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No metabolismo celular @s processos biológicos e bioquímicos estão asso

ciados a coenzimas específicas correspondentes a moléculas orgânicas complexas» MuJL 

tas vêzes estas moléculas contêm radicais químicos que os animais são incapazes d e  

éintetizar sendo necessário suprí-los na dieta»

No caso de indivíduos carentes de vitaminas do complexo B, o acréscimo 

destas vitaminas à dieta determina correção do quadro característico da carência»

As vitaminas do complexo 8» nas quais está incluído o ácido pteroilglutíi 

mico (ácido fólico), são exemplos dêsses radicais' químicos complexos, cuja coen— 

zima será objeto de nosso estudo»

fllSXOSttCQ. 6 WQMEMClATn«A

Era 1931, Mills, (1) descreve e publica pela primeira vez um síndrome clj[ 

nico observado em mulheres da índia. A doença estava associada à gestação e apre

sentava quadro sangüíneo semelhaiite ao encontrado na anemia perniciosa» Alimentan

do as pacientes com grandes doses de Marraite (extrato concentrado de levedura au- 

tolizada), curava-se a anemia»

Mills e Stewart, (cf.ref» 1) induziram, experimentalmente, era macacos, 

te síndrome clínico, alimentando-os com dietas idênticas às das mulheres de Bombaim, 

Notaram que esta anemia em macacos (macrocítica tropical), também, podia ser curada 

com o extrato de levedura e certos tipos de extratos de fígado» Entratanto, obser

varam que extratos de fígado, eficazes na cura de anemia no homem, não tinham efei 

to para es macacos submetidos a esta dietasexperimental. Estas observações serviram 

para distinguir o fator anemia anti-perniciosa do fígado, do fator efetivo para a 

anemia macrocítica $ropical»

Day e colaboradores deram o nome de "Vitamina M” ao fator essencial que 

ourava ©s macacos. Mais tarde, observaram ser êste fator & "fator Lactobacillus ca
sei" ou o ácido pteroilglutâmico»(2)

Stokstad e Manning (cf, ref» 1) observaram, em frangos sob dieta experi

mental, resposta efetiva a ugj fator desconhecido de crescimento em levedura. Desig

naram de "fator U" esta substância que, anos depois, verificaram ser idêntica ao 

ácido jjtâroilglutâmico,

Hogan e Parrott (cf. ref. 1) encontraram um fator, presente no fígado, 

que prevenia a anemia macrocítica em frangos, a que deram a denominação de "Vitami

na Bc".

Mitchell et al,, (c.f. ref, 1) obtiveram do espinafre uma substância de 

reação ácida, com as mesmas propriedades raicrobiológicas, estimulante d© cresci

mento de Streptococcus faecalis B e Lactobacillus casei, â esse fator deram o nome 

de "ácido fólico". 0 nome ácido fólico, foi defendido sem entretanto significar 

têrrao de uma substância química específica»

Os trabalhos apresentados desde então, trouxeram para a literatura nume-



reses nomes designando um mesmo princípio ativo da vitamina, muito antes de isola

da e de sua estrutura ser determinada.

A Tabela I, dá um resumo histórico da nomenolatura de preparações eom peâ 

sível atividade biológica devida ao ácido pteroilglutâmico ou compostos relaciona

dos*

TABELA I
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, Nome * Descrição ! Data 1
• Fator tfills , Extrato de levedura eficaz no $ 1931 t

, tratamento de anemia macrocí- , •

, tica tropical ,
* Vitamina M• • Extrato de fígado e levedura * 1938 g.

* eficazes para citopenia nutri. • «
' cional em macacos ' •

• Fator U * Fator de crescimento para fraa * 1938
, gos presente no extrato de le- , •

« , vedura , t

* Vitamina Bc • Fator do fígado que impede an& -* il939 t
g

• * mia macrocítica em frangos * •
• Fator de eluato t Fator de crescimento para . 1940 t
« de norite t L.casei a partir de levedura •

, e fígado , •

* Ácido fólico » Ativo para S.lactis R, cencen- » 1941
•
«

' trado a partir de espinafre * «
• Fator L*g.iS.ei•

( Isolado do fígado e levedura | 1943 «

,Fator S.L.R. * Fator de crescimento para * 1943
•
•

t (rizopterina) * S.lactis R. inativo para L.ca- * «
' sei.obtido a partir do produ- * *
* to de fermentação de iltLizfiJMlS. * •

t

Trabalhos sucessivos com técnicas de isolamento de fígado, degrada
ção e síntese conse§uiu-se preparar o peido pteroilglutâmico*

A vitamina foi encontrada conjugada com cadeias de ácido garaa-glu-

târaicp, variando de 3 a 7 resíduos ligados por cadeias peptídicas que podem ser 

rompidas por enzimas específicas, denominadas conjugases*

Ura composto isolado do fermento, foi demonstrado conter 7 resíduos 

de ácido glutãmico,recebendo o nome de ^Vitamina Bc conjugada”* Uni outro composto 

isolado de cultura de Rhizopus nigricans. recebeu o nome de Rizopterina, sendo a- 

tiva para Streptococus faccalis aas inativa para Laçl-Qb.a£UJjlS-<^SÜ

Em 1948, foi isolado nm composto semelhante ao ácido fólico, fator 

de crescimento para Leuconostoc citrovorum 8081, verificando-se que o CF (fator 

citrovorum) podia substituir Pte Glu (peido pteroil-glutâmico), para crescimento 

do S.faecalis.

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

cpnstituiçãe. (3)
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__ Ácido folico_ _e _f atores relacionados. isolados .de matérias naturais.
» Fator i Constituição Ensaio Fonte ■ '

,Fator de eluato Ácido pteroilglutâmico Extrato levedji
,de norite ra

,Ácido fólico •• W S^lactis R 
SaÍ sêSa LLSJL 
k«uca§.ci

•
Espinafre auto- 
lizado

,Vitamina Bc M M
Frangos Fígado de porco 

'autolizado
Fator L.casai Ácido pteroiltrigluta- LuiiasjdL Cultura de Ççty-
'fermentação
>

mico nebacterimn

Fator L»ÁLâS£Í ” pteroilglutâmico i,.ÇSSfiÍ Extrato aquoso
fígado de fígado '

'Vitamina Bc , ” pteroilheptaglu» 
tâmico

Frango Levedura '

Fator SLR
i
i

" 10-formil-pteróico Licor de fermen- ’ 
, tação, extrato de ' 
, tecido e fígado '

'Acido lO-formil " 10-fermilfóiico S^£aêc.aJULs R 1 Fígado autolizado ,
| fólico

. Fator " 5-forrailtetrahi- ' L.citravorum ! Fígado autolizado ,

.xaxm * drofólico 
1

’ (ou P.cerevi- 
siael

fração L do figa- , 
do ,

,Ácido folínico " 5-forrailtetrahi- Lecasei em p Enzima digestiva >

L  _

’ drofólico 
»
t

presença de 
7-inetilfólico

de fígado de ,
porco ,

>

Ha grandes variações de nomenclatura e abreviações para o ácido fá

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

Applied Chemistry-lnternational Union of Biochemistry) tentando padronizar a no

menclatura e símbolos usados para êstes compostos, traz a constante da Tabela 

III (4),

I  • í  993
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Acido pterpico ^ Pte
tl pteroil-glutâmico Pte Glu
tt pteroil-diglutâmico Pte G1u2
•1 pteroil-triglutâmico Pte GIU3
II pteroi1-hepta§lutâmi co Pte Gluj
H 7,8-di idro-pteroi1-glutâmi co HgPte Glu
II 5,6,7,8-tetraidropteroil-

glutãmico H4Pte Glu

Radfcal metila H3C-
tt metilena - H2C -
•• hidroximetila hch2
tt forraila HCO -
Cl formimina HCNH

Folato e Ptereato - Termos gerais para vários
membros da família*

E S  T—R. 0 T U  « A  Q . O f m C A

0 estabelecimento da composição química da vitamina e a conclusão de seu

papel como ura "princípio ativo" no metabolismo, deve-se aos estudos sôbre a cura 

de anemias e fatores de crescimento para microrganismos» Concluiu-se que a substâjx 

cia envolvida nos diferentes casos não devia ser idêntica mas apresentar-se com 

um tipo comum de estrutura. (5,6)

O ácido Pte Glu isolado e caracterizado, foi a chave para a revelação

de uma complicada origem de compostos interrelacionados e conjugados»

Atrafeés de técnicas de extração, precipitação, adsorçao, crornatrografia 

e trocas iônicas, o ácdio Pte Glu tem sido isolado de várias fontes pela degrada«* 

ção de formas conjugadas (enzimolise). 0 primeiro fator cristalino ativo, obtido 

a partir do fígado, deve-se a Pfiffner et al. (7).

