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INIRODUCRO

No metabolisme celular os processes bieldgicos e bioquimicos estdo asso-
cisdos 2 coenzimas especificas correspendentes a moléculas organicas complexas, Mui
tas vézes estas moléculas contém radicais quimicos que os animais sdo incapazes d e
éintetizar sendo necessario supri-los na dieta, T

No caso de individuos carentes de vitaminas do complexe B, o acréscimo
destas vitaminas a dieta determina correg3o do quadre caracteristice da caréncia.

As vitaminas do cemplexe B, nas quais esta incluido o acide pteroilgluti
mice (acido folico), sio exemplos désses radiqaig: quinmicos cemplexos, cuja coen-

zima sera objeto de nosso estude,

1 D D ?

Em 1931, Wills, (1) descreve e publica pela primeira vez um sindrome clf
nice observade em mulheres da India. A deenga estava associada a gestagiio e apre~
sentava quadro sangflinec semelhahte ae encentrado na anemia perniciesa, Alimentan=
do as pacientes ceom grandes deses de llarmite (extrate cencentrado de levedura au-
telizada), curava-se a anemia, _ |

. Wills e Stewart, (cf.ref. 1) indugziram, experimentalmente, em macacos, &g’
te sindrome clinico, alimentando-os com dietas idénticas as das mulheres de Bombaim,
Notaram que esta anemia em macacos (macrocitica tropical), também, podia ser curada
com o extrato de levedura e certos tipos de extratos de figade, Entratanto, ebser-
vgram que extratos de figado, eficazes na cura de anemia no homem, n3o tinham efej
to para es macaces eubmetidos a esta dietarexperimental. Estas ebservagdes eerviram
para distinguir o fator anemia anti-perniciosa do figado, do fator efetive para a
“anemia macrocitica grepical. ' v

Day e colaberadores deram o nome de "Vitamina M™ ae fagor essencial que
curava 0s macacos, Mais tarde, ebservaram ser este fator o “fater Lactebacillus ca-
sei" ou o acido pteroilglutimico, (2)

Stokstad e Manning (cf, ref, 1) observaram, em frangos sob dieta experi-
mental, resposta efetiva a up fator desconhecido de crescimento em levedura, Desig-
nergn de “fator U" esta substi@ncia que, anos depois, verificaram ser idéntica o
acido pteroilglutamice, |

Hogan e Parrott (cf. ref. 1) encontraram um fater, preseante no figade,
que prevenia a anemia macrocitica em frangos, a que deram & deneminagio de "Vitami-
na B, |

| Mitchell et al., (cf, ref. 1) obtiveram do espirafre uma substdncia de.
reagio 4cida, com as mesmas propriedades microbioldgicas, estimulante do cresci-
mento de Streptoecoccus faecalis R e Lactobasillus casel. A &sse fator deram o nome
de “4cido fdlico™, O nome acido folice, foi defendide sem entretantoe significar
térmo de uma substincia quimica especifica.

Os trabalhos apresentados desde entao, treuxeram para a literatura nume-
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reses nomes designando um mesmo principio ativo da vitamina, muite antes de isola-

Ei,;'.!i!

da e de sua estrutura ser determinada,
» A Tabela I, da um resumo histérice da nomenslatura de preparagdes eom pes
s{vel atividade bioldgica devida ao acido pterocilglutimico ou compostes relaciona-

(rizopterina) S.lactis R, inativo para L,ca-
sei,obtide a partir do predu-
to de fermentagdo de Rhizopus

niericans

des,
IABELA 1

Y+ Neme ! Descrigdo + Data '
' Fator Wills ., Extrato de levedura eficaz po 5 1931 .
: . tratamento de anemia macreci- .
' . tica tropical . '
: Vitamina M + Extrato de figado e lavedura « 1938 :
. ' eficazes para citopenia nutrj ° .
. * cienal em macacos ' .
+ Fator U : Fator de crescimento para frap : 1938 '
' « g0s presente no extrato de le- , .
¢ . vedura . *
: Vitamina Bg « Fator do figado que impede ang .. .i1939 '
< L]
. * mia macrocitica em franges . o,
* Fator de eluate : Fater de crescimento para : 1940 '
+ de norite , Ltgnagi a partir de levedura . .
‘ , e figade . '
: Acide folice + Atiwo para S,lactis R, coencen- + 104} :
' ' trado a partir de espinafre ' .
* Fator L.casei : Isolado do figade e levedura : 1943 '
Fator S.L.R. ' Fator de crescimento para ' 1943 .

L] L]
[] t '
] L '
L] [ '
ry r '

Trabalhos sucessives com técnicas de isolamente de figade, degrada-
¢io e sintese conseguiu~-se preparar o acido pteroilglutamico,

A vitamina foi encontrada conjugada com cadeias de acide gama-glu-
tamicep, variando de 3 a 7 residuos ligados por cadeias peptidicas que podem ser
roempidas por enzinas especificas, deneminadas cenjugases,

Um composto isolado do fermente, fei demonstrade conter 7 residuos
de acido glutamico,recebende o nome de ¥Vitamina Bc conjugada", Un outro compesto
iselado de cultura de Rhizopus nigricans, recebeu o nome de Rizopterina, sendo a-
tiva para Streptococus faecalis mas inativa para Lactobacillus casgi

Em 1948, foi isolado am compeste semelhante ae acido félico, fator

de crescimente para Leuconostoc citrovorum 8081, verificando-se: que o CF (fator
citrovorum) pediz substituir Pte Glu (acido pteroil-glut@mice), para crescimento

do S.faecalis.

A TABELA II, apresenta fatores isolados de materiais naturais e sua

cpnstituigde, (3)



TABELA: XX

b

.MMJ&WMLWMEW.
] Fater ) Constituigde Ensaie Fonte TR |
|Fator do eluate | Acide ptercidglutdmico | L.casei Extrato levedy !
| de norite ra {
| Acide félico " " S.lactis R Espinafre auto- |
. Safaecalis R | lizade !
. . Lacased s
| Vitamina Bg Franges Figado de porco
| . ‘autolizado i
'Fator Laucasei |Acido pteroiltrigluti- L.casei Cultura de Cory- |
 fermentagie mico nebacteriuym i
) ‘ )
Fator L.casei [ pteroilglutamico Lecasei Extrate aquoso p
Lffgado de f{gado i
]
' Vitamina Bg " pteroilheptaglum» Frange Levedura i
i . timico ‘ '
Fator SLR ®  10-formil-pteréice} Sa.lactis Licor de fermen- P
: tagdo, extrato de [
tecido ¢ figado [
y
[ Acido %Oiformll " 10-formilfélice S.faecalis R } Figado autolizado |
olice :
. ]
[ Fator L.citro- | " 5-formiltetrahi- Lecitrovorun [ Figade autolizado |}
L yorum i drofolico (ou P.c?rev1- fragdo L do figa- |
! J : siae do {
| Acide folfnico [ " S-formiltetrahi=- L.casei em p | Enzima digestiva }
] : i drofelico presenga de de figado de !
! i T-metilfélice| porco ;

Ha grandes variagdes de nomenclatura e abreviagdes para o acide f4-

lico e seus derivados, Em 1964, a IUPAC e a 1IUB (International Union of Pure and

Applied Chemistry-International Union of Biechemistry) tentando padronizar a no-

menclatura e

III

Be -2 .sem

.

simbelos usados para éstes cempestos, traz a constante da Tabela
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TABELA IIX .

) MEN R MBOLOS

}Acido pterpico g Pte
" pteroil-glutamico | Pte Glu
" pteroil-diglutamico Pte Gluy
* pteroil-triglutdmico Pte Glug
" pteroil-heptaglutamico Pte Glu,

7,8-diidro-pteroil-glutamico HoPte Glu
® §5,6,7,8-tetraidropteroil-

glutamico HgPte Glu
Radfcal metila HaC~ '
" metilena - HoC -
" hidroximetila HCHo
“ formila HCO -
“  formimina HCNH
Folato e Pteroato - Térmos gerais para varios

membros da familia

*

ESTRUTURA oUIMICA

0 estabelecimento da compesigdo quimica da vitamina e a conclusdo de seu

papel cemo um "principio ativo" no metabolismo, deve-se aos estudos sobre a cura
de anemias e fatores de crescimento para microrganismos, Concluiu-se que a substap
cia envolvida nos diferentes casos nio devia ser idéng¢gica mas apresentar-se com

un tipo comun de estrutura, (5,6)

0 acido Pte Glu isolado e caracterizado, foi a chave para a revelag3o
de uma complicada origem de compostos interrelacionados e conjugados,

Atrabés de técnicas de extrag3o, precipitagio, adsorgao, cromatregrafia
e trocas ionicas, o acdio Pte Glu tem sido isolado de varias fontes pela degradae
¢do de formas conjugadas (enzimélise), O primeiro §ator cristalino ativo, obtide .
a partir do figado, deve-se a Pfiffner et al. (7),

Binbley et al,, isolaram um poliglutamato de levedura em forma cristali-
na que era inativa para Lactebacillus casei e Streptocecus faecalis, mas com ativi-
dade antianémica para frangos. (8,9) Ficou demonstrado que concentrado de levedura
incubado com uma enzima de rim de porco, tinha sua atividade aumentada para micror
ganismos, poetanto, a enzima ativava uma forma conjugada inativa, (10)

Em 1946 Pfiffner, esclareceu que ésse conjugado possuia sete residuos d e
dcido L-glutimico e era o 4cido pteréilehexa-gama-glutamil-glutdmico, cuja cadeia
podiz ser rompida per uma conjugase denominada “Vitamina B, conjugase", (11,12)
Foram descritas duas conjugases, uma presente no rim de porco e outra em pancreas
de frango; embas necessarias para hidrélise cpmpleta do conjugado de 7 residuos,

A conjugase de rim de porco hidrolisa 70% e a de pincreas de frango, 30% usadas

em etapas sucessivas, (13)

R YT
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Stokstad, (2,14) elucidou a estrutura do acido Pte Glu, Comegou
com a degradagdo do fator L. casel da levedura e, finalmente, estabeleceu a for-
mula do Pte Glu como sendo o acido N [4 { [ (2-amino-4-hidroxi-é-pteridil)meti1]

aminoabenzoil-glutﬁmico.

. ! | .
HN N | |
2 Ig‘ «j [ 9: CoOH
3
T ? CH :NH—Q-O 'Nuﬁncuzwzcoou

OH a| !

| [

| !

Fig.l - Acido pteroilglutimico: R} metade pteridina,
R2 metade paraminobenzoico, R3 metade acido glutdmice.

A) - ESTRUIURA DA NETADE PTERIDINA
_ A hidrdlise aerobica do fator L.casei de levedura origina um pro-
duto acido dibasico: C7HsN503, A titulagio eletrométrica indicou a presenga de
dois grupos acidicos: um carboxflico e um endlico. O aparecimento déste composto,

apresentando uma absorgao na faixa de ultra violeta, sugeriu tratar-se de uma

metade pteridina, com uma estrutura de 2-amino pteridina ( Fig, 2)

oo

OH

Fig.2 -~ Acide 2-amino-4-hidroxi-6=carboxil pteridina

0 grupo carbox{lice na posig3o 6, foi determinado apds tratamente
do fator L.casei com acido sulfurose, dando um-produto aldeidice que, em auséncia
de ar, foi tratado com alcali diluido, sofrendo uma exi-redugio semelhante a
Cannizzaro dando quantidades eqflimolares de acido e um compesto metilado que foi
degradado a 2-metil-S-amina pirazina, (Fig.3i)

Hﬁ*\ﬁf? ‘/?23\ QJLTfn N
N3 5 —R - S0,
: eh, R& P.g K, 50, i “j):r;\wo
.ok L l

Awaerd bica
Of*~

HN N HN ~ |
» + )\
CH COOHN
ol 3 on
HJ*\F::EZ\ a,///'
CH;

Fig, 3 - Hidrdlise anaerébica do fator L.casei
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A confirmag3o da localizagdo de grupo hidroxil na pesigio 4 e as pg

sigdes dos outros grupos funcienais foram estabelecidos pela sintese do acido

2-amine-4-hidroxi-6-carboxil pteridina,
CONCLUSH0: a) O acido dibasico foi formado sob condigdes aerébicas,
provande que o grupo ligante foi oxidado antes da c11vagem e, per esta razdo, ndo

geria o grupo carbonil de uma amida ou éster,
b) O grupo ligante poderia ter sido uma unidade de 1-C,

desde que o derivado pteridina e purinas transportassem substituintes de 1-C,.
Baseando-se na estrutura de acido dibasico, a metade pte
ridina da vitamina foi deduzida como sendo um grupo 2-amino-4-hidroxi-6-pteridil

metileno, (Fige 4)

N \N. cHJ-

oH
Fig. 4 - Metade pteridina

B) - ESTRUTURA DA METADE P-AMINOBENZOILGLUTAMICO

0 estabelecimento da interrelagio entre o fator L.casei do

figado, o fator L.casei da levedura e a natureza da metade p-amino benzeil, foi p
possivel por hidrélise aerdbica e aneercbica de cada composto,

Pela hidrélise alcalina anaerdbica (Fig. 6) resultaram um ra-
cémico e dois equivalentes de acido glutimico. A hidrdlise em pH 4 deu acido l=pir
rolidona carbox{lico que, per hidrolise alcalina, produziu acido L (+) -glut2mico,

Pela hidrolise alcalina aercbica de fator L.casei, resultou uma
amina aromatica que, hidrolizada com acido sulfurico 2 N, deu um equivalente do a-

cido p-aminobenzéico e um acido glutdmico,

HN
2% \Tﬂ 9 v 9
:-cnlwn c{ naciawlesgc] NHGHCH, CH, CooN
o CooH 2 doow

ambadhica | tandbico

‘l oH* . oR~

WN
3 + 2 uooe?ue;&cy co0H p- quc‘u,' gn H?ucu Ls'c,oou

OH

l W0, 2N

uaoc?aw&w}eooa + p-HMC H COOH
NY,

SR Fig. b = Esquema de hidrdlise aerdbica e anaerébica de acido



CONCLUSX0: No acido pteroilglutimice, a metade p;aminobenzoil cons-
ta, apenas, de um residuo de acido glutimico, enquanto que e fator L, casei da leve
dura, contém trés residuos cuje modo exate de acoplamento é em tripeptideos; os
trabalhos de sintese mostratam que as lxqagoes se fazem como no acido gama-gluta-

‘mil-gama-glutamico, (15)

C) - ! \ ER
A rizopterina foi iselada da cultura de Rhizepus niaricans &
partir do produto de fermentagio do acido fumirice. Trata-se de um derivado do
écido pterdico (Fig, 6),também chamado dcide 10-formil pterdico, (Fig, 7)
Ae contrario do que se verifica com o acide pteroiltriglutimico, a
* rizepterina é ativa para §‘£nggali§.(fator SLR) e inativa para L. casei, (2,16,17),

10
-CHQNHQCOOH N cuﬁ-@\ COOH
oK RCE=0 _

OH

Fig, 6 - Acido pterdice Fige T =Rizopterina ou acide
N | 10-formil pterdice

D) - ESTRUTURA DO ACIDO FORMILTETRAHIDROFGLICO

Souberlich e Baumann, (20) em estudos referentes a nutrig3o de
Leuconostoc citrovoxum 8081, ebservaram que n3o havia crescimento em meio basal
constituido pelos amino &écidos conhecidos e vitaminas, Entretanto a adigdo de extra
) to de figado concentrado (reticulogeno), promsvia o crescimento, A &ste fator obti-
do de material natural, foi dado o nome de "fator citrovorum" (CF), '
Trés grupos independentes estabeleceram 2 estreita relagdo das
estruturas do CF e de Pte Glu, pela comparagae de atividade de subst3ncias antagoni
cas do Pte Glu, i '
O primeiro grupe encentrou em ensaios com [, casei, que, CF
concentrado superava os efeitos tdxicos do acido 4-amincpteroilglutamico (Fig. 8)

e do acido metilfélico (Fig. 9)

N Hy
H,N NIN 0
4 HoRoR ,.;cn n_ -&-p;

NHy

!

3

Fig.i} - Acido 4—3minapter01n.;;::.h i Fige .9 ~ Acido metilfolico
glutamico -

. 4 any
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0 segundo grupo demoastrou em S, faecalis e camundongos, a reversdo
competitiva e nio competitiva de antagdnico acido 4-eminoptereilglutimico. (21)

0 terceiro grupo isolou sinteticamente em forma cristalina e acido
6-formil-5,6,7,8-tetrahidropteroilglutémice (Fig, 10), verificando sua atividade
bioldgica ser tio efetiva como o CF natural, A &ste fator sintetico, obtido do
figado denominaram de leucovorina, (22,23,24) .

g .

OR cno

Fig, 10- Acido folinico ou leucoverina,

0 estudo para a dedugio da estrutura do CF sintético foi feito por

Pohland et al, (25) que, pela comparagdo do espectro de absorgdo em ultra violeta,
concluiu que o anel pirazinico era deduzido e, por meio de titulagdes, mostrou que
o grupo fendlico estava ligado ao anel piridinico em posigdo 6,

Allen et al, (26,27) concluiram, por estudos polarogféficos que © a-
cido folfnico SF era constituido de uma metade 5,6,7,8- tetrahidropteroil,

Todos éstes dados forneceram a determinagdo da estrutura do fator
citrovorum sintético como sende S-formil,5,6,7,8-getrahidropteroilglutimico, cujos
sindnimos s3e “"fator citreverum (CF), acide folinice SF e leucovorina",

ROPRIEDADES FISICAS E M

A) < PROPRIEDADES GERALS
As propriedades gerais do Pfe Glu estdo apresentadas na Tabela IV (28)

IABEIA 1V
Formula empirica (a) C19H19N704
Pé&so molecular - 441,4 :
Cor amarelo '
ICristais em forma de folfolos em i
[ , langa (b) '
Solubilidade em agua (c) i
cido livre 10mg/1 a 02; 500mg/1 a 1009|
sal dissddico ' 15mg/1 a 0O¢ '
Rotagio optica [41[2)0 = 4162 em NaOH 0,1 N

a concentragio de 7,6g/1

Ponto de fusdo Escurece e carboniza a 2502
Absorg3o maxima (pH 13) 256 mu E=30x10:cm§/hol

282 mp E=20x10 gm éhol

. 365 mp E=9.8x10 cm“/mol

Valores de pK, (d) 5,0 , 8.2

a) - amostra dessecada abaixo de 1402 contendo 2 moles de u20

b) = crlstalzzagao a partir da agua

¢) = insoluvel, relativanente, em muitos solventes organicos
lentamente solubel em acide acético

N = tnenlnvel abaivo de ol 5
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0 Pte Glu seca-se a temperatura moderada ¢ a pressao atmosferlca
contendo uma quantidade de Hzo correspendente a dzhldrato: a 1459 em alto vacuo
perde sua agua de cristalizagdo tornando-se higrométrico,

0 Pte Glu tem espectro de absorgio caracgeristico no ultra

violeta altamente influenciado pelo pH. Apresenta um pice maximo a 256, 282 & 365 mp
em solugﬁebde hidréxide de sédio 0,1 N. Os picos a 256 e 265 mp sdo devidos 2 por-
gdo pteridina da molécula, o pico a 282 mp é devido ao acido p-aminobenzdice.

0 dcido glutdpico exerce poucerfeito sCbre espectro de absorgae
regisgrado em ultra-violeta, assim a adigio de mais um écid; glutamice nio treca a

pesigdo do pico de absorgiao,

Os espectros de absorg%o do acido iolico, dihidrofolice, tetrahidro-
f0lico e derivados como formil e hidroximetilfolatos, estdo apresentados no Quadve

I, ende a:pH:-neutro o acido tetrahidro e hidroximetiltetrahidrofolico tem picos

idénticos. A pH 3cido, o pico do hidroximetiltetrahidrofolico é a 290 mu e a 270 mp

o pico do icido tetrahidrofélico, (Quadre I pag. 10) (28)

L T
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QUADRO I

ESPECTRO DE ABSORGAO

H4 Pte Glu — Folato

(12) Pte Glu , (29)
30 | - — —— 10-HCO-Pte Glu ———-H, PteGlu— Folato

20 -

10

——5-HCO-H, Folato

5,I0-HCH,—H, Folato pH 75

30T = 5710-HCO-H, Folato . §,10-HCH, —H, Folato pH 1,0

— —=10- HCO—H, Folato

€ x 10

201

250 300 350

COMPRIMENTO DE ONDA
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I - Espectro fotofluorinétrico
| As medidas do espectro de absergdo e fluor#éscéncia das pte~
ridinas sdo propriedades de grande valor para a caracterizagiio das estruturas do
Pte Glu e suas coenzimas, |
As mudangas no espectro promovem meios convenientes para se-
guir reagdes enzimiticas envolvendo estas substincias, isto & no case da transfor-
magio enzimatica do acido folico para 10-CHO-f61ico e acido HoPte Glu, se estabele-
ce através da leitura da fluorescéncia dos produtos formados. (29)
"Em 1963, Uyeda et al, (30), relatam que dihidrofolatos e todes
os tetrahidrofolatos derivados, possuem extingo mixima entre 300 a 320 m) e fluores.

céncia maxima entre 360 a 425 mr.:eiéetocouicida S5,10-meteniltetrahidrofolato,
_ Examinando, ainda, os folatos e compostos relacionados, mostra-

_ram ativago maxima de 360 a 380 mu e fluerescéncia maxima a 450- 460 qy Observa=

ram que a intensidade da fluorescencla do tetrahidrofolato aumenta em solugoes aci«
das, propriedade esta que proporciona método altamente sensivel para uma determina-
¢do quantitativa do tetrahidrofodato. A Tabela V, apreseanta os dihidro e tetrahidro
derivados examinados apresentando as fluorescéncias e excitagdes maximas,

< Propriedades de £1ugzg§penc1FE221%§E§ah;$§:;? a%oTe compoetos r?lgg;g?gggi_’
¢ Composto gao ggx. max. my (a) ngl” (g? M P
{.tetrahidrofolato 305,310 |360 1600 210§ 0,0038 A
1 S-formiltetrahidrofolato 314 365 32 {7 |79 0,05 }
; 10-formiltetrahidrofolate : 313 360 47 | 7 7-9 0,007 . :
] S110-meteniltetrahidrofolate | 370 470 | 500 | 4 3-6 | 0,0088 |
{ 5- formiminotetrahidrofolate 308 360 s|7 |78 | 00035 |
1 4-amino-4-deoxitetrahidrefolate 308 360 412 2-7 0,004 i
: 2=amino~4-hidroxi-6-metil-tetrg : t
{. hidropteridina - - 0| - 2-9 0.05 )
1 2-amine~4-hidroxitetrahidro- ' : y
{ pteridina dihidrofolato | - - [y I . 2-9 0,05 5
| dinidrofolato 317  |425 329 |59 o011 |
i folato 363 450~-460 119 2-9 0,05 :
{ 10-formilfolato o 364 won 140 | 9 2-9 0,05 ,
! ptersate 375 won 419 6-9 0.085 g
] 4-anino-d-deoxifolato 385 non % 7 2-7 | 0,0025 |
: 2-amino~-4-hidroxipteridina 353 450 120 | 8 6-8 | 0,025 [
] 2-anino~4-hidroxi-6-metilpteridinal 355 450 1200 | 8 6-8 | 0,005 |
{ 2-amino-4-hidroxi-6-carboxaldeide ’
1 pteridina : 360 4350 - 22 19 2-9 0,05 :
: 2-am1no-4-hidrox1—6—carbox1pteridlna 360 450 160 | 8 6-8 0,025 ¥
] p-aminobenzoilglutamato 310 360 216 2-7 | 0,08 :
| R } 1 F
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a) - Valores expressos em t&rmos de transmiss3o ¥ de uma solugio
padronizada a 1 mM para a escala fotomultiplicadera 0,01 de

Espectrofotofluorametro Aminco-Bowman, flxado para uma sensi..
bilidade de 40,

b)~ COs testes foram executados a intervales de uma unidade de pH
entre os limites mostrados,

Os métedos de separag3o por cromatografia em papel s3o usados,

também, para os produtos de hidrogenagio de acido félico, A técnica é desenvolvida
em fosfato dibasico de potassio 0,1 M (KZHPO4);,ém condigoes de baixa pressie de
02 , aparece uma série de manchas azuis fluorescentes. Os valeres do Rf destas‘man
chas dependem dos solventes empregades para hidrogenagde,

0 acide dihidrofdélice formado em alcali dilufde mostra, somep

te, uma mancha fluerescente sdbre cromatografia (31)
D) - CARACTERISTICAS DA REACOES QUINICAS
I - REDUCAQ A ACIDO DIHIDROFOLICO

0 acido folico e as pteridinas sio, prontamente, hxdrOgen1zave1s sen
de. entretanto, reoxidades pele oxigénio atmesférico.

0'Dell et al. (32) demonstraram redugdio do acide PEe Glu em solugde
alcalina em presenga de um catalizador, o éxido de platina., Observaram que um mel
de hidrogénio era utilizado nesta redugdo, formando um produto coloride, o acido
dihidrefélico, |

- Furthermann, (33) preparou-e pela redugdo enzimatica do Pte Glu com
hidrosulfeto de sodic em solugdo a pH 6, em presenga de acide ascorbico,

0 dcide HoPte Glu oxida-se em selugZo alcalina, ou abaixe de pH 5
exposto ao ar, formando o acido féliéco e produtos de degradagdo nio identificados,
(29) Em solug3o acida a reoxidagZo se di lentemente e os produtos de degradagdo
sio amareles de comprimento de enda mixima a 420 LTS

A atribuigde da estrutura de produto reduzido nas pesigées 7,8 e
n3o as posigdes 5,6, foi eriginalmente, feita com base em evidéncis quimica indi-
reta, Se isoxantopterina (Fig. 11) ndo pode ser reduzida por hidregenizagfe cata-
1{tica, ambas duplas endlicas a posigie 7,8 e 5,6 sio refratirias, mas xantopteri

-na (Fig. 12), entretante, & reduzida para forma dihidro, Dai se deduzir que a du~
pla enélica a posig3o 5,6 seria nio reativa e a redugdo provavelmente, ocerre, na
posigdo 7,8 (32) .

%ﬂq\\ré’ Ny Hfﬂ\jgg*
N§ﬁ- . ' OH
(7] _ oH

o1

Fig. 11 - Isoxantepterinz ‘ - Fig. 12 - Xantopterina
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Osborni et al, (34) relataram redugZe enzimitica do acido dihidrofd-
lico, coem informagdes referentes a sua estrutura, Pelo fato de que o HoPte Glu reg
ge 100% no sistema dihidro redutase, afirmaram fortemente que nenhum hidrogénioe
no dihidrofélico esta na posigio 6 e sim nas posigSes 7,8, Sendo estabelecida sua
estrutura cemo mostra a (Fig, 13)

J
H.N "
cui-ni-tt
OH

Fig. 13 - Acido dinhidrofélico

II - REDUCRO A ACIDO TETRAHIDROFGLICO

A redug3o cataldtica do Pte Glu, adicionando dois moles
de hidrogénio, com oxido de platima em uma variedade de solventes forma o acido te -
trahidrofolico (H4Pte Glu). A redugio pode ser ainda, executada em acido acético
glacial, em solugGes aquosas neutras ou em 4cido férmico 98%. (Fige 149

‘Embera o acido folico seja soluvel néste ultimo solvente,
a média de redugdip é consideravelmente mais ripade do que em 4cido acético glacial,

A obtengdo do H4Pte Glu em laboratorio, (35) a partir de
redugdo da mistura por precipitagdo com éter em condigdes anaerdbicas ou pela re-
mog3o de acide acético glacial por liefilizage, da inicialmente um produto branco
e solide, ternando-se acizentado ao se decompor pela expos1§ao ao are Esta decompg
sigdo € evitada armazenando-o a vacuo a ~10%,

0 produto ebtide pela liofilizagdo, mostra uma absorgde
maxima a 298 my quando em solugSo neutra preparada recentemente, Em auséncia de a=-
gentes redutores o composto torna-se instavel apresentando o pico em 280-278 mu,

' Em solugo neutra o HyPte Glu rapidamente, converte—se a
HoPte Glu, e a subseqllente oxidagdo e consideravelmente lenta, porém em presenga
de oxidantes como MnOy, MnO4 e I, oxida o anel pteridinics reduzido,

0 acido folico contém um carbone assimétrico na metade
&cido glutdmico, que n3o ingludncia na redug3o, e o produto formade contém igual
quantidade dos dois isdmeros, Comercialmente, o acido folico é preparado a partir
de acido L-glutamico, sendo e produto, referido como acido L-folico, Ac se reduzir
o acido L-folico produz o dl (L)~ H4Pte Glu (tetrahidropteroilglutfmico): dl refew
re-se a configuragdo do anel tetrahidropteridina ao C-6 ; L refere-se a configuragdo
da metade acido §lutdmico. (3)

H

I
HJS 2 CH, —R ~ R, |

Fig, 14 - Acido tetrahidrefdlice
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III) - FORMILACAQ DO ACIDO FOLICO

Os acido félico & acido pteréico, sdo formilades quando trate-
dos com acide fotmice a 93% dando, tespectivamente, acido 10-formilfélico e acido
10-formilpteréico, O grupamento formil da molécula pede ser removido cem NaOH 0,1 N,
a temperatura ambiente eu quando aquecide em pH 10 - 12, »

Por redugdo catalitica do dcido 10-formilfélico em acido for-
mido, acido “acético ou em solugio aquosa e aquecido em solugio alcalina, obtém-se
o 4cido 5-formiltetrahidrofélico (Fig R0). Este produto, também, é obtido pela re-
dug3o do acido folico em acido formico gquecido em solug3o alcalina, Em ambas as
reagdes presume-se ser o produto primario de redug3o o acido 5-formiltetrahidrofo-
lico (sintético), possuindo um centro assimétrico no C-6 da metade tetrahidropteri
dina, diferindo assim, daquele isolado de produtos naturais,

Uma mistura sintética de diasteroisdmeros foi, parcialmente,
separada, sendo um dos isOomeros de forma lL-isomero e o outro dL, obtido em forma

apresentand
pura A

(Figo }’5)' )

atividade para micorganismos igual ao natural (fator citrovorum) (36)

CH,~ COOH
R

CH,

|

lOH; HH—OCNH&H-QOOH

OH

Fig. 15 - Acido 5-formil-dl1-5,6,7,8~tetrahidropteroil-L~glutdmico:

Y

C

0 acido 5-formiltetrahidrofélico e o  acide 10-formiltetrahidrofé-
lice perdem uma molécula de igua em presenga de acido, formando o dcido 5-10-mete
niltetrahidrofolico (Esquema 1) que é, também, chamado anidroleucovorina ou fator

anidrocitrovorum, A interconvers3o déstes compostos mostra o esquema,

"
H, \YN N
CH
N-R
9 ou c,u/
RN
\:::ﬁlj[j CFS.“‘£H£EL" <§v:“:;4:]~<>u@ o
N~k
H

Esquema I - Interconversao de compositos



0 composte III, tem caracteristicas de absorgde maxima a 350 mp em
~ solugZo acida., (3)

v Kaufman et al, (37) separaram dois diasteroisdmeros do 5,10-metile-
notetrahidrofolato em coluna de trocas idonicas com di ou tri-etilaminoetil celulo-
se. Observaram que o lL-isdmero, é quase 100% ativo para microrganismos e serve cg
mo substrato para reagdes enzimaticas de dehidrogenase e redutase, O dL-isomero é

inative tanto para um como para outro processo,

BIOSSINTESE - MECANISMO DE FORMACRO

I) - ACIDO GLUTAMICO

H3 vérias vias de formag3o do acido glutamico, composto chave

no metabolismo em plantas e animais: por transaminag3o na via do ciclo dos acides
tricarbox{licos, catabolismo da histidina, carbexilag3o do gama-aminobutirato e por
deaminagdo de glutamina,

- A partir da histidina, a formagﬁo do acido glutdmico tem uma
via comum até a formag3o do formimino-L-glutamato (Esquema EL), variando, dai por
diante, de acordo com o micorganismo usado,

Em Pseudomonas fluoerescens, é removida a aménia, hidrelitica-
mente dando o formil-L-glutamato que, hidrolizado, da formiato e L-glutamato (par-
te A do esquema), _ _ '

- Em Aerobacter aerogenes e Clostridium tetanomorphum . o N~formi
mino-L-glutamato é, diretamente hidrolizado dando formimida e L-glutamato, (parte B

do esquema), .
En f{gado, o dcido glutimico é formade a partir do N-formimino

L-glutamato, pela transferéncia do formimino para o &cido tetrahidrofélice produzin

do o fcido S5-formimino tetrahidrofélico mais o L-~glutamato, (parte C do esquema) (38),

M HOOC HN
e
H W H

Formimino L+ a.tamdt

WY Mo |
H,0 :
y oot o [T g
uooc-Z-g-—.cu-r'm HE~ NH, (C)Cmmc(u

) B M (Formamido) chlmino-h‘q Pl Cles

(%)
H,0 1

L
L- Glutamato «

Fermiato

Esquema II - Mecanismo de formag3o do acido glutamico.

i
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II) - PTERIDINA

A semelhanga estrutural do nisleo de pteridina com a do nuc leo
de purina, pois em ambos os casos o anel de pirimidina vem ligado ao anel heteroc{-
clico contendo dois atomos de N, levou Albert (39) a sugerir que, numa conversao
quimica, as purinas poderiam ser precurseras de pteridinas,

Em 1957, Albert (40) apresentou um esquema gm:que uma 2-hidre-
xipurina (I), por hidrolise de seu anel imidazolico, abre-se dando o 4-amino-5-for-
mamida-2-hidroxipirimidina (II), Bste formil derivade perde o grupo formil quande
autocatalizado pelos ions H' liberados do acide formico, pessivelmente, dando 4-5-
diamino-2-hidrexipirimidina (III) que, combinada com glioxal, da 2~hidroxipteridinai
(IV), Adimitiu, ainda, que estas reagdes integrassem sistemas bioldgicos,

R NH COH NH O=CH
/7\>}H N7 NN o=§.n Hs/“ 53
e, b —— g
Ho g" NH Ho&,!“ NH, pHY uv‘%}l 3>
= = o

Esquema III - Sintese do anel pteridinico

Hartman e Buchanan (41), estudando a biogénesis de purinas, obser=

varam que os dois anéis da pteridina originam-se pela entrada de glicina e subse-
quentes adigées de COo e formiato, produzindo o componente pirimidina,

Weygand e Waldschmidt (42), injetando glicina marcada n a carbexi-
la com C14 ¢ formiato com C14 em larvas de borboletas, ;bservaram que €stes compos
tos eram incorperados ao pigmento da pteridina e leucopterina, isolades das asas
das borboletas adultas. Os resultados observados levaram a conclusio de que oS &=
tomos da p6§i95018é4f4a;éasﬁerbmfdériéadoé'dédglicina:00~étomé«dé-posi§éo 4 deri=
vado do COp, originado da carboxila da glicina, via acide glioxilico; o ftomo da
‘pos1§50 2 provinha do formiato e es atomos das posigGes 6 e 7 da glicose, Isto
sugeria que purinas e pteridinas s¥io formadas per semelhantes vias biossintéticas.
(Fig. 16)

-\

-7 N
OH,/ (1 \; CLICINA

)

Fige 16 -~ Leucopterina
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Vieira e Shaw (43) estudaram a biecgénesis de folatbs em céludas de
Corynebacterium, a partir da adenina-2-cl4. ecbservando sua incorporagdo em acide
pteroiltriglutamato que, em coluna cromatografica, apresentou alta radioativida-
de da purina em posig3o 2; concluiram que tais purinas s@e precursoras de anel
pteridina do icido folico e a formsgSo do referido anel envolve a remogdo do C-8,

Jaenick (cf.ref,33,44), usando ribose marcada em Corynebactexriwum,
verificou sua incerporagiio nos C-=6 e C=7 na porgdo pteridina do acido folico e do
gcido pteroiltriglutamato, sendo que provinham dos C-1 e C-2 da ribose,

Reynolds e Brown (45), usando extrato livre de células de E.coli,
demonstraram a sintese enzimatica de pteridinas que podem catalizar a conversdo de
guanosina nucleotideos (GNP, GDP, GTP) a folatos derivados. Apresentaram um esque-
ma de reagio, possivelmente ocorrida, formando o precursor da pteridina do acido
félico. Nenhuma evidéncia obtiveram da natureza da unidade de 1-C removido na eta-
pa enzimatica que ecorre na metade guanina.

OM OH
b(/ ﬂ NHZ
H
J\
HN H,N IH
| OH H, o oH ou
N" 0L
N (\} H- CH,0PO H,
\
- H\H Hiw _ H H/m H
H
oH 4 12 OMN 1 OH ™
OH
g OoH N CH,OH
3:‘(5 o —CH ~CH,0PO, H, 5 ~ j/ :
ok A Sy
| v H
X

I:‘ *2-5.000 ,

Esquema IV - Sintese enzimatica de pteridina

0 composte de 1-C poderia ser removido ao se dar a oxidagdo do acido formico, reque
rendo talvez o acido tetrahidrofélice como coenzima, entretanto, adigSes da coenzi-
pa na mistura de reagdo n3o afetam as quantidades de guanosina e GMP convertidos em
folato, V

A formagBo do composto III, envolve um rearranjamento de Amadori na

porg%o ribose do composte II, O precursor do acido félico no sistema enzimatico de

E, coli, é o composto IV defosforilado,
CONCLUSAO: Uma guanina nucleotidco é o mais direto precurser de pteridi-

nas, O uso de substratos radioativos trouxe as seguintes informagdes:

a) Guanosina marcada, uniformemente, com 014, incorpora, efe-

tivamente, no composto pteridina (&cido dihidrofdlico) obtido como produto enzima=-
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enzimatico;
b) Guanosina-B-Cld, incorpora no 5cido.dihidrof61ico mas o produto
n%o é radioativo,
¢) Quando varias espécies de ribose4314._sﬁo adicionados:em mistu-
ras reativas com guanina fria, verifica-se que C-l da ribose & incorporado ne prg

duto pteridina,

III) - ACIDO p-AMINOBENZGICO
0 dcido shiquimico tem sido identificado como chave interme-

diaria da biossintese dos aminos acidos aromaticos e acido-p-aminobenzéico,

Os estudos enzimaticos da conversio do acido-5~fosfoshiqui-
mice em Acido p-aminobenzdico com glutamina como amino doador especifico foram
feitos em extrato livre de células de levedura de padeiro, O mecanismo esta, total
mente, elucidade sabendo-se que a amida-N da glutamina é transferida para o acido

5-fosfoshiquimico, (Srinivasan e Weiss cf. ref, 33)

1V) - p-AMINOBENSOILGLUTAMATO

A formagio do p-aminobenszoilglutamato, a partir do acido p-
aminobenzdico, glutamato, AIP, Mg++ e CoA, tem sido relatado por Katunuma et al,
(cf. ref, 38) com extrato livre de células de Mycobacteriwn avium. Incubando-se a
mistura sem glutamato, ocorre uma reagio positiva hidroxamica (rearranjo de Lossen),
indicando a formagio de uma CoA derivada do acido p-aminobenzdico. Considera-se

que a reagio envolve, também, um aciladenilato, como na reag3o indicada no esquema

abaixo:
00H - AMP o 0 5CoA , CooH
NP CopSH  AMD GMamaio  CotSH
| 29
NHy, CNH, NH, NHEOGH OH,CH, COOH

, NH
V) - ACIDO PTEROICO 2

Na biossintese do acido folico em sistemas de L.arabinosus e

E. _coli, substituindo-se p-aminobenzoilglutamato por p-aminobenzoato ou p-amino=
benzoato + L-glutamato, forma-se igualmente o pcido pterdicos '

A partir de 2-amino-4-hidroxi-6-hidroximetil-dihidropteridina
e p-aminobenzdico em presenga de ATP e Mg++ (sistema de Brown), forma-se também o

~ acido dihidropterdico, sendo que a reagdo € inibida por sulfamidas, (46)

:’~113,;%°
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VI) - REACOES DE CONDENSACRO

As reag3es de condensagio sip hipotéticas, n3o se tendo evidep
ciado se a pteridina se condensa com p-aminobenzoilglutamato ou se o acido pter5ico
condensa-se com o glutamato. Foram postuladas duas reagGes referentes a biossinte-
se do acido félico, ambas reagdes, possivelmente, existentes in vivo. : |

Katunuma et al,, Shiota, Brown et al. (cf.,ref, 38), demonstra
ram respectivamente em sistemas livre de células em Migobs: i ium, Lactobacil-
lus arabinosus, e E._coli, a ocorréncia da seguinte reagios

Pteridina + p-aminobenzoilglutamato ——5 acido folico

No sistema enzimatico de Brown em E, coli, observa-se a ocor-

réncia da seguinte reagdo:

Acido pterdico + glutamato

> Acido félico
Esta reagdo coincide com.goobservag¢do, anteriormente citada, de que o p-aminobenzog
to & substrato mais efetivo para o acido pterdico do que o p-aminobenzoilglutamato

o é para a sintese de acido félico,
VII) - BIOSSINTESE DOS ACIDOS DIHIDROFOLICO E TETRAHIDROFG

Weisman e Brown, (47) isolaram duas proteinas de E.coli,

que sintetizanm o_écido dihidrofélico a-partir do 2-amino-4-hidroxi-6-hidroximetil=

dihidropteridina e p-aminobenzdico ou p-aminobenzoilgiutimico, respectivamente,
Uma fragdo cataliza a conversdo do composto (I) em presenga de ATP dando um pro
dute éster difosfato (intermediario), A outra fragio, com p-aminobenzéico, conver
te o produto intermediario em dihidropteroato (VI) ou dihidrofolato sem requerer
ATP, A atividade das duas fragBes protéicas, catalizando o acoplamento da dihidrg
pteridina derivada com p-aminobenzoilglutamato, é mais instavel do que aquela rea

¢do premovida com p-aminobenzoato (III),

A formag3o de dihidrofolato pode ocorrer por etapas sucessiw
vas de adigdo de p-aminobenzoato e glutamato, ou pela condensagdo de pteridina com
p-aminobenzoilglutamato conforme mecanismo proposto porKatunuma et al, (cf. ref,38)

em Mycobacterium avium.
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ESQUENMA Y - Biossintese de 4cido dihidro e tetrahidrofolice

N3o se conseguiu.'em Es_c0li, nemhum sistema enzimitico que conden-
gasse scido dihidropterdico com acido glutdmico dando icido dihidrofélico, A forma
¢3o de 4icido tetrahidropteroiltriglutamato, a partir de acido dihidropterpico, ocor
re por adigdes sucessivas do acido L-glutdmico em presenga de ATP seguindo o esta-
belecido por Griffin e Brown (48) cujos trabalhos levaram a concluir a seguinte

via ﬂébiQSgintﬁfﬁo acido tetrahidropterciltriglutamato:

» acido dihidrofdlico~—» acido tetra-

acido dihidropterdico
hidrof6lico ————> acldo tetrahidropteroildiglutamato ———— acido tetrahidropte~

roiltriglutamato,

. %.000
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FUNCOES DAS COENZIMAS DO ACIDO FOLICO

Utilizada por uma classe de enzimas conhecidas com o nome geral de
"oteropreteinas", o acido 5,6,7,8-tetrahidrofolico é uma coenzima essencial para
o metabolismo de unidades de 1-C, Sua fungao tem distintas contribuigoes:

1) age como transportador de unidade de 1-C, ocorrendo em estagios:
primeiro, consiste na aceitagdo de uma unidade de 1-C e a fbrmagﬁo de compostos pri
marios, formiltetrahidrofélico, formiminotetrahidrofolice e hidroximetiltetrahidro-
félico; o segundc estiagio consiste na ativagio déstes compostos, numa série de
isomerizagGes ou reagGes de hidrolise e o terceiro, consiste na doagio de unidades
de 1-C para um aceitader apropriado, |

2) age como substrato para oxi-redug3o da unidade de 1-C. Esta fungao
consiste na interconversio de hidroximetiltetrahidrofolatos a formiltetrahidrofola-
tos. A reagdo é reversivel e as enzimas que a catalizam utiliza piridina nuclecti=
deos como coenzimas ’

3) age como coenzima para redugdo da unidade de 1-C, de um substrato
hidroximetilade para-seu homdlogo metilado, Esta reag3o pode ser acoplada com:'a
oxidagdo de HyPte Glu para HoPte Glu .

A transfer@ncia dessas diferentes unidades de 1-C se da em trés cate=-
gorias: é) radical fotmila ~CHe0, e o radical formimina -CH=NH, s3o unidades trang
portadas ao nivel de oxidagio do formiato;

b) radical hidroximetila -CH5O0H , transportada ae nivel de oxidagio do for-
maldefdo;
c¢) radical metila -CHj, obtido pela redugdo do grupo ~CH,OH.

Constituem importintes transformagSes metabdlicas a transfer@ncia destas
unidades de 1-C de um substrato a outro ou.sua mutua interconversdo,

As principais reagdes catalizadas pela coenzima do acido folico classi=
ficap=se em duas diferentes séries, de acordo com a natureza do substrato sdbre o
qual- atuam, |

A) No metabolisme de dcidos nucleicos:

a) As transformagGes envolvidas na sintese "de nove" de purinas, em-

que o tetrahidrofdlico é o cofator que introduz os atomos de C-2 e C-8 das puri-

nas.. .J

. b) cataliza a formilag3o de glicinamida ribotideo (GAR) e S5-amino-4-
imidazol-carboxamida ribotideo (AICAR) para respectivamente, formil glicinamida
ribetideo (FGAR) e S5-formamido-4-imidazol~carboxamida ribotideo (FAICAR) (49),

H Q 3
“l-?,N u,;, 'JL%/H\?‘H “‘LN k N HLH} Nl
G o}
o7 Ty | o’ *2 | 4N Y O/QE \

GAR g FGAR AICAR  FAICAR
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¢) As transformagoes envolvidas no catabolismo de purinas: na degradagao
"“de xantina, formiminoglicina (FIG) transforma-se em glicina (G) pela enzima formi-

" mino transferase de FIG, chamada Enzimal, que utiliza HfPte Glu como coengima (503.

T '€ —— NH1
e’ en H
gu /&\
O/\OR o OWn
FIG G

d) Wa sintese de timina e S5-metilcitosina, a coenzima cataliza a met 11aow
de deoxiribotfdeo de uracil para &cido timidilico e introduz o grupo hidroximetila

na n031xuo 5 do Acido citidilico, na sintese do 5-metilcitosina (51 52)

Acido citidilico

B) No metabolismo de protefnas:

a) A interconversao dos amino &cidos serina-glicina, em que a coen
zima transfere o grupo hidroximetil da serina para glicina. Enbora seja reversivel
a transfornango de serina em glicina, a reaggo torna-se mais complexa, seguindo uma
dlferente via na tranofornacao glicina em sexrina. ()3)

A tranufonaagao serina em glicina é catalizada pelo piridcxal
fosfato,envolvendo a formagao da base de Schiff entre esta coenzima e o amine 4cido.
0 HyPte Glu transfere uma unidade de 1-C & glicina.fste aceitador do grupo hidrozi
metil forma uma base de Schiff (glicina e niridoxal\, representando a forma ativa
da glicina (54)e. O piridoxal fosfato é reouerldo pela enzima de figado (87)

A reagao gerina-glicina é catalizada pela serina transhidroxi-

metilase (68):

CHpOH-CH-COOH + HyPte Glu ———iio0xal P o= CH-COOH  +
NHo serina trans-hidroxi- NHo
metilase
L-gerina glicina

+ 5 10—CH2-H1Pte Glu
b) TransformaQSO de histidina em 4cido glutamico. MNuma das etapas dessa
transformaggo, a coenzima cataliza a saida do gruno de 1-C transformando 4cido

N-formilglutanmico e N-formiminoglutamico em &cido glutamico (55).

Goon ¢OOH oo
CR-NTL-CH=0 | CI-NH-CH=1I T-IHo
G2 GH2 9id)
gng CHp i
O0H doon Coon
FOLU PICILY GLU

¢) Na sintess de colina e metionina, o HyPte Glu, & cocnzima necessiria

para doar metil grupos a metionina e colina, mas sua fungao nao esté definitiva-
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mente estabelecida. A sintese de metionina pode ser obtida pela iransferencia
do gruvo metil. O mecanismo desta resagao envolve transmetilagao via complexo

S-adenosilmetionina para homocistefna.(56)
A sintese de colina se d4 pela transmetilacao para etanolamina e para seu

mono e di metil derivados (57).

?—CHQ—-CHQ— H-COOII FHg—CHz—N<CII3
H > OH CH3
Metionina | Colina

Nestas fungdes metabélicas de unidade de 1-C chamadas "formiato ou formil"
e "formaldeido ou hidroximetil", a coenzima que transporta fragmentos formila e
hidroximetila & o &cido 5,6,7, 8—$etrah1drof611§$’ melhor esclarecido no e squenas (58)

ICH%,l &Womm-tﬁ wolina oe. ;‘ ‘:
Ponoo. NaDE T: 'z 3
rNAbH. NAOMH 2
)
- CH>0H |interwedionio 3 -3
o ~—&—2—>FH4510:-‘——<;—>FH4 25
4 Rinidoak & HCMO §
o NADE b
NADTH iz
H.0
my ADR+?  ATR H
FHalo}C=0 —L»FW@ 540.L¢H A A FHa5 $C=0 °
R r
. CdLiotiQa.E s
r Cide purina Nﬂb\\ 8- Bwmino £
o Cs de. Leviulinalo g
 HaO - i + (QMQ.MK:: "
|~ soraz Hefoq=nNn]  Clidiva Torwil. 3
_ are . GYamalo gwama 'g
.AT 4 ncoo ﬁo;wghg?ﬂ%mdh‘ alz
FHe < HicTipina

k, NADZ2  NAD
NAD2H + NADH
FH2
ttnnoz
NADZH
v
Esquema VI: lletabolismo de fragmenios de 1-C :
F,THp,FH, = 4cidos félico, di e tetrahidrofélico

0 formaldefdo livre (derivado da oxidaggo de grupos mctilicos da sarcosi-
na e dimetilglicina) e o beta C da serina sao fontes diretas do fragmento hidroxi-
metil. O formiminoglutimato, metabélito da histidina & a fonte do fragmento formi-
mino.No esquema o esbogo dos doadores e aceitadores de unidade de 1-C e o modo de
geu transporte sao mostrados nos trés niveis de oxidagao:

Ao nivel do formiatos 1) um grupo formimino, transportador na posiggo 5 do IyFte CGlu

2) um grupo formil (-CH:O), transportador nas;ésggéggg 5 ou 10
3) un grupo metenil (=CII), transportador de anidroformil &s

. posigges 5 e 10

I! - 5.000
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Ao nivdl do formaldeido ou hidroximetils o gragmento de 1-C reagindo na forma
5,10-metileno sdbre o MyPte Glu | v
Ao nivel do gsrupo metil: dois tipos de reagaes ocorrem na transferencia de metil

grapos: o primeiro envolvendo cobalamina, em mutantes de E.coli,(59)
e o segundo independente da cobalamina.
Na primeira reagac, o tetrahidro é a coenzima responsdvel e requer

para o seu funcionamento cofatores tais como FADHp, S-adenosilmetionina e Vitami-

na Byp, segundo a reagao: (69)

FADIp, B |
212 - lctionina +

5-CH -H Pte Glu + Homocisteina .
. S—-adenosilmetionina

+ H4Pte Glu
Na reacao independente de cobalamina, 36 funciona com a coenzima
derivada do 4cido félico conjugado (H,Pte Glu,), Tequerendo -se nesta reagao ions

de Mg™ como ativador.

5~CH3-H,Pte G1u3‘+ Homocisteina He_ -2 H,Pte Glu + Metionina
Huitas reagges enzimdticas em que participam os derivados do Acido

f6lico tem sido estudadas; um sumirio dessas reacoes estd apresentado em Tabele

VI, (3), pigina seguinte:

I"v B9 & s



TABELA VI
B -~ .« 2 i “ 1 l ! i ! 1 ’ !: E'I.
Enzima Reagodoes H
* THF*® THF-formilase HCOCH + ATP + THF &= 10, formil-THF +
ATP + Pi
Formaldeido ative HCHO + THF — 5,10-metilene~THF
Formimino transferase Formiminoglicina + THF == S5-formimi-
no-THF + glicina
Formiminoglutamico + THF = 5,formi-
mino=THF + acide glut2mico
Transformilase N-formil-AICAR + THF == ]0-formil-
| ~THF + AICAR |
Serina hidpeximetilase Serina + THF == 5,10-metileno-THF +
glicina
DHF - ‘redutase THF + NADPY=—=> DHF + NADPH + H*
10-formil- 10-formil-THF deacilase 10-formil-THF + H90 -—» HCOOH + THF
THF
Transformilase GAR + (10-formil~THF) ——- N-formil-GAR
+ THF
AICAR + (10-formil-THF) == (N-formil-
AICAR) + THF == IMP
THF-formilase 10-formil-THF + ADP + Pi === HCOOH +
ATP + THF
5, 10-mete- 5,10-metenil-THF cicleo- 5,10-metenil-THF + H9O ——=—> 10,formil-
nil-THF hidrolase THF
5, 10-netileno-THF dehi- 5, 10-metenil-THF + NADPH + Bt = 5,10~
drogenase metileno-THF + NADPY
5, formimino— 5—formim1no-THF ciclode- S=formimino=THF == 5,10-metenil-THF +
THF aminase ' NHg A
Formimine transferase 5, formimino-THF + glicina == THF +
formiminoglicina
5-formimino-THF + ac.glutimico===THF +
formiminoglutamico
50 10-netile- Serina hidroximetilase Glicina+ 5,10-metileno-THF === Serina +
no~THF THF
Sy 10-metileno~THF dehxdrg 5,10-metileno~THF + NADPt==> 5.10—met§
genase nil-THF + NADPH + Ht
5-formil-THF | S5-formil-THF ativado
(5,formil-THF isomerase) 5-formil=THF + ATP ==+ (L0-formil~THF
ou 5,10-metenil-THF) + ADP + Pi
- - (5~f3rm11-IHF ciclode~ S=formil-THF + ATP —=—»5,10-metenil-THF
rase) + AMP + PP
DEFe DHF redutase | oHF + NaDPH + HY === THF + NaDP*
Acido félicd Acido folico redutase Acido félico -NADR, pur -NARE, THF
Pteridina redutase fcido piruvice + CoA + ac. félico-—»
. ) ' ! Acetil CoA + DHF + co,

# THF e ** DyF  sio simbolos usades para acidos tetrahidrofolico e dilidrofolice

I23 - 5.600

respectivamente,
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DEGRADACAO DO ACIDO FOLICO E SEUS DERIVADOS

0 icido félico, em solugdo levemente acida, e irradiado pela luz ultra

violeta, sofre clivagem oxidativa dando substénciaé identificadas como produtos de
decomposigio: p-aminobenzeilglutdmico (III), e algumas pteridinas derivadas, subs-
tancias altamente fluorescentes, O primeiro produto da fotolise é o 2-amino-4-hidro-
xi-pteridina-6-aldefdo (II) que, per agio da luz converte-se em acido 6-carboxil (VI)
e, finalmente, 2-amino-4-hidroxipteridina (V), (60) ' |

ESQUENA-~

HN N )
2
—vy = e 5
S <?+-qﬁa<;}—c’
l\n e j H SR
LN NPLN HQ,HY* AN
e j,o _uv ’g
N Q'*OH
OH or oH Y

A degradag3e do acido folice, em presenga de azul de metileno (61) e

3 .

xantina oxidase purificada em condig3es aerdbicas, assemelha-se a fotélise nie enzi-
matica; converte-se no primeiro produto (II), que € subseqllentemente oxidado pela
xantina oxidase dando acido carbexflice correspondente (VI), oxidando, também, o
2-amino-4-hidroxipteridina (V) ‘a 2-amino-4,7-dihidroxipteridina (VI) (isoxantopte-

rina)o
ESQUENMA-
”Hji:[:j4H ¢mt&u T:ji;jm
1 + 0'0
y/ 0 . V “&HVH OH
j—(‘f Xomlina oyidase . I y ¥ Xantina oyadoge S )
\“ :- - 7 = ~ H
0K OH
T

Registrou-se também, a degradagio enzimatica do acido félico por célu-
las bacterianas e homogenado de tecidos, notando-se que um dos produtos da reag3ao é
14 . . -~ .
o acido p~aminobenzoilglutamico (62,63),
| A inativag%o do 4cido félico e a formagdo de amina diazotavel, requer

NADP* , ATP e um substrato oxidavel,Observou-se que, em presenga de oxlgenxo ha

degradagdo nio enzimatica (64).
Preparagoes de f{gado fazem clivagem enzimatica do S5-formil-tetrahidro-

. - o > o ~ L v A - = s e P e e
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H4Pte Glu que, degradado oxidativimente, forma p—aminobenzoilglutémico e 6-aldeido
pteridina derivada.

Silverman et al., (65) purificaram uma enzima do figado de porco responséi-
vel pela degradaggo do 5—formiltetrahidfofélico&na qual o Acido glutamico & requeri-
do atuando o formil como aceitador. O N-formilglutamico & formado, em quantidades
equi valente ao 5-formiltetrahidrofélico degradado, em condigsos anaerbbicas.

| _a) 5-formiltctrahidrofélico + 4cido glutamico z==== N-formilgluta-
mico + HyPte Glu

b) tetrahidrofélico & p-aminobenzoilglutamico + (ngfidi_

En a), o 4cido formiminoZlutamico reage como o N-formilglutamico dando o 10-formiltg
trahidrofélico ou 5,10-meteniltetrahidrofélico, e nao o 5-formiltetrahidrofélico,
isto sugere que uma enzima I (formimino transferase deo FIG) & que cataliza a reag@os
A conversao dc 4cido f6lico em 10-formilfélico, foi observada quando incu-
bado com homogenado de figado.em presenga de virios doadores de um carbono comno his-—
tidina e serina. Extrato de figado de bezerro tratado em Dowex, converte &cido féli
co em 10-formilfélico em presenga de formiminoglutamico e certa quantidade cataliti-
ca de tetrahidrofblico.0 &cido félico pode atuar come um aceitador de grupo Tormil(66).
As equagges abaixo explicam a atividade catalitica do tetrahidrofélico no
total da reaggo:
Formiminoglutamico + tetrahidrofélico ——-» 10-formiltetrahidrofdélico +

NH3
10~formiltetrahidiofélico + 4c.fb6lico =———-— » 10-formilfélico + tetrahidrd
’ félico
Soma: Formiminoglutamico + &cido félico ————————=! » 10-formilfélico + dc.gluta-
' mico + NH3

RESUMO E CONCLUSZAO

0 presente estudo foi uma revisao dos exaustivos trabalhos realiza-—

dos sobre o Acido f6lico e suas coenzimas, atestando sua importancia coenzimitica no

metabolismo. . :
) Os fatos relatados para a fungao do 4cido tetrahidrofélico como acdi-

tador de unidade de 1-C em reagges enzimiticas na ausencia de ativadores, as unidades
formil, formimino e hidroximetil, todcs sao transferidos de um substrato para o N-5
da coenzima. Entratando, nas'reaQSes requerendo um ativador complementdrio, K* ou
ATP, a unidade de 1-C é aceita pelo N-10. ' '

» Os fatos relatados para.% funggo como um doador de unidade de 1-C nas
reagzes de transferencia, sao consideradas as verdadeiras formas ativas o &cido
10-formil e o Acido 5,10-formiltetrahidrofdlico.

Os requerimentos das coenzimas félicas sao gerais para tddas as cé-
lulas do organismo, nao se achando restrito a um tunico gsistema, j& pela sua partici-
paggo indispensdvel na biossintesc de bases puricas e pirimidicas e metabolismo de

amino-acidos. '
As pesquisas feitas até o memento, muito contribuiram para esclare-

cer totalmente sObre as estruturas quimicas, fungzo, biossintese, degradagao.
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