 87, Um- 
breit,W.W., Ed., Acad. Press,Inc., flew York, London, (1959)*

— Perlman,D. - Advances in Applied Microbiology, vol. 7» 104* UMv 
breit,W.Wi, Ed., Acad. Press,Inc., flew York, London, (1965).

— Goodwin,T.W. - Biochemistry of Industrial Microorganisms, 169* 
Rainbow,C. e Rose,A.H.,Eds., Acad. Press,Inc., flew York, London,
(1963)*

— Wagner,A.F. e Folkers,K. - Medicinal Chemistry, 257* Burger,A., 
Ed., Interscienee Publishers,Inc., fl.Y., London, (1960).

— Weissbach,H.,Peterkofsky,A} e Barker,H.A. - Comprehensive Bio-
chemistry, vol.16,189, Plorkin,M. e Stota,E.H., Eds., Elsevier, 
Amsterdam, (1965).

— Berahauer,K. »Muller, 0. e Wagner,F - Angew. Chem. Intern. Ed. Engl 
,4,_. 200, (1964). .....

— Hogenkamp,H.P.C• — Ann. fl.Y. Acad. Sci., 112» 552, (1964).

)- Barker,H.A.,Smith,R.I).,Weissbach,H.»Munch-Petersen,A.»Tooney,J.I. 
Ladd,J.fl.,Volcani»B.Ej e Wilson,R.M. - J. Biol* Cham.,235» 181, 
(1960) .

)- Barker,H.A.,SraithtR.B.,Weissbach,H*,Toohey»J.I.»Ladd,J.fl. e Vol- 
cani,B.E. - J. Biol. Chem., 235* 480, (I960).

Toohey,J.I. e Barker,H.A. - J. Biol. Chem., 236, 560, (1961).

— Evans,H.J. e Kliewer,M. — Ann. fl.Y. Acad. Sci.,112, 745* (1964$.

Wagner,F. - Ann. Rev. Biochem., 35, 405, (1966).

Hogenkamp,H.P;C.,Ladd,J.fl. e Barker»H.A. - J. Biol. Chem., 273* 
1950, (1962) .
Brady,R.O. e Barker,H.A. - Biochem. Biophys. Res. Commun., 4,
373V-(1961).  -

— Hogenkamp,H.P*C• e Barker*H.A.— J. Biol. Chem.» 236,3097,(1961).

— Shemin,D. e Bray,R.C* — Ann. fl.Y. Acad. Sci., 112,615,(1964). 
Shemin,D. - The Harvey Lectures, 258,Acad. Press,Inc.,fl.Y.,(1956)

— Granick,S. — J. Biol. Chem.» 232,1101,(1958).

Granick,S. & Mauzerall,B. - Metabolic Pathways II, 525* Greenberg 
J)., Ed. , Acad. Press,Inc., fl.Y., London, (1961).

Corcoran,J.W. e Shemin,D. - Biochim. Biophys. Acta, 25,661,(1957)

Bray,R.C. 8 Shemin,D. - Biocnim. Biophys. Acta, 30, 647,(1958).

Granick,S. e Mauzerall»!). - J. Biol. Chem., 232,1119,(1958).

— Coraford,P. - Biochem. J., 64,91,(1964).

Porra,R.J. e Ross,R.I). - Biochem. J., 94,557,(1965).

— Bray»R.C* e Shemin»!). — J. Biol. Chem.» 238,1501,(1963)*



(30

(28 - Krasna,J. ,Roseinblura,C. e Sprinson,D.B. - J. Biol. Chem., 225» 
745,(1957).

- Barchielli,R.»Boretti,G.»Bi Marco,A.,Julita,P.»Migliacci,A., 
Mnghetti,A. ,Spalla,C. - Biochera. J., 74,382,(1960).

- Boretti,G.,Bi Marco,A.,Fuoco,L.»Marnatti,M.P.»Migliacci,A., 
Spalla,C. - Biocnim. Bidphys. Acta, 37,379,(1960).

- Brown,G.M. e Reynolds,J.J. - Ann. Rev. Biochem., 32,450,(1963).

- Friedman,H.G. e Harris,L.D. - J. Biol. Chem., 240,406,(1965).

- Friedman,H.G. - J. Biol. Chem., 240,413,(1965).

- Brady,R.O. e Barker»H.A. - Biochem. Biopnys. Res. Commun., 4, 
464,(1961).

- Weissbach,H.,Redfield,B. e Peterkofsky,A. - J. Biol. Chem., 236,
P. C. 40,(1961).

- Peterkofsky,A.,Redfield,B. e Weissbach,H. - Biochem. Biophys.
Res. Commun.» 5,213,(1961).

- Peterkofsky,A. e Weissbach,H. - Ann. h.Y,.Acad. Sei.» 112,622, 
(1964).

- Peterkofsky,A. e Weissbach,H. - J. Biol. Chem.* “238,1491,(1963)«

- Weissbach,H.,Redfield,B. e Peterkofsky,A. - J. Biol. Chem., 237, 
3217,(1962).

- Vitols,E.»Walker,G. e Hunnekens,F.M. - Biochem. Biophys. Res. 
Commun., 15,372,(1964).

- Yitols,E.»Walker,G. e Hunnekens,F.M. - J. Biol. Chem.» 241,1455, 
(1966) .

- Weissbach»H.,Brot,H. e Lovenberg»W« - J. Biol. Chem.» 241,317, 
(1966) .

- Helgeland,K.,Jonson»J. e Laland,S. - Biochem. J. - 81,260,(1961).

- HuTKam,J.B.,Burgus,R.C.,Scott»W.M. e Pfiffner,J.J. - J. Bacteriol. 
88,538,(1964).

- Scott,V/.Bd.,Burgus,R.C.,Hufham,J.B. e Pfiffner,J.JV J • Bacteriol.
88,581,(1964).

- Burgus,R.C.,Hufham,J.B.»Scott,W.M.,e Pfiffner»J.J. -J. Bacteriol., 
88,1139,(1964).

- Burgus,R.C•»Hufham»J.B., Scott,W.M. e Pfiffner,J.J. — Arch. Biocnem 
Biophys., 110,490,(1965).

- Wood,H.G.,Kellermeyer,R.W.,Stjernholm,R. e Allen,S.H.G. - Ann.
K.i. Acad. Sei., 112,661,(1964).

- Keilermey©r,R.W.»Allen,S.H.G.,Stjernholm,R. e Wood,H.G. - J. Biol. 
Chem.» 239,2562,(1964).

- Cannata,J.J.B.,Focesi,A.,Mazunder»R.,Wamer»R.C. e Ochoa,S. —
J. Biol. Chem., 240,3249,(1965).

- Barker,H.A.,Suzuki,P.»lodice,A. e Rooze,V. - Ann. R.Y. Acad. Sei., 
112,644,(1964).

- Suzuki,F. e Barker,H.A. — J. Biol. Chem*, 241,8/8,(1966).



- Abelcs,R.H. e Lee,H.A. - Ann. H.Y. Acad. Sci., 112,695*(19645).

- Wagner,0.W.,Lee,H.A.,Frey,P.A. e Abeles,R.H. - J. Biol. Chem., 
241,1751,(1966).

- Frey,P.A. e Abeles,R.H. - J. Biol. Chem., 241,2732,(1966).

- Buchanan,J.M.,Elford,H.L,,Loughlin,R.E.,KcDougall,B.li. e Rosen 
tal, S . — Ann . H . Y . it cad . Sci., 112,756,(1964).

- Brot,K. e Weissbach,H. - J. Biol. Chem.,241,2024,(1966).

- Guest,J.R.,Friedman,S. ,Dillworth,&.J.»Woods,L.D. ~ Ann. H.Y. 
Acad. Sci., 112,774,(1964).

- Blaylock,B.A. e Stadman,I.C. - Ann. JN.Y. Acad. Sci., 112,799,
(1964).

- Poston,J.M.,Kuratomi,K. e Stadman,T.C. - Ann. H.Y. Acad. Sci., 
112,804,(1964).

- Poston,J.K.,Kuratomi,K. e Stadman,T.C. - J. Biol. Chem., 241, 
4209,(1966).


