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As Cobamidas.

1 - Introducsao.

Forzm os estudos sdbre ancmis perniciosa gque conduzirem, crimeir.-
mente, ao reconhecimento da vitumina H)2 ou iano. ob: lamina que §,
sem dlvida, a c.bumida gue dcs erta malor interésse. U individuo conm
anemia perniciosa ndo tem a capacidaue de :wbsorver vitamina B)>, como
resultado da deficilncia Jo estdmago _:ra secretar uma muco-proteina
chamada "fator intrinsico”. Este fator é essencial para o transporte
da vitamina Bjp das fontes da dieta para a corrente sanguinea através
da mucosa intestinale. A anemia perniciosa era tratada, inicizlmente,
con extrato de figado o qual deveria conter um fator anti-aznemia per-
niciosa ou "fator extrinsico", como foi chamado(l,2).

Em 1948, E. L. Smita na Inglaterra, e Rickes et al. nos Estados
Unidos, isolaram éste fator em estado cristalino e puro, a partir de
figado(l). O "fator extrinsico” passou a chnamar-se, entio, vitamina
B12, a lnicz vitamina que contém cobalto na molécula.

Foi, tembém, logo revelado que a fonte orixinal de vitemina Bjs na
natureza 8 decorrente da atividade metabdlica de microrganismos, mais
especialmente bactérias e actinomicetos(l,3). Esta descoberta se deve,
sobretudo, zos estudos sdbre a caréncia de cobalto nos ruminantes. Po-
dia~se prevenir ou curar-éste mal pela adigdo de sais de cobalto aos
alimentos, mas quando'@stes sais eram injetados nZo mostravam qualquer
eficiéncia. Tormou-se; assim, evidente que o8 microrganismos do rimen
deveriam sintetizar algum composto organico comtendo cobalto. Este com-
posto foli identificado como sendo vitamina Bjp, uma vez que esta erau
capaz de aliviar a deficiéncia de cobalto dos ruminantes guando inje-
tada ou administrada em doses minimas(1,2).

Desde entZo, desenvolveram-se diversos trabalhos de pesqguisa no
sentido de isolar cobumidas de diferentes microrganismos e de encontrar
as melhores condigdes para sua produgdo microbiolégica industrial. SZo,
ho je, numerosos 08 microrganismos que sabemos serem produtores de co-
bemidas, como também sdo muitos os andlogos da vitamina Bl que foram
encontrados(l;3,455)

Depois de obtida a vitumina em estado cristalino iniciaram-se tra-
balihos visando determinzr sua estrutura quimica. Esta fol publicada em
1955 por Hodgkin et al. (1,6), apds a realizagdo de inlmeras enélises
quimicas e estudos por diiragdo de raios X.

Também de grande significugfio, principal ente pmpa elucidar a fungZo

bioguimica das cobuamidas, foi o isolamento de formas coenzimditicas de
cobamidas, a partir de diversas fontes bacterizmas e de figado(7). As
cobamidas, portanto, existem nos organismos sob a forma de coenzima.
A cianocobalzmina, por exemplo, é um produto dos processos industriuis
de isolamento mas, guando introduzide no organismo, transiorma-se no-
vamente em coenzima. £, pois, &8s formas cocanzimiticas gue serd dado um
maior destaque nos capitulos gue se seguem.



2 - Estrutura e nomenclatura.

As cobamidas contém um macro-anel tetrapirrélico caracteristico.
fste anel foli denominado "corrin" (I), e os compostos que contém
éste tipo de anel podem ser chamados de “corrindides®. Além disso,
todos os compostos naturais que possuem o anel "corrin" apresentanm,
também, um Atomo central de cobalto. Contém, ainda, residuos de dci-
do acético e &cido propidnico nas mesmas posigdes que as porfirinas
tipo I1II e sdo, a éste respeito, particularmente semelhantes & uro-
porfirina III (II); com excegdo de possuirem um grupo metila em lu-
gar de um residuo de dcido acético no carbono 12 (anel C).

HOOC-CH;/QH, CH;COOH

CH;CHy COCH

CH;COCH

HOOG-CH;CHy HzCHCCOH

0 esqueleto bédsico dos corrinéides seria, portanto, o representa-
do na figura (IIaz) que corresponde ao chamado Zcido cobirinico (IIIP
o qual tem seis grupos metila adicionais como esti representzdo e,
tendo R=R’= OH . Todos os demuis compostos desta série podem ser con-
siderados como derivados do &cido cobirinico. Cuando todos os grupos
carboxila, menos o da posig¢do (f), est3o na forma de amida, o compos-
to & chamado de &cido cobirico (IV). do &cido cobinica (V)o grupo car-
boxila em (f) forma uma emida com l-amino-2-propanol, enquanto que o0s
outros grupos carboxila estzo livres. Na cobinamida (¥I) ou fator B,
estd tudo na forma de amida. Na cobamida (VII) o srupo hidroxila do
l-amino-2-propanol da cobinamida estd esterificado com 3’-fosfo-d-
ribofuranose. )

() R=R="OH
(IV) R=-NH, ; R="OH
() R‘OC'CH;CHzH i GHa CH7CO-R (<)
= OH
() R~OC-C:H ’ -CHsCH;CO-R (4) (\/) R\ 0 OH
CHs H R= -NH-CHg CH-CH,
R=-NHg
VD4 OH
(pROCC Ol R=-NH-CH;CH-CH,
H CH o )
< |
) F(\-OC-CH;éHfH3 * WenzcneoR (o) Or /O(‘f)[c[;]
i !
071 HO
O oy

(11a) WA }‘O—R
HO-CH,~ 0~ H

(vI1)



08 corrinbides contendo uma base N-glicosidil-imidazdélica, cujo
gegundo nitrogénio estd coordenado ao cobalto, tumbém sio chamados
cobamidas , sendo €ste, assim, um nome genérico. As cobamidas podem
conter benzimidazol, naftimidazdl, imidazol ou uma base pirica, jé
tendo sido encontradas cobamidas com adenina, guanina, hipoxantina e
derivados. Quando a base é o 5,6-dimetilbenzimidazol o composto é
chamado de cobalemina (VIII). Vs outros liguntes do cobalto podem
per Ssua ou eénions e alguns exemplos sSo : L = CN na ciano-5,6-di-
metilbenzimiduzolil-cobamida ou cianocobalamina, se L = uH ou Hp0
temos a hidréxi(ou aguo)-cobalamina e se a base fisse a adenina te-
r{asmos a hidroxi(ou aguo)adenil-cobumida. KNas cobzmidas a adenina
encontra-se ligada & ribose sempre através do nitrogénio 7, dife-
rindo, assim, dos outros nucleotideos que contém adenina.

Dependendo da heterobase que esti em
coordenagao com o cobalto, as proprie-

tocCy-
@ocuyy% cH “ﬁwﬁuNﬂ dades fisico-quimicas do composto dife-
HHOC-C ;\V/xg;,/g cuecicomd,  rem consideriuveluwente, e éste futo ser-
N I L) ve para a classificegfo e caracterizageo
N dos corrindides (1,8).
A estrutura das cobamidas foi determi-
HN-0cch €H, nada~por meio de andlise orgé&ica e di-
o - “CH, fragéo de razios X. abuixo estio resu-
NHOCCHER . L WXt @My midas as etapas da andlise que conduziu
Che o 2 <i](:Iaﬁ % elucidagdo da estrutura da vitamina
CHCH, o
(\‘:;‘:—!P/___o Ol 2 (V“') Blz °
0 )(0{&‘»41\ g/’

A hidrolise dCldu da v1tam1na blj. con bl 6m a 150°C por 24 horas,
seguida de extragdo com clorofdérmio e outras etapas de purificagdo,
produz um composto basico (ue foi identificado como 5,6-dimetilbenzi-
midazol (IX)

0 tratamento déste produto com clereto de benzoila

CH, N em solugdo alcalina produz 4,5-dibenzumido-1,2-di-

CH > metilbenzeno (X) o .ual foi identificado por com-

H parac3o com uma smostru sintética. A sintese de
(1) 5,6-dimetilbenzimidazol foi reszlizadu pela reacso
de 4,5-diamino-l,2-dimetilbenzeno (XI) com &dcido fdérmicos

C-CyH.s

c;;]():m e U o CH PN o NH 06 CeH;

CENA NHy CH; NH CC-CoH s
(x) (1x) (X)

Por outre lado, a nidrdlise da vitamina B)2, com HCl 68 a 12000
por 8 horas, produz um composto glicasil-benzimidazdlico gue foi
identificado por estudos estruturais e sintéticos como l-a-Dsribo-
furanesil-5,6-dimetilbenzimidazol (XII) ou, abreviadamente, "N-ri-
bazol", u glicosideo reagiu com 1 mol de pericdato e o produto da
oxidag&o foi identiiicado como o aldeido «-(5,6-dimetilbenzimida~-
£0l) -y+nildroxi-metil-diglicdlico (XIII). Uma vez que 86 foi gasto

1 mol de periodato, formulou-se uma estruturz furandsica pura a
pentose que devia existir neste composto.

CH, >:A> CHy N,
CHANL N CH; \nl>
e Ve

H-?“—“ H‘l} —_—
H-f;'OH H-C=0
H"L'OH 0 H“?-‘-V 0
el H-¢ —1
CH,0H CH,.0H

™ (X”) (X’”)



A sintese de l-o-D-ribefuranesil-5,6-dimetilbenzimidazol (XII)
possibilitou a identificagio da pentose come ribose e confirmou a
estrutura proposta. Procedeu-se a uma hidrogenag&o catalitica de
2-nitro-4,5-dimetil-N-(5’=tritil-D~ribofuranosil)-anilina (XIV),a
qual produziu um amino-ribosideo (XV) que se féz reagir com clori-
drato de éter isopropilformiminico. O produto dessa reagio (XVI)
foi hidrolisado e obteve-se 0 l-a=-D-ribosideo em forma cristalina:s

CH)@\/NDJ« CHON)’z Cﬂoi > O\ >
CH) NH G NH f

¢H ¢H — -c’N”Hu i —
wion | KM o piow NOCHs S C Fon 5 H-on
H-(.,-OH 0 H-c-OH ¢ H_[;-oH H- C OH 0
Mg ~] H-g — H-C ~—J H-C

CH:05Tw. (X1V) CH, 0B (V) en,0m (XV1) EH, oH (xn)

b) A fracido fosfato de ¥~ribazol.

A partir de um aidrolisado de vitamina Bj, foi precipitado um
fosfato orgénlco na forma de sal de birio. Bste sal, cue tinha a
composigdo de um nucleotideo de bunzlmldazol, nao reagia com perio-
dato mas, apbs hidrélise com HCl 6N =a 100°¢c por 48nores, produzia
um composto benzimidazdlico H-substituido que era capaz de reagir
com periodato. Basezndo-se nos conhecimentos acérca do L -&-J-ribo-
furanosil-5,6-dimetilbenzimidazol, tornou-se evidente c¢ue o com-
posto possufa um radical fosfato ligado ao carbono 2 gu 3 da ri-
bose. Um fosfato de o=-ribazol (XVII) foi obtido em estado cristali-
no por degradagzZo da vitamina Bjo e por sintese. Apds a hidrdlise
écida da vitemina o fosfatc de & —ribazol foi separado como sal de
cnumbo, liberazdo pelo tratamento com &cido sulfidrico e, entio,pu-
rificado. A sintese do fosfato de ¥ -ribazol foi realizada pela rea-
¢8o de 5’=tritil-«~ribczol (XVI) com cloreto de difenil-fosfato se-
guida da remogado hidrolitica does grupos tritila e fenilas:-

0 R

¢ 0

i H_C,V (cH,0),.PO 0 ﬁ
M-(‘:-OT) hidralise }/ “0PO,-Hy,

H- C OH ¢
H-C —
CHO T ()HlOH
(xv1) (xvh)

0 fosfato estd ligado o carbono 3’ como foi demonstrado, poste-
riormente, com o0s estudos por difracdo de raios X.

Nesta zltura dos conhecimentos sobre a estrutura da vitemina B) oy
j& era ssbido, através de estudos esvectroscépicos, que navia uma
ligagd3o entre o nitrogénio na posigdo 3 do 5,6-dimetilbenzimidzzol
e o 4dtomo de cobalto da vitamina.

¢) A fracio l-zmino-2-propanole.
Entge 08 produtos da unidrdlise da vitamina Bl? com HC1 a 20% e a
100°C, foi encontrada uma substancia gue reagia com a ninanidrina.
Esta substancia foi isolada sob a formes de dibenzoato e identifi-
cada como l-amino-2-propsnol (AVIII). O hidrolisado &4cido da vita-
mina foil submetido a uma sequencia de etapas de purificagdo e uma
fragdfo solivel em é;ua transformada em benzoatos., Fazendo-se a par-
tig8o desta fragdo obteve-se um dibenzoato em forma cristalina cuja
hidrélise produziu uma amina livre que deu,por oxidag@o com meta-pe-
riodato de sédio, acetaldeido e formzldeido. Considerando €stes pro-
dutos da oxidagdo concluiu-se que a substancia era o l-zmino-2-pro-
panol cuja estrutura foi, entio, confirmada por sintese. Im primei—
ro lugar, obteve-se Acido-D-latico da resoluglio, com morfiina, de -
cldo-DL-14tico. Entdo, & partir do dcido D-1ldtico (XIX) foi prepara-
o a g




Ento, a partir do dcido D-ldtico (XIX) foi prepsrado lzctato de
etila (XX)« O lactato de etila foi convertido em lactamida (XXI), e
esta, ent&o, reduzida com borohidreto de alumfnio e 1{tio a l-amino-
2-propznol (XVIII)., A benzoilzgio déste produto deu um dibenzoato(XXII)
idéntico ao preparado a partir do nidrolisado da vitamina Bjo.

C"OOI‘/ C OO .CyHy ?O-NH; C,:HLNHJ. ('QH,,NH-CO CHs
H-C-0H *H,f'OH H-C-0M H-C-OH H-E-0-CO CyHs

! CH ¢H &, EH

CH; 3 3 3
(x1x) (Xx) (Xx1) x vi) (Xxu)

Tembém foi obtido um J-fosfato de l-cmino-2-propanol, pelo ague-
cimento de uma mistura de l-azmino-Zpropanol e Acido pirofosférico.

J concecimento da natureza das diferentes fragles descritus aci-
ma, conduziu & formulagdo de uma estrutura purcial pare a vitamina Bjoe
Faltaeva, noentanto, 0 nlcleo paliciclico gue encerra o cobzlto e que
corresponde a mais da metade da molécula.

d) 0 anel tetrapirrdlico.

A zmonis fol logo reconnecida por todos 08 pesquisadores ¢ue es—
tuduram a degradag”o aidroliticu da vitamina Lys. Feita a determi-
negso quantitativa da amonis liberads por aidrdlise, foi encontrado
um velor médio que correspondia a seis moles de amonia para cada mol
de vitemina Bj2. 4 se.uir, foi examincdo o ceridter poliamfdico dz vi-
tamina Bjz. Ume nidrdlise com fdcido c:oridrico concentrsdo 65 °C por
5 minutos, produziu fosfato de o-ribazol e cobinamidz (Vi) como os
principais produtos. Submetendo a cobinzmida 2 uma aniirdlise m-is
prolongada foram obtidos 4cidos mono-, di- e iricu.rboxilicos com a
liberagdo das corresponuentes .ucntidudes amonia. Taumbém for.m ob-
tidos &cidos curboxilicos contendo a fragdo nucleotidica, senuo pos-
sivel converte-los em vitamina Bjp. Isto fol efetuudo pela rcujdo..
dos Acidos com eiil-cloroformszto e wrietil: mina, que produziu um zni-
drido, o gqual se féz reacir com zmoniz. Ficouw, assim, demonstrado o
cariter poliamidico da vitemina Bjg.

Procedeu-se, entio, & uma oxidag¢io do complexo de cobalto gue res—
ta da nidrdlise da vitamina B)pe. Ista oxidugzo foi realizada com per-
menganato de potdssio em meio wlcalino a 50°C, e produziu um: mistu-
ra de oito Acidos que Ior:m sep«ra=dius em forma cristalina. Somente
quatro déstes &cidos forum identific:dos. Zcidos oxdlico, succinico,
metil-succinico e dimetil-suceinico. Por vutro Lzdo, a ifusfo wlcali-
na da vitemina B]o deu um destiizdo que mostrou re.gdes dos compos-—
tos pirrélicos. A oxidagdo de um aidrolisado da vitaunina, com croma-
to de sddio em Acido acético, produziu duas succinimidas substitui-
des que forem identific:das por estudos estruturzis e sintéticos, co-
mo o lactona do &cido 3,3-dimetil-2,5-dioxo-4-hidréxipirrolidim-4-
propidnico (7XIII) e &cido bLL:3,3-dimetil-2,5-dioxopirrolidin-4-pro-
pidcico (¥XIV). Cuando e vitemina 10i oxidada diretimcnte, em solu-
¢Zo de 4cido acético com cromuto de sédio, foi obtida uma terceira
succinimida em estado cristalino , ue Yol identificada como a 3,3~
dime$il-2,5-dioxopirrolidin—-4-propionamida (4XV)—-:

0
(l-l/
SN
CH
?H’ ? ) : CH GH, ;
CH}~C,Z————~ C—nuCH, CHC CH-CHGH; COOH CH; € ———CH-CH,CHLONH,
0=C C=0 0=C c=0 0=C cz0

e Ny N
H H H

(xxm) (XX|V) (XxVv)



Estas trés estruturas constituiram a principal evidéncia orga-
nica para a estrutura pirrdlica do complexo cobdltico.

Finslmente, os estudos por difragdZo de raios X contribufram de
modo decisivo psra o conhecimento dos detalhes do macro-anel em tor—
nc do cobalto e da estereoquimica da molécula total( 1,6 ).

As formas coenzimdticas dos corrindides.

As formas coenzimdticas curacterizam-se por ndo contercm dgua
ou anions ligados ao cobalto, mas possuem, em seu lugar, O grupo
5'-deoxiadenosil. A8 evidencias gue levaram ao reconhecimento dées-
te grupo sio apreseatadus no capitulo referente &8s propriedades das
cobamidase.

A estrutura completa da coenzima da vitamina B12 foi elucidada
por anilise por difru¢Zo de raios X e, entdo, coniirmada por sin-
tese parcial (8). Como se vé na figura (XXVI), o nucleosideo esti
ligado ao 4tomo central de cobalto através do carbono 5’ por uma
ligagZo covalente que pode ter um caréter parcialmente idnico. A
adenina do nuclcosideo situa-se num plano, aproximadamente, para-
lelo ao anel planar "corrin", enquanto que a fragdo de ribose esti
num plano que forma um éngulo reto com o anel (9).

Tanto a coenzima como a vitamina B)p contém cobalto trivalente,
o que foi demonstrado por difragdo de raios X, comportamecnto ele-
troforético e suscetibilidcde magnética sendo a coenzimz diamagné-
tica. v 4tomo de cobalto participa da ressonancia do sistema de a-

NH, néis e esti ligado tfo fortemente
N4&miN> gque ndc pode ser removido sem a
KN/ N0 destruigZo da molécula (8,9). Um

dos fatos mais notdrios nas for-
hoccion & LN mas coenzimdticas é a ligagdo co-
‘ i< CH,CONH, bulto-carbono, caracteristica dos

-gt@meN% compostos drgano-metilicos.

Cuanto & nomenclaetura da coenzima
derivada da vitamina Bj;o, esta po-
de ser chamada de Co-5’-deoniadenos
sil-cobalamina (XXVI) e, abrevia-
demente, 5’_deoxizdenosil-Bj) ou
coenzima-Bjo (8).

';HOCOH{H‘

GHa

Clich; . < DT

6‘\{/p’o N CH
\ 3

) \% OH/  (xxw)
W0-d~-0



3 - Isolumento e distribuicfo.

As cobamidas sdo produzides em cuantidades relativamente grandes
por certos microrganismos, sendo que é neste poder de sintese que se
baseia, atualmente, a produgso industrial de cobumidas. Como @lguns
exemplos de microrganismos que sdo étimos produtores de cobamidas po-
demos citar: Propionibacterium shermanii, Propionibacterium pentosa-
ceun, Propionibucterium arabinosum, Clostridium tetanomorpuum, Bez-
cillus megaterium, e ul,uns microrsenismos gque produzem tumbém znti-
bibdticos, como o Streptomyces .riseus, Streptomyces aurecofcsciens e
Streptomyces fradize (3,4,9)

A cor vermelna dzs cobamidas é de prande vezlor para seguir a sua
extragdo e a posterior purificagdo cromuatogriiica. Quanto aos proces~
sos de dosecamento da vitamina B]2 e de seus anilogos, tém sido des-
critos métodos colorimétricos, espectrofotométricos, gquimicos, por di-
luig@o de isbétopos e microbdoldgicos. Os métodos colorimétricos e qui-
micos 88 se prestam para amostras bastante puras de vitamina Bjp ou
seus andlo_os. Vs métodos microbioldzicos niio apresentum éste incon-
veniente ¢ 830, atualmente, 08 mais utilizados. Baseiam-se no fato
de que certos microrganismos crescem muito pouco ou néo crescem na
auséncia de vitamina Bjo. Quando o microrganismo responde, tumbém,a
alguns zndloso0s, pode ser empregada a cromatografia em papel para
demonstrar a presenca ou auséncia de tais andlogos. Intre os micror-
gunismos muis utdlizados para €stes enszios estdo: o Lactobzcillus
lactis, Lectobicillus leichmanii ATTC 4797, e Eschericnia coli 113-3 (1).

O primeiro isolzmento de uma cobumida na forma de coenzima, foi
realizado por Barker et al. que isolaram 5'-deoxizdenosil-adenil-
cobamida a partir de extratos de C. tctanomorzhum (10)e. A seguir, fo-
ram isoladas a 5'-deoxiadenosil-benzimidazolil-cobamida e a 5’ -deoxi-
adenosil-Blo a partir de extratos de P. shermanii (11). Esta dltima
tumbém foi isolada de figedo (12). Os processos de isolamento baseium-~
se nus se.uintes propriedades déstes compostos: sdo prontamente ex-
trafdos de extratos bucterianos-com etanol a 80jk; em solugdes neutras
ou alcalinas é€les anlo tém curga livre e ndo sio retidos por resinus
catidnicas ou anidnicas; podem ser extruidos por renol a purtir de
solugdes aquosas neutras e reextraidas do fenol em dsua pelau auigo
de &ter ou acetonz; em solugZo com pii abaixo de 5, as coenzimas tém
uma leve carga positiva e s3o retidis por resina catidnica, Dowex-50,
podendo ser, subsecuentemente, eluidas com tampdes de pH elevado. O
quadro I di um resumo dus etapes do isolamento da 5°'-deoxizdenosil-
B),, em estado cristalino, a partir de extratos de_P. snermznii (7511) .

Quadro I (Purificag¢Zo da coenzima-Bj]2)
Katerial inicial= 4 kg de células de P. shermanii.

_Efapus Frac&o Volume(ml) ?iczggﬁgi;: % rendimento
L1 804 etanol 3000 aprox.530 100
2 _epois de Dowex 50 Na 3450 a2prox.H 30 100
3 Depois de Dowex 2 OH 3940 520 98
4 Txtrato fendlico 269 440 83
5 Dowex 50, pH 3 840 415 78
L6 Extrato fendlico de 5 69 358 70
~__7 Coenzima cristalina . 321 61




Quadro III - Alguns endlogos da vitamina Bjo.

home comum

Nome sistemitico

Base do nucleotideo

Jdeorréncia

Pseudovitamina Bjo | adenil-cobemida adenina P._shermanii
- P.arabinosum
Co.tetanomorphum
aAmostyrus de ri-
men.
Pator A 2-metil-adenil- | 2-metil-adenina Conteldo de
cobumida. intestino de
bezerro.
Anzerdbios.
Fezes de porxrco
’ e de bezerroe.
Material de
esgotoe.
Pator C guanil-cobamida | guanina Nocardia rugosa
Fator P 2-metil-tio-ade~ 2-metil-tio- laterial de
nil-cobamida adenina €8g0t0.
Pator G hipoxantil-~ co- | hipoxantina Fezes de porco.
bamida
Pator H 2-metil-hipoxan-| 2-metil-hipo- “
til-cobamida xantina
Pator I 5-hidréxi-benzi- Material de
midazolil-cobar | 5-hidréxi-ben- esgoto.
mida zimidazol
benzimidazolil~ | benzimidazol Propionibze-
cobamida teria.
haterial de
es %6 t0e.
"cobinamida" Bropionibac-
teria.
Streptomyces.

haterial de
esgoto.




A determinag¢do da atividude destas coenzimas pode ser efetuada
valendo-se de uma enzima, a glutamato-mutase, que depende de 5°'-de-
oxindenosil-cobamidas. A glutumato- mutase, gque fol evidenciada enm
extratos livres de células de C. tctanomorpnum, transforma o dcido
glutamico em dcido § -metil-usplirtico. A agdo conjunta dessa mutuse
¢ de metil-aspartase leva & produgiZo de Zcido mesacdnico, cuja for-
mag80 pode ser medida pelo aumento de absorgio em 240 mp, possibili-
tandoy assim, determinar a atividade ds coenzima, cuando h& excesso
de enzima (10,11).

0 cuadro II di uma idéia da quantidade de coenzima Bjo gue exis-
te no figado e em algumas bactérias que sdo excelentes produtoras
da coenzima (7))

Guadro II
Tecido n moles/kg de péso Gmido
F{gado humezno 0,135
. ?{gado de carneiro 0,128
Figudo de coeluo 0,06
C._tetanomorphum 21
P._esrabinosum ‘ 10
P._saermanii 130

A coenzima Bjp também foi encontrada em organismos fixudores de
nitrogénio, tzis como, zlgumas espécies de Rhizobium, Azotobzcter
vinelandii, Clostridium pasteurianum, e em néaulos das ruizes das
leguminosas (13). 4s células de algsumas espécies de Rhizobium e de
nédulos de leguminosas contém guantidades aprecidveis da enzima me-
til-mzlonil-coenzima A-mutase a qual depende da coenzima citadae.

Tém sido encontrados, também, muitos andlogos da vitamina Bj2,
diferindo desta pela base do nucleotideo cgue faz parte da molécula.
0 quadro III mostra alguns déstes anilogos, juntamente com as fon-
tes donde foram isolados (3,5). Estes compostos encontram-se sob a
forma de coenzima nestas fontes naturais.

Muitos andlogos da vitemina B2 podem ser obtidos adicionundé-se
a8 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 base apropriada a culturas de
bactérias exigentes de vitamina B;,, como & o caso da E. coli 113-3;
b)ejuntar Estes compostos a culturas de microrganismos que sinteti-
gam quentidades metabblicas de vitemina B12, como certas cepas nati-
vas de E. coli; ¢) ajuntar, somente, a base apropriada em excesso a
culturas de microrganismos que sintetizam quesntidades elevadas de co-
bamidas, tais como Streptomyces sp., P. arabinosum, P. pentosaceum e
outros. Esta filtima possibilidade é a melhor, uma vez que da os maiores
rendimentos (5).




4 - Propriedades fisices e qufmicas. ,

0 estudo quimico das cobamidus vem desenvolvendo-se, grandemente,
nos dltimos anos (8,14). As propriedades, que estio descritas abaixo,
ado, em geral, as que interessam mals de perto a compreensio do«que Ee
coniece a respeito da biossintese e degradagcdo das cobumidas, bem como
da sua agio como coenzimas, /

a) Caracteristicas espectrais.

0 espectro da 5°-deoxiadenosil—B12 mostra um pico em 260 mp, devi-
do & presengao de 5'-deoxiadenosina, e um pico alargado na regido vi-
s{vel com um méximo de absor¢gao a cérca de 520 mp. A vitamina Bjo apre-
senta 0 méximo de absorgd@o em 361 mp, onde o espectro da coenzima Byo
apresenta um"plateau".
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A pH neutro existem significantes diferengas entre o espectro das

cobamidas contendo benzimidazol e o das que possuem uma purina na por-
¢80 nucleotidica. A8 cobamidas com purina apresentam na regido visivel
ua miximo de absorgio em 460 mp enguanto gue as com benzimidazol mos—
trem, na regifo visivel, um miximo de absorgdo em 520 mup. Em solugdes
fcides (pH 2), o espectro da coenzima-B;, é semelhante ao da coenzima
de adenil-cobamida, apresentando ambos um pico em 460mp (7,9).

b) Reducgo,
A redug@o, em etapas, da cianocobalamina por hidrogenagso cataliti-

ca ou com acetato cromoso a pH 5, produz Bjoy que é uma forma reduzida
da hidroxi(ou aguo)cobalezmina e gue contém cobalto divalente. Este pro-
duto possui uma cOr marron-alaranjada. A redugZo com acetato cromoso a
PH 9,5, com pé de-zinco ou com borohidreto de sbdio troca a cor vermelha
da cianocobalamina para marron-alaranjado ey finalmente, a verde-cinza.
Bste produto verde-cinza foil chamado de Bjog e contém cobalto monovalen-
te. A Byog decompde a Ssua, lentamente, dando hidrogénio e Bior. Ambos
P8.produtos de redugéo Bjor e B)og sZo, rapidameate, oxidados pelo ar
produzindo hidroxi-cobalaminae A Bjog & capag de reagir com icdeto de
2etila dendo metil-cobalemina(metil-Bj2) (14).

o) Sintese da ligacdo cobalto-carbono.

A Bjpg reage, rapidamente, em temperatura ambiente, com halctos de
@lquils, tosfatos de zlquila, sulfatos de alquila ou com éateres do &-
Sggoop-tg;u n-sulfdnico, havendo a ligagiio direta dos grupos alguila
ol ;o alto. A alguilagzo da B)og com 2’,3%~isopropilideno-5’-tosil—
dug &3 na, seguida ?a TEemogsLo nxdro;itica do grupo isopropilideno, con-

produgao de 5'~deoxiadenosil-Bjoe




Esty dltima propriedade tem possibilitado a obtengido de diversos
&nélogos da 5° ~deoxiadenostl~B, 5 quhndo se fagz a substituigdc do
grupo 5'- deoxiadenosil por outroe 5'-deoxinucleosideos (14).

d) Efeito da luz sGbre &s cobamidsse
A 5’-deoxindenosil-B;o e seus andlogos, s8ob a acdo da luz, sofrem
fotéiise e foto-redugio dando complexos cobaltosos (9). A fotdlise da
5°'~-deoxiadenosil - 512, nza presencga de oxigenio, resulta na formagZo de
pidréxi~cobalamina, adenosina-5’-aldeido e 8,5'-ciclo-adenosina.
N%

Y A )’/K”

H’ N -
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Adenosina-5"-aldefdo 8,5%~ciclo-adenosina

HE, portanto, uma fissdo da lig«gdo cobulto-carbono e uma oxidagEo
da Bjon formada, a hidréxi-cobalaminu. Na auséncia de oxigénio a agdo
da luz produz Bjor ey principalmente, 8,5’~ciclo-zdenosina. A cizno-
cobalamina, sob a ag&o da luz, sofre uma foto-aguagao dando um comple-
X0 aquo-cobultico (9,14,15,16).

e) Hidrdlice fcida da 5'—deoxiaden081l—319.

A hidr8lise 4cida ( HCL 1IN por 20 mim & LCO°C ) da 5’-deoxiudenosid-
By, resulta na clivagem do nucleosideo da coenzima e, também, anidroli-
sa & ligagfo sdenina-sglcar. O aglcar obtido foi identificzdo como sen-
do o D-eritro-2, 3-dihidroxi—A—penten&l. pelos achados descritos abaixo.

1) A redugio do aglcar seguida de tratumento por periodato conduz
a 2 moles de formiato e 1 mol de propionaldeido:

CHO CHO

H-E-0H 1f-C- O+ )

Hb-od — My mC-oM N0y s AHCOOH — +  CHO-CHoCHy
i PLO, En,

&Hg CHs

2) . 4 hidroxilagdo do agiczr com tetrdxado de §smio produz D-ribo-
se e L-lixose:

CHO CHO CHO
H- C OH H- é on r#c o
H-t- 0K o0y HE-OH * ”00”
cH HCOH HOc
CHZ CH 0” éH;'OH
3) 4 ozon8lise seguida por redugio com boro.iircto de sddio produz
eritritol:
CHO H%ng CH, OH
H-C - OH ¢ EH,- OH
HE- OH s SR L (—Hz 0H
th LHD Hy-OH
CH, HCHO

4) A redugo da fungTo carbonilu sesuida por ozondlise produz L-eri-
trose e formaldeido:

CHO CH,0H CH,OH

) ' [}
H-C-OH  NuBH,  HC-OH &5 HC-OH + HCHO
H- C OH e H'(‘,-OH I-}“C"OH

CH %” : cHO



4 nidrélise da coenzims da adenil~cobumida, felita nag me
éic3es, libera ndo gg adenina e o aglcar insaturado copmo tembém o
sucloot{deo de adening, =8te fato permite diatinguiy, fécilmente, as

£) Agdo_do cianeto.,
J tratumento dg 5’-deoxiadanosil»312 Com cianetog alcalinos resul -

&s ¢ sdenina. O ciuneto ataca g ligagdo ¢obulto-curpong da coenzipg

itberundo o nucleos{deo que §, eatdo, r&pidamente. ¢livado papy Pro-
tupds cdening livre e g cianidring ga D-eritro-p, ~d1.idrdxi-plpen

‘temal (7,9,14),



5 -« A biossintese dus cobamidaam.

a) IFormacao do anel “corrin®”.

As investigagles sdbre a bioesintese da vitamina Bj, tém demons-
trado que 08 precursores do anel “corrin® sio oe mesmos das porfiri-
nas (18).

A primeira etapa ns biossintese das porfirinas & a condensacdo de
glicina com succinil-coenzima A, resultando na formagZo de 4cido ¢
eminolevuiinico (19). A enzima que catalisa esta reagio depende de
tosfato de piridoxal e foi chamada de &cido § —aminolevulinico-sinte-~
tase (20,21). A glicina seria, inicialmente, ativada pelo fosfato de
piridoxal, seguindo-se, entéo, a condensagdo com a succinil-coenzima
A e a liberagdo de coenzima A e CU2 (21) :

H‘C:O
Ho CH,0-PO,H, enzima >
H-coon  * gy *
N, !
glicina ~fosfato de piridoxal

——> lenzima-glicina-fosfato de piridoxal) --2uceinil-coenzima 4,
~ 0
HOOCHE-HE -G -5 -CoA o

HG oo HOOC-H,C-HC-&- CH,-NH, + HSGoA +COp
— | W —
Hoj/jcnzo.?vjrlz
CH,\

dcido O —eminolevulinico

N A

Apbs a formagZo do 4cido -aminolevulfinico, duas moléculas déste
se condensam pzra formar porfobilinogénio gue & o primeiro pirrol
precursor na biossintese das portfirinas (20,21) :

coon
COOH coon i,
COOH CH, O
C'H‘ 9’-),_ 2H,0 C“—,C
CHe-oree> G20 b > 0]
s 7
£=0 CH, dcidos-uminolevulinase NG
e G
H,N NH,
4cido § —cminolevulinico porfobilinogénio

Shemin et al. (22,23) demonstraram, através de estudos com glici-
na, 4cido §-aminolevulinico e portobilinogénio marcados com carbono
14, que éstes compostos sio incorporados na molécula de vitamina By
por culturas de microrganismos sintetizantes desta vitamina. Os re-
efduos pirrblices do anel “corrin" sZo sintetizados, portanto, da mes-
ma maneira gue os resiuuos pirrélicos das porfirinas.

Os compostos com o znel “corrin", bem como a uroporiirina III, re-
sultom da condensagdo de quatro moléculass de porfobilinogenio. Estas
unidedes de porfobiliuogénio ligem-ce através do carbono proveniente
G2 slicina e que estava, inicialmente, aminado. B4, aessiw, neste pro-
cesso, a intervengdo de uma desaminase e, ainda, de uma isomeruse es-
pecifica gue duria a disposigZo correta & estrutura para yue se for-
mem o3 compostos citados (21,24,25).



A incorporzgdo do ftomo de cobzlto nas cobamidas é possivel que
ocorra auma forma de cadela aberta e favorega o fechamento do macro-
ciclo 1isando os guéis A e Di uma vez qué o gnel “corrin" zinda ndo
foi encontrado livre de cobalto. Fol sugerida, tembém, a intervengdo
de uma enzima especifica, a cobzlto-porfirina-sintetase, que cutali-
saria a incorporzgZo de cobalto em pigmentos tetrapirrdlicos (26).

tuanto aos srupos metila situedos wo redor do enel tetrap} rblico
das cobamidas, demoastrou-se, usando metioninz marcada com C no gru-
po metila, cue seis aos oito grupos derivum da metila da metionina.

Um dos dois grupos metila ligados 2o carbono 12 (znel C) provém da
descerboxilagio de um residuo de &cido acético e parece provivel que
a metila ligeda ao carbono 1 (anel A) provenha do carbono d do &cido

§ ~eminolevulinico (18,27). Us estdgios em que ocorrem as metilagdes

e a descarboxilagao do residuo de dcido acético no anel C ndo sdo co-
nhecidose.

b) Formacdo de cobinamida.

As etapas biossintéticas consideradas mnteriormentg, conduzem &0
&cido cobirinico (férmula IIl). Este composto, sofrendo completa ami-
dagdo e ligendo-se a0 l-amino-2-propznol, produz cobinamida (férmulaVI)
que pode ser conmsiierada o intermedidrio central na biossintese das
cobamidaso

Tem sido isolados de diferentes microrganismos, tais como mutantes
de N. ruzosa e culturas muito jovens de P. shermanii, diversos inter-
medifrios da passagem de dcido cobirinico a cobinemida. Wwagner (14),
levando em comsideragao éstes diversos achados, propos duas vias pro-
vaveis pzra a formagZo de cobinamida. Uma das vias seria a seguintes
um grupo carboxflico do Acido cobirinico trznsiorma-se em smida den-
do #cido cobirinico monozmida, hi entZo a incorporagfo de l-amino~-2-
propenol produzindo-se &cido cobfnico-monoamida(férmula V), o qual
sofre cinco cmidegles sucessives dando cobinemida. A outra via seria
a hexa-amidacZo do Acido cobirinico dando &cido cobirico(férmula 1V),
e €ste, ligondo-se zo0 l-amino-2-propcnol daria cobinemide. Entretentoy
o 4cido cobirinico em gualquer grau de amidag#® , poderizs sofrer a in-
corporagZo do reeiduo de l-amino-2-propanol dando &cido cobinico conm
um ou mais grupos cerboxilicos na forma de amida, o0 cual, entdo, segui-.
riz a prirceira via.

0 grupo l-smino-2-propanol, que faz a ligacgZo entre a cobinamnida e
a por¢gio nucledtidica das cooamidas, provavelmente, se origina da L-
tigonina por descarboxilagio. Na preseiga de L-treonina marcada com
N 0 _Streptomyces sriseus concentra N ro residuo de l-amino-2-pro-
panol (28).

¢) Incorporacio da fracido nucleotidica.

Uma mutante de E. coli (113-3), exigente de vitanina Bjo, biossin-
tetiza esta vitamina e partir de cobinamida e 5,6-dimetil-benzimidazol,
sendo gue resultados semelhentes foram obtidos com cepas selvagens de
E., coli, P. shermanii e S. griseus (5).

Posteriormcente, forzm isolados, de culturas de Hocardlia rugosa, 08
compostos cobinamida-~fosfuto(cobinumida-?P e cobiacmida-;ucnosina=di-
fosfato(cobinanida-PI'G) que poderiazm ser proviveis intermedifrios na
biossintese de cobamidas (29,30). As evidencias que levaram a consi-
derar 6stes compostos cmme intermedifrios foram zs seguintes: a cobi-
namida~P e a cobinumida-GDP aparecem durante os c¢stigios iniciais da
produgio de vitaminaz Blp por N. rugosa; “éstes dois compostos acumu-
lem-se numa mutente de Ne rugosa na qual a biossintese du vitamina Bjp
estd bloqueada; e uma mutante de No ru;,08a, na qual es8td blogueada a
biossintcse de cobinamida-P, converte éste composto e cobinamida-GDP
em vitumina. Bjge -




ademais, oxperimentos na presenga de 5;6-dimetil-benzimidazol. ., l-d-D-
ribofuranosil-s,G—dimetil—benzimidazol(«»ribazol)e rivose marcados, lc-
varan a conclusdo de que, na via provivel neste microrgeniemo, 0 ¢ -ri-
pagol seria incorporado como tal, e da seguinte maneira(29,30,31):

cobinamida + ATP ~> cobinamida-P + ADP
cobinsvida~P+ GTP cobinamida-PPG + PP1
cobinamida-PPG + ¢~ribagol ——————— ' cobumida + GMP

v

Por outro lado, exbratos livres de células de P. shermanii, quando
em presenga dos precursores 5,6-dimetil-vbenzimidazol, «-rivuzol e x-
ribazol-3'~fosfato, convertem em vitamina B;o, aproximzdamente, na mes-
ma proporgéo, os seguintes compostos: cobinamida,cobinumida-P, cobina-
aida-PFG, cobinamida-rFA(cobinemida-:denosina-diiesfato) e cobinemida-
fosforibose (14),; Levando-se em conta o fatc de que a cobinamida-fosfo-
ribose, juntamente com 5,6~dimetil-benzimidazol(s,6-UiBI), pode ser
utilizada por L. coli 113-3 e P. sinermmanii pura a bilossintese da vita-
mina B]2, fol sugerida uma outra via que seria a seguintes
cobinamidg-P -——————3 cobinamida~-fosforivose-1'-fosfato L L >
e vyitamina Blz + Pi.

nuento & formagZo de x-ribazol, Friedman e Harris(32,33) conseguiram
evidenciar uma enzima, em P, sheymunii, gue catalisa uma reajaoe eantre
5,6-dimetil-benzimidazol(5,0-0:3I) e &cido nicotinico-mononucleotideo
(p—NaMN*) para formar «-ribazol-5°~fosfato, o cual & logo desiosfori-
ledo pela acfo de uma fosfatase cndfgena:

5,6-DiBI + p-Neind* > A—ribazol-5"~fosfato + aicotinato
+H
-ribazol-5’-fosfuto 0 > «-ribazol +Pi.

Finulmente, o guadro IV mostra o crescimento de F. coli 113-3 em
presenca dos supostos intermedifrios(14).

Quadro IV ( A atividade méxima é indicada por 100)

Composto testado Tempo de incubagfo
10h 15k 241

ciznocobalamins 100 100 1co
cobinamida 72 82 o8
cobinamida-P 87 95 101
cobinamida~PPG 38 42 76
cobinzmida-PPA 38 43 T4
cobinumida-fosforibose 43 61 36

Os dudos obtidos com o5 microrgnisinos citados zcima, permitem di~
zer que a cobinamida-? e.0 o-ribazol sZo intermedidrios na biosaintese
da vitamina Byp. 4 cobinamidu-PPG twnbém poueria ser um intermedidrio,
Gomo indicem u8 experiéncias com N. rusosae.

Ainda nZo existem duzdos concretos a rcspeito da origem da fragZo
benzimidazblice.



d) Eiossintese da 5°-deoxiudenosil-Bjo(coenzima—B]2) .

Foi demonstrada em sistemus livres de células de P. sheymsnii e C.
tetanomorprum, a conversdo enzimitica de cienocobalamina ou hidréxi-
cobalumina para 5°-deoxiadenosil-cobalamina (34,35). O sistema enzi-
mitico requer ATP, NADH, uma flavina reduzida, glutdtion reduzido ou
mercaptoetanol, sendo os ions lin"e K'ativadores do sistema. O glutition
pode ser substituido peclo mercaptoetanol e virias flavinas agem t3o
bem guznto a Fiil, por exemplos Contudo, outros nucleotideos-trifoasfa-
to ndo substituem a ademosina-trifosfato. Sabe-se cue o ATP funciona
ne biossintese da coenzima 220 como o faz habituslmente, isto é como
um composto com 2lto potencizl de energia, mes sim como wa doador do
grupo 5°'-deoxiadenosil (36,37). 14

Lstudos teitos com AYF marcado com C™' indicam gue, para cada equi-
valente de coenzima roxmado, 830 incorporados um equivaleante de adeni-
na e um equivalente de ribose. A zdenina e a ribose livres nio sdo in-
corporedas na coenzima e um fato notével é o clivaogem (nica do ATP re-
sultando na liberagao de tripolifosfate inopgdnico(37,38). Estudos sd-
bre & liberagzo de cianeto da cianocobaiemina e das mudancas espectrais
durznte a sintese da coenzima indicaram ndo haver necessidude de uma
forma reduzida dea vitamina Bj, como intermedidrio obrigatério na sfn-
tese em si. 4 Byoy pode servir como substrato mus permanece a exigés-
cia pelos agentes redutores citados acima (39). Os agentes redutores
forneceriam, assim, um par de elétrons adicional ao cobalto possibili-
tando a formagZo da ponte cobalto-carbono da coenzima.

Considerando éstes diversos dados pode-se formular uma reagZo simples
na qual o cianeto da cianocobzlamina é substitufdo pclo radical 5%-de-
oxiadenosil:

?N 5)-deoxiadenosil

+ - | -

[Co + arp 2e > JcCo + G + PPPi
‘; ) R-SH U‘“

Entretanto, tém sido indicados outros mecanismos para e bicssintese
de 5°’-deoxivdenosil-3B;p. ilum sistems cnzimitico de C. tetznomorphum foi
evidenciado um mecenisxno em etapzs no qual a bjog é o reusente com o
ATP, tendo sido purificada 300 vézes a enzima cupaz de adenosilar a
3123 (40941) H

hidréxi-cobalamina > Biop Byos

Biog + ATP - 5" -deoxizdenosil-By, + PPPi

Ent*

O NADH e o FADH, serviriam como agentes redutores, mas o £cido 1lipd-
ico reduzido foi indicado como wa redutor mais eficiente.

A ferredoxina reduzida pode, tzmbém, converter a ciznocobalamina em
Bjop €, a seguir, em Biog. O Gltimo composto oxida-se, rupidemente, &
forma meis estivel Bjor, a nio ser em condigles estritamente anzerbbi-
cas. Contudo, & extremz rapidez com gue os agentes clculilzntes reagem
com & Bjog torna possivel detectar a formagdo transitéria de uma coba-
mide reduzide por dois elétrons. A reducio da ciznocobazlamina por fer-
redoxina reduzida representa outra via pura a redugdo de cobamidas por
compostos nzaturuis. E a cobalamina reduzidwz poderic produzir 5°’-deoxi-
adenoeil-~Bjo em presenga de ATP e da adenosil-sintctase de C. tetano-

morphum (42):



44+ ferredoxina ++ -
CH'BlZ(Co ) reduzida BlZI’(CO ) — BlZB(CO'r)
CH3-I + + '
dod — > 5'-deoxiadenosil-B,,

metil-B1o < B12s adenosil-cintetase

As flavinas reduzidas tém sido consideradas os redutores bioldgi-
06 naturais na biossintese da 5’-deoxiadenosil«Blg. Parece, 850ra,
ue tanto as flavinas reduzidas como a ferredoxina reduzida séo ca-
m;es de reduzir, ndo enzimiticemente, derivados de cobamidas. E, &
,rovavel que muitos compostos naturais possam levar a efeito a redu-
.30 de cobamiidas "in vitro". Ndo foi demonstrado, ainda, um sistema
azimdtico que catalise, especificumente, a redugio de cobamidas(42).

0s corrindides reduzidos com dois elétrons sdao, portunto, oS subs-
.ratos ativos para a biossintese dus formas coenzimiticas, uma vez que
o8sibilitam uma substitui¢do eletrofilica e a consequente formagdo
la ligacdo cobalto-carbono das coenzimas.

Presume-se que. a introdugdo do grupo 5°-deoxizdenosil ocorra, pro-
avelmente, nos estigios de &cido cobinico-monozmida ou de &cido cobi-
4nico-diamida (14).



6 - Degradacio microbiold,ica das cobamidas.

A grande importéncia dos estudos sébre a degradagdo microbiolbyica
reside, principalmente, na possibilidade da bbtcng&o de produtos de de-
gradag@o em quantidades suficientes para sua caracterizagdo e estudos
estruturais. Estes produtos serviriam, entdo, como compostos de refe-
réncia para os estudos metabllicos nos animais e no homem, onde as co-
bemidas estdo distribuidas, sOmente, em quantidades minimas.

As culturas de serobacter serogenes, guando crescidas em presenga de
cianocobalamina, convertem & vitamins em dois pigmentos amarelos que
forem chamados de I e II (43). Posteriormente, foram experimentados di-
versos microrganismos capazes de transiormar a cianocobalumina em ou=-
tros produtos. O microrganismo mais stivo foi a Pseudomonas rubescens
que converte a vitumina em produtos zmarelados ou marron-amarelados, em
condigdes anaerébicas e no escuro, sendo que a coOr vermelna da vitamine
pode ser restaurada por aeragio, Como se sabe, a vitamina By, pode ser,
quimicemente, reduzida a um produto marron a B)lor. Entretanto, os estudos
dos espectrais mostraram ser o produto diferente da B]2r preparada por
hidrogenagdo catalitica ou fotélise_éa coenzima-Bio (44). Fol utilizada,
também, vitamina Bjo marcada com co’! e feita a extragdo e o estudo ele-
troforético dos pigmentos obtidos. Foram separadas duas fragdes, A e B,
com propriedades semelhantes aos produtos I e II de Aerobacter zerogenes.
As fragles A e B sdo incapazes de promoverem o crescimento de Lactoba-
cillus leichmenii. Estes componentes foram, ainda, fracionados por cro-
matografia e as caracteristicas espectrais de cada fragdo diferem das
da vitamina Bjp, de seus anfilogos e derivados, sendo os pigmentos pro-
viveis produtos da degradagdo da vitamina Bjo (45,46). Os pigmentos a-
marclos ndo s3o convertidos em vitamina Bjp pelo cianeto, tém um espec-
tro semelanante ao da coenzima-Bj, mas difcrem desta guanto ao seu com-
portamento frente & luz. Contém um nucleotideo com dimetil-benzimidazol,
tendo sido sugerida uma alteracZo no ndcleo “"corrin® dos pigmentos (47).




7 - Reacles cnzimiticas dependentes de cobumidas.

Os estudos sobre o metabolismo do &cido glutamico por extratos
livres de células de C. tetanomorphum & que conduziram ao primeiro
isolamento de uma coenzima de cobamida. Esta coenzima, que foi iden-
tificada como a 5'-deoxiadenosil-adenil-cobamida, participa na trans-
formagdo de glutemato a f-metil-aspartato pela glutamato-mutase (10).
Desde entdo, rapidumente, tém aumentado os conhecimentos acérca das
fungles das cobamidas como coenzimas. Lntretanto, o mecanismo de ag&o
desias coenzimas &, ainda, imperfeitamente conhecido.

a) L-lietil-malonil.-coenzimai-mutase.

Esta enzima, que catalisa a transformacZo de metil-malonil-Co A
em succinil-Coa, tem sido estudada em bactérias, rim e figado, e tem
grande importancia no metabolismo do propionato (48).

A L-metil-malonil-CoA-mutase foi obtida, cm estado purificado, de
P, shermanii (49) e de figudo de carneiro (50). A enzima bacteriana e
a de figado apresentam diferencas. A holoenzima purificada de figado
de carneiro tem um péso molecular de, aproximadamente, 165000 e con-
tem 2 moles de 5'—deoxiadenosil—Bl2 por mol de enzimae. Enquantc a no-
loenzima é relativamente estivel, a apoenzima é muito instdvel e sen-
sfvel 2 ligagfo com reagentes sulfidrilicos, sendo que sua atividade
pode ser restaurada pela adigfo 5°-deoxiadenosil-Bjo (50). A enzima
bacteriana tem um pé€so molecular de 56000, ndo depende de grupos sul-
fidri{licos e a coenzima pode ser separada facilmente(49).

Na isomerizzg¢do de metil-malonil-CoA a succinil-CoA ocorre uma
transferéncia do grupo carbonil-tic-éster, simulténegmente com uma
transferéncia de E%drogénio. Quando se utiliza (2-C*")metil-malonil-
CoA obtem-se (3-C” )succinil-CoA.

COOH

H o . Eul
HOOC-C -ctl, CH,

!

C=0 (I::O

! 7~ )

S-CA S-CoA

metil-malonil-CoA succinil=CoA

Ista transferéncia é intramolecular, uma vez qgue experimentos u-
sando metil-malonil-Coi, duplamente marcada, mostram que o grau de
isétopos em cada molécula permanece constante durante a isomerizag@o(43).
Para explicar esia transferéncia foi proposto um mecanismo de radi-
cais livres e, de zcordo com éste mecanismo, a coenzima sofreria uma
reagdo reversivel de Sxido-redugdo (48) :

ceay coon
HG~CH, o> ¢ ‘ CH—CH,
?=O ?:O
S-CA S-CGA
metil-malonil-CecA coenzima succinil-CoA
C OO ?0&4
Hé-QH& N Cf'» H'< > &M “i”a
| z
C :O P ' O
! - §-GA

S-GA



As modificagGes na perte 5’-deoxiadenosil tém um pronunciado
efeito sdbre a atividade coenzimitica, enquanto que ag mudahgas na
parte nucleotidica ndo tém tanta influéncia, mas a 5°-deoxiadenosil-
cobinamida ndo tem atividade (48). '

b) Glutamatc-mutase.

A glutamato-mutase, gue foi evidenciada em extratos livres de cé-
lulas de C. tetanomorphum, efetua a transforma¢do de glutamato em
-metil-aspartato e depende de 5°-deoxiadenosil-cobamidas(51). Foram
evidenciadzs, também, neste sistema duas proteinas separiveis, cha-
madas componentes E e S, sendo os dois essenciais para a atividade da
?nzima. A coenzima encontra-se, fracamente, ligada ao componente E
51,52)
Estudos sdbre distribuicio de isdtopos nesta reagio estabeleceram
que hé um rearranjamento duplo envolvendo a transferéncia de um resi-
duo de glicina e de um hidrogénio (51) 3 -

TR,
HECTC-Coon | e
wiNHy 3 H-C - C~COoOH
H.&;{J — I f‘\/HL
= COOH COOH -
Zcido glutdmico écidofS—metil-aspértico

Foil eliminada, por experimentos com elementos radioztivos, a pos-
sibilidade da existéncia de amdnia livre, x-cetoglutarato, glicina,
4cido acrilico ou de um préton, como intermedidrios (51).

0 grupo 5’-deoxiadenosil é necessdrio para a atividade da coenzima
na reagao da glutemato-mutase. Sua substituigdo por outros ligantes
do cobalto, tzis como 5’-deoxiuridina, 2’,5'-dideoxiadenosil, 5’-de-
oxitimidil ou grupos alquila, conduzem & 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 conversio de 1l,2-etanodiol
a acetaldeido e de l,2-propanodiol a aldefdo propidnico, navendo uma
transferéncia intramolecular de nidrogenio (14,53)

i H. 20 oy He 20
H-C~OH__-aH,0. ‘%* H-C-OH .0 H\% "
/—/"C“OH H_g\}_/ H'Cl/‘OH ’

H L H =C=H H-q - H

-l H

A enzima depende de 5'-dcoxiadenosil-cobamidas, sendo a 5’-deoxia-
denosil-Bjo a mais ativa. A hidroxi-cobalamina, a cianocobalamina e a
metil-cobalamina sdo inativas ou inibidores competitivos (14).

Foram realizsdos estudos das reagles do complexo dioldenidrase-coeh-
zima—BLg com oxigénio, glicolaidefdo e glioxal. O complexo enzima-coenw
zima n@o apresenta fumgdo catalitics nestas reagdes, mas funciona co-
mo um reagente. Contudoy as propriedades das reagdes n@o cataliticas
sugerem- que mecanismos semelnantes podem estur envolvidos nas reagdes
cataliticas e ndo cataliticas. Quando o glicol-aldeido é adicionado @0
complexc enzima-coenzima este é inativado e o glicol-aldeido transfor-
medo em glioxal. O glicol-aldefdo, quando em solugdo, estd nidratado
e asgemelha-se, assim, a um diol. As reagOc¢s nio catalfvicas mostram
que o complexo enzima-coenzima pecde funcionar como um doador ou acep-
tor de elétrons, mas a coenzigs livre nao funciocne como tal. Sugeriu-
se, entdo, que a interagdo de apoenzima e coenzima resulta em modifi-
cagdes quimicas reversiveis na coenzima.



Esta ativag@o da coenzima pcla apoenzima intensificaria a labili-
dude da ligaguo cobzlto-curbono da coenzima aumentando a nabilida-
de desta para funcionur como agente oxidante ou redutgr (54).

As experiéncias com 1,2-propancdiol marcado com H” no carbono 1
levaram a conclusdo de que a conversio de propanodiol a propionalde-
{do ocorre em duas etap¢s. transferéncia de hidrogénio do carbono 1
para o carbono 5' da porg#o 5°-deoxiudenosil da coenzima-Bjo e desta
posig8o para o carbono 2 do produto (53).

d) Etanol-amina desrminase.

Una etanol-amina-desaminase de um Clostridium sp. fermentante de
etanol-amina requer 5'-deoxizdendsil-Bjo ou 5°'-deoxiadenosil-x-ben-—
zimidazolil-cobamida como coenzima. Esta enzima converte a etanol-
amina em amdnia e acetaluefdo:

CH;CHO

| +

HIN—CH,=CH,-OH s [VHL] L

A reac@o assemelha-se as cataliszdas pela dioldehidrase, sendo a

desaminase, também inibida pela nidroxicobalamina, cianocobalamina e
metil-cobalsmina (14).

e) Ribonucleotideo-redutasew

Extratos de. Lactobacillus leicnmanii, que convertem ribonucleoti-
deos em desoxirlbonucleotldeos, exigem 5°’-decoxiadenosil-Bjp como co-
enzima, juntamente com Acido dinidrolipdico (14).

O mecanismo desta reagdo poderia, também, ser semelhante ao da diol-
dehidrase.

£) Degradacdo da lisina.

Oz extratos livres de células de Clostridium sticklandii degradam
a lisina a butirato, acetato e amdnia. Exigem umu 5’-deoxiadenosil-
cobamida como coenzima, ndo se sabemdo, entretanto, em que etapa es-
pecifica ela atua (14).

-g) Biossintese da metionina.

S3o conhecidas duas vias para a biossintese da metionina a partir
de homocisteina. Uma delas né&o depende de vitamina By, e a outra sim.
A via que requer vitamina Bj;o requer, zinda, como cofatores: FAD re-
duzido, S-adenosil-metionina(Alie) e 5-metil-tetranidropteroil-mono ou
tri-glutamato(metil-THy) como doador de metila. Este sistema foi en-
contrado em E. coli PA-15, L. coli W, Aerobactcer aerogenes e em figa-
do de mamifero (56). -

gigstema rcdutor + Alie
proteina-cobamida

S-metil-tetrahidrofolato + homocisteina

’

—> metionina + tetrahidrofolato.

A 5-metil-tetrahidrofolato~nomocisteine-transmetiluse, que catali-
sa esta reag&o, contem um derivedo de vitamina Bj, como grupo prosté-
tico. A formagZo da noloenzima é catalisada por uma enzima de extratos
de E. coli, a partir da apoenzima e de 5'-deoxiadenosil-B12 na presen-
¢a de um piridino-nucleotiueo reduzido (57). Cuando se utiliza a cia-
nocobulamina, a nidroxicobalsmina ou & Blop, também é necessirio um
sistema redutor, mas com a metil-cobalamina nso (58).

Baseundo-se nestes dados foi imaginada ums via cfclica para expli-
car a biossintese da metionina (14):



metil-THy THy

_ 2e \ metil-B;
H0-E12 proteina Bj2s Alle 2
. . Alde
metionina homocisteina

h) Formacdo de metunoe.

A redug§2 de metil-cobalamina, com o grupo metil marcado com 014,
a metano C~ & catalisada por extratos livres de células de MNetano-
sarcina barkeri. Estes extratos catalisam, também, a formagio de me-
tamo a pertir de metanol, formaldeido e diéxido de carbono. A metil-
cobalamina deve ser, pois, um intermedidrio na biossintese de meta-
no, sendo o microrganismo citado bastznte rico em cobamidas(59).

A formagZo de metano & partir de metil-B; o tembém foi demonstrada
em Metanobacterium omeliznski, parecendo ser esta uma propriedade co-
mum &s metanobzctérias (14). :

i) FormacZo de acetato.

Os extratos livres de células de Clostridium termoaceticum cata-
lisam a formagdo de acetato a partir de didxido de cwrbono, piruvato
e metil=Bjo (60)e A metil-B;, serviria, assim, como une fonte de gru-
pos metila para a sintese de acetato (61).

08 extratos déste microrganismo também produzem acetato a partir
de cerboxi-metil-cobalamina, na presenga de NADP rcduzido (14).




Concluszoe.

As cobumidas sdo substancias de estrutura complexa e perticipam
de reaglcs enzimiticas de grande importdncia.

Existem, entretanto, muitos pontos obscuros com relagdfo a bios-
sfntese destas substdncias e sua degradagfo bioquimica é desconhe-
cida. O mecanismo de sgdo das cobamiaas, nas rcagdes cnzimiticas,
também é imperfeitemente conhecido.

0 desenvolvimento do estudo guimico das cobzmidas, possibilitan-
do um meloor conhecimento sébre sua reatividude quimica e sdbre a
sintese quimica de andlogos da coenzima-Bj, e de intermediirios de
seu metszbolismo, talvez venha a elucidar muitos déstes pontos. Os
estudos sobre a degradagdo microbioldgica das cobamidas podem, tam-—
bém, propiciar a obtengZo de produtos de degradagdo (ue serviriam
como compostos de referéncia para estudos metazbdlicos.

Outra possibilidaede é de que a cristalizag¢do e o estudo das en-
zimas que participam de etapas da biossintese das cobumidas, bem
como, das’ proteinas que se ligam 3s cobamidus, e serie o caso das
enzimas que contém a coenzima:B, ., contribuam para o esclarecimento
da biossintese e do mecanismo de agdo das cobamidas.
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