Binblcy et al., isolaram um poliglutamato de levedura em forma cristali

na que era inativa para Lactobacillus _casei e Streptococus faecalis. mas com ativi

dade antianêmica para frangos. (8,9) Ficou demonstrado que concentrado de levedura 

incubado com uma enzima de rim de porco, tinha sua atividade aumentada para microx, 

ganismos, poetanto, a enzima ativava uma forma conjugada inativa.(10)
Em 1946 Pfiffner, esclareceu que êsse conjugado possuia sete resíduos d e  

ácido L-glutãmico e era o ácido pterèilrhexa-garaa-glutamil-glutãmico, cuja cadeia 

podia ser rompida por uma conjugase denominada "Vitamina Bc conjugase", (11,12) 

y Foram descritas duas conjugases, uma presente no rim de porco e outra em pancreas 

de frango; ambas necessárias para hidroíise cprcpleta do conjugado de 7 resíduos.

A conjugase de rim de porco hidrolisa 70% e a de pâncreas de frango, 30% usadas 
em etapas sucessivas» (13)



Slokstad, (2,14) elucidou a estrutura do ácido Pte Glu. Começou 

com a degradação do fator L. casei da levedura e, finalmente, estabeleceu a fór

mula do Pte Glu como sendo o ácido N { [ (2-araino-4-hidroxi-6-pteridil)metilJ 
aminojbenzoil-glutâmico.

I I
i I
l o! OoàH

/ = \  u  1

OO PARANÁ -  INSTITUTO DE BIOQUÍMICA

— 5 —

. I

A 1 —    íli.

Fif,l - Ácido pteroilglutâmico: Ri metade pteridina.

R2 metade paraminobenzóico, R3 metade ácido glutâmico,

A) - ESTRUTURA DA METADE PTERIDINA

A hidrólise aeróbica do fator L.casei de levedura origina um pro

duto ácido dibásico: C7H5N5O3. A titulação eletroraótrica indicou a presença de 
dois grupos acídicos: um carboxílico e um enólico. 0 aparecimento dêste composto, 

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

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

COOH

Fig,2 - Ácido 2-amino-4-hidroxi-6-carboxil pteridina

O grupo carboxílico na posição 6, foi determinado após tratamento 

do fator L,casei com ácido sulfuroso, dando um produto aldeídico que, em ausência 

de ar, foi tratado corn álcali diluido, sofrendo uma oxi—redução semelhante a 

Cannizzaro dando quantidades eqUimolares de ácido e um composto metilado que foi 

degradado a 2-metil-5-amina pirazina. (Fig. 3  )

A A SOè , » L  . ____  ^
»CM O

OH

■ 1

t q x :  - o o i

v x x  .................................................

Mc».
OH"

COOH
OH * OM

Fig, 3 - Hidrólise anaeróbica do fator L.casei
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A confirmação da localização d© grupo hidroxil na posição 4 e as p& 

aições dos outros grupos funcionais foram estabelecidos pela síntese do ácido 

2-amino-4-hidroxi-6-carboxil pteridina.

CONCLUSãO: a) O ácido dibásico foi formado sob condições aerábicas« 

provando que o grupo ligante foi oxidado antes da clivagem e, por esta razão, não

seria o grupo carbenil de uma araida eu éster.

b) 0 grupo ligante poderia ter sido uma unidade de 1-6 , 

desde que o derivado pteridina e purinas transportassem substituintes de 1-C.

Baseando-se na estrutura de ácido dibásico, a metade ptfi,

ridina da vitamina foi deduzida como sendo um grupo 2-amino—4-hidroxi-ó-pteridil 
metileno. (Fig. 4 )

-  6 -

B) - ESTRUTURA DA METADE P^MINOBENZOILGLUTAMICO

O estabelecimento da interrelação entre o fator L.casei do 

fígado, 0 fator L.casei da levedura e a natureza da metade p-amino benzoil, foi p

Fig. 4 - Metade pteridina

possível por hidrólise aeróbica e aneeróbica de cada composto.

Pela hidrólise alcalina anaeróbica (Fig. 6) resultaram um ra-

cêmico e dois equivalentes de ácido glutãmico. A hidrólise em pH 4 deu ácido 1-pix 

rolidona carboxílico que, por hidrólise alcalina, produziu ácido L (+) -glutãmico.

Pela hidrólise alcalina aeróbica do fator L.casei, resultou uma

amina aromática que, hidrolizada com ácido sulfurico 2 N, deu um equivalente do á- 

cido p-aminoben:

V y Y S

oq-

•f 1 « />- & h w

COOU

*Í*04

tiVi %

’ 511 • ft.too Fig. 5 - Esquema de hidrólise aeróbica e anaeróbica de ácido 
Pte GIU3
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C0NCUJS50; No ácido pteroilglutãniico, a metade p-aminobenzoil cons- 

ta» apenas, de ura resíduo de ácido glutâmico, enquanto que e fator L, casei da lev& 

dura, contém três resíduos cujo modo exato de acoplamento é era tripeptídeos; os 

trabalhos de síntese mostraram que as ligações se fazera como no ácido gama-gluta- 

ail-gama-glutâmico. (15)

C) - ES X H U m A  PA iUZQPIfiUM

A rizopterina foi isolada da cultura de Rhizopus nigricans a 

partir do produto de fermentação do ácido fumárioo, Trata-se de um derivado do 

ácido pteréico (Fig. 6); »também chamado ácido 10-formil pteréico» (Fig. Z)

Ao contrário do que se verifica com o ácido pteroiltriglutãmico» a 

rizopterina é ativa para S.faecalis (fator SLR) e inativa para L. casei. (2,16,17).

H

OH
c^ f O ^ cò0K

HC.-0

Fig. 6 - Acido pteréico Fig, 7 Rizopterina ou ácido

10-formil pteréico 

D) - ESTRUTURA DO. itCIDO FORMIUETRAIIIPKOFÓLICO

Souberlich e Bauraann, (20) em estudos referentes a nutrição de 

8031, observaram que não havia crescimento em meio basal 

eoBStituido pelos amino ácidos conhecidos e vitaminas. Entretanto a adição de extra, 

±o de fígado concentrado (reticulogeno), promovia o crescimento. A êste fator obti

do de material natural, foi dado o nome de "fator citrovorum" (CF),

Três grupos independentes estabeleceram a estreita relação das 

estruturas do CF e do Pte Glu, pela comparação de atividade de substancias antagôni. 

ças do Pte Glu.

0 primeiro grupo encontrou em ensaios com L. casei, que, CF 

concentrado superava os efeitos téxicos do ácida 4-arainopteroilglutâroico (Fig. 8) 

e do ácido metilfélico (Fig. 9)

Fig, 8 - Acido 4-arainopteroiA 
flutâmico

, ±9 - Acido metilfélico
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O segundo grupo demonstrou em S. faecalis e camundongos» a reversão 

competitiva e não competitiva de antagônico ácido 4-aminopteroilglutâmico.(21)

0 terceiro grupo isolou sinteticamente em forma cristalina e ácido 
&-formil-5,6,7,8-tetrahidropteroilglutsmico (Fig, *Q), verificando sua atividade 

biológica ser tão efetiva como o CF natural» A este fator sintético» obtido do 

fígado denominaram de leucovorina» (22»23,24)

S r  \
C.HO

Fig. 10- Acido folínico ou leucovorina.

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

Pohland et al. (25) que, pela comparação do espectro de absorção em ultra violeta, 

concluiu que o anel pirazínico era deduzido e, por meio de titulações, mostrou que 

o grupo fenólico estava ligado ao anel piridínico em posição 6»
Allen et al. (26,27) concluirara, por estudos polarográficos que o á- 

cido folínico SF era constituído de uma metade 5,6,7,8- tetrahidropteroil.

Todos êstes dados forneceram a determinação da estrutura do fator 

citrovorum sintético como sendo 5-formil,5,6,7,8-$etrahidropteroilglutãmico, cujos 

sinônimos são "fator citrovorum (CF), ácido folínico SF e leucovorina".

PROPRIEDADES FÍSICAS E QUÍMICAS

A) - PROPRIEDADES GERAIS

As propriedades gerais do PXe Glu estão apresentadas na Tabela IV (28)

Fórmula empírica (a)
Peso molecular 

Cor

Cristais

Solubilidade em água (c) 

ácido livre 

sal dissódico

Rotação óptica

Ponto de fusão 

Absorção máxima (pH 13)

Valores de pKa (d)

C19H19N7O6 
441.4

amarelo

em forma de folíolos em 
lança (b)

lOmg/1 a 08; 500mg/l a 1008 

15mg/l a 0®

= +168 em NaOH 0,1 N 

à concentração de 7,6g/l

Escurece e carboniza a 2508

256 mu E=30xl06cm2/mol 
T  6 2 .

232 mji E=20xi0 cm /mol
365 rnp E^.exlO^cm /mol 

5,0 , 8.2

a) - amostra dessecada abaixo de 1408 contendo 2 moles de II2O
b) - cristalização a partir da água » ,
c) - insolúvel, relativamente, era muitos solventes orgânicos

lentamente solútoel em acido acético
d) — insolúvel abaixo de pll 5



0 Pte Glu seca-se à temperatura moderada e a pressão atmosférica 
contendo uma quantidade de H2O correspondente a dihidrato: a 145a em alto vácuo 
perde sua água de cristalização tornando-se hiijrométrico.

B) - CARACXSlíSTICAS ESfJXTlíAIS

I - Espectro de absorção ultra violeta

0 Pte Glu tem espectro de absorção característico no ultra 

violeta altamente influenciado pelo pH. Apresenta ura pico máximo a 256, 282 ê 365 mp 

em solução de hidróxido de sódio 0,1 N. Os picos a 256 e 265 mp são devidos a por- 

Ção pteridina da molécula, 0 pico a 282 mji é devido ao ácido p-arainobenzóico.

0 ácido glutãqiico exerce pouco efeito sobre espectro de absorção 

registrado em ultra-violeta, assim a adição de mais um ácido glutãmico não troca a 

posição do pico de absorção.

Os espectros de absorção do ácido fólico, dihidrofólico, tetrahidro- 

fólico e derivados como formil e hidroxiraetilfolatos, estão apresentados no Quadoo 

1, onfâe a pH neutro 0 ácido tetrahidro e hidroximetiltetrahidrofólico tem picos 

idênticos. A pH ácido, o pico do hidroximetiltetrahidrofólico é a 290 n̂ i e a 270 cyi 

o pico do ácido tetrahidrofólico. (Quadro I pag. 10) ( 28)

« ,  ...v o í DO PARANÁ -  INSTITUTO DE BIOQUÍMICA
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II - Espectro fotofluorimétrico

As medidas do espectro de absorção e fluorèscência das ptc- 

ridinas são propriedades de grande valor para a caracterização das estruturas do 

Fte Glu e suas coenzimas.

As mudanças no espectro promovem meios convenientes para se

guir reações enzimáticas envolvendo estas substancias« isto é, no caso da transfor

mação enzimática do ácido fálico para 10-CH0-f©lico e ácido H2Pte Glu, se estabele

ce através da leitura da fluorescência dos produtos formados. (29)

Efct 1963, Uyeda et al. (30), relatam que dihidrofolatos e todos 

es tetrahidrofolatos derivados, possuem extinção máxima entre 300 a 320 nji e flúores.

cência máxima entre 360 a 325 mji, . exceto .o^ácido 5,10-meteniltetrahidrofolato.

Examinando, ainda, os folatos e compostos relacionados, mostra- 

ram ativação máxima de 360 a 380 rau e fluorescência máxima a 450- 460 m̂ i. Observa

ram que a intensidade da fluorescência do tetrahidrofolato aumenta em soluções aci

das, propriedade esta que proporciona método altamente sensível para uma determina

ção quantitativa do tetrahidrofoiato. A Tabela V, apresenta os dihidro e tetrahidro 

derivados examinados apresentando as fluorescências e excitações máximas.

*'AD€ DO PARANÁ — INSTITUTO DE BIOQUÍMICA

11 f 
; Composto

Escitg-
ção max. 
* mu

1 Fluor.* 
max. mu

% T I 
(a)

✓pH
oti-
mo cgf i

Cone. ' 
sM

, ,tetrahidrofolato 305,310 360 1600 3 2-10 0.0038

' 5-formiltetrahidrofolato 314 365 32 7 7-9 0.05

, 10-formiltetrahidrofolato 313 360 47 7 7-9 0.007.

' 5,10-meteniltetrahidrofolato 370 470 500 4 3-6 0.0088

, 5- formiininotetrahidrofolate 308 360 5 7 7-8 0.00385

' 4-amino-4-deoxitetrahidrofolato 303 360 4 2 2-7 0.004

, 2-ami no-4-h i droxi -6-me ti 1-tetr.a 
<, hidropteridina - - 0 - 2-9 0.05

' 2-amino-4-hidroxitetrahidro- 
' pteridina dihidrofolato — - 0 mm 2-9 0.05

i dihidrofolato 317 425 32 9 5-9 0.011

' folato 363 150-460 1 9 2-9 0,05

, 10-formilfolato 364 M «« 140 9 2-9 0.05

1 pteroato 375 U M 4 9 6-9 0.05

i 4-amino-4-deoxifolato 385 •1 tf m 7 2—7 0.0025

' 2-amino-4-hidroxipteridina 1
353 450 120 8 6-8 0.025

' 2-amino-4-his!roxi-6-metilpteridina 355 450 1200 8 6-8 0.005

< 2-amino-4-hidroxi-6-carboxaldeido

< pteridina 360 450 22 9 2-9 0.05

, 2-amino~4-hidroxi-6-carboxipteridi na 360 450 160 8 6-8 0.025

' p-arainobenzoilglutamato 310 360

i

2 

i______

6 2-7 0.05

r* - 3.000



a) - Valores expressos em termos de transmissão % de uma solução 
padronizada a 1 mM para a escala fotomultiplicadora 0,01 de 
Espectrofotofluoremetro Aminco-Bowmati, fixado para uma sensi,' ' : 
bilidade de 40.

b)- Os testes foram executados a intervalos de uma unidade de pH 
entre os limites mostrados.

o  cmacteríancAs' M Q m m tei çfS
Os métodos de separação por oromatografia em papel são usados, 

também, para os produtos de hidrogenação de ácido fálico. A técnica é desenvolvida 

em fosfato dibásico de potássio 0,1 M (K2HPO4); em condições de baixa pressão de 
02 • aparece uma série de manchas azuis fluorescentes. Os valeres do Rf destas mau 

chas dependem dos solventes empregados para hidrogenação.

0 ácido dihidrofélico formado em álcali diluído mostra, someg 

te, uma mancha fluorescente sobre cromatoçrafia (31)

0) - CARACTERÍSTICAS DA REACOES QUÍMICAS

0 ácido fólico e as pteridinas são, prontamente, hidrogenizáveis seg 
de, entretanto, reoxidades pelo oxigênio atmosférico.

0'Dell et al. (32) demonstraram redução do ácido PTe Glu em solução 

alcalina em presença de um catalizador, o óxido de platina. Observaram que um mol 

de hidrogênio era utilizado nesta redução, formando um produto colorido, o ácido 

dihidrofólieo,

Furthermann, (33) preparou-o pela redução enzimática do Pte Glu com 

hidrosulfeto de sódio em solução a pã 6, em presença de ácido ascórbico.

0 ácido fl̂ Pte Glu oxida-se em solução alcalina, ou abaixo de pH 5 

exposto ao ar, formando o ácido fólico e produtos de degradação não identificados. 

(29) Era solução ácida a reexidação se dá lentamente e os produtos de degradação 

são amareles de comprimento de onda máxima ã 420 mji.

A atribuição da estrutura do produto reduzido nas posições 7,8 e 

não às posições 5,6, foi originalmente, feita com base em evidência química indi

reta. Se isoxantopterina (Fig. 1X0 não pode ser reduzida por hidregenização cata

lítica, ambas duplas enólicas à posição 7,3 e 5,6 são refratárias, mas xantopterl 

na (Fig. Í 2 ) t entretanto, é reduzida para forma dihidro. Daí se deduzir que a du
pla enélica à posição 5,6 seria não reativa e a redução provavelmente, ocorre, na 

posição 7,3 (32) •

,g!,DAO£ DO PARANÁ -  INSTITUTO DE BIOQUÍMICA
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Fig. 11 - Isoxantopterina Fig. l£ - Xantopterina



Osbotnr, et al* (34) relataram redução enzimática do ácido dihidrofó- 

lico, com informações referentes a sua estrutura. Pelo fato de que o I^Pte Glu rea. 

fe 100% no sistema dihidro redutase, afirmaram fortemente que nenhum hidrogênio 
no dihidrofólico está na posição 6 e sim nas posições 7,8. Sendo estabelecida sua 
estrutura como mostra a (Fi§. 1-3*)

DO PARANÁ -  INSTITUTO DE BIOQUÍMICA
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H

Fig. I3 - Acido dihidrofólico 

II -

A redução catalÁtica do Pte Glu, adicionando dois moles 

de hidrogênio, com óxido de platina era uma variedade de solventes forma o ácido te - 

trahidrofólico (H4Pte Glu). A redução pode ser ainda, executada em ácido acético 
glacial, em soluções aquosas neutras ou era ácido fórraico 90%. (Fig. Ikjj)

Embora 0 ácido fólico seja solúvel nêste último solvente,

a média de teduçãp é consideravelmente mais rápádo do que em ácido acético glacial.

A obtenção do H4Pte Glu em laboratório, (35) a partir de 

redução da mistura por precipitação com éter em condições anaeróbicas ou pela re

moção de ácido acético glacial por liofilizaçÇo, dá inicialmente um produto branco 

e sólido, tornando-se acizentado ao se decompor pela exposição ao ar. Esta decompa. 

sição é evitada armazenando-o a vácuo a -10c.

0 produto obtido pela liofilização, mostra uma absorção 

máxima a 290 mji quando em solução neutra preparada recentemente. Em ausência de a- 

gentes redutores o composto torna-se instável apresentando o pico em 260-270 nui.

Em solução neutra o H^Pte Glu rapidamente, converte-se a 

I^Pte Glu, e a subseqüente oxidação é consideravelmente lenta, porém em presença 

de oxidantes como Mn(>2, MnO^ e I2* oxida o anel pteridínico reduzido.
0 ácido fólico contém um carbono assimétrico na metade 

acido glutãmico, que não influência na redução, e 0 produto formado contém igual 

quantidade dos dois isômeros. Comercialmente, o ácido fólico é preparado a partir 

de ácido L-glutâmico, sendo e produto, referido como ácido L-fólico. Ao se reduzir 

0 ácido L-fólico produz o dl (L)- H^Pte Glu (tetrahidropteroilglutÂmico): dl refe- 

re-se à configuração do anel tetrahidropteridina ao C-6 ; L refere-se à configuração 

da metade ácido flutâmico. (3)

000 Fig. lú - Acido tetrahidrofólice
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III) -

Os ácido fólico e ácido pteróico, são formilados quando trata

dos cora ácido fóimico a 90% dando, respectivamente, ácido 10-formilfólico e ácido 

10-forrailpteréico, O grupamento formil da molécula pode ser removido com NaOH 0,1 N, 

a temperatura ambiente eu quando aquecido em pH 10 - 12.

Por redução catalítica do ácido 10-formilfólico em ácido for

rai do, ácido acético ou em solução aquosa e aquecido em solução alcalina, obtém-se 

o ácido 5-forrailtetrahidrofólico (Fig 10). Êste produto, também, é obtido pela re

dução do ácido fólico em ácido fórmico qquecido em solução alcalina. Em ambas as 

reaçães presume-se ser o produto primário de redução o ácido 5-formiltetrahidrofó- 

lico (sintético), possuindo um centro assimétrico no C-6 da metade tetrahidropterJL 

dina, diferindo assim, daquele isolado de produtos naturais.

Una mistura sintética de diasteroisõmeros foi, parcialmente, 

separada, sendo um dos isômeros de forma lL-isômero e o outro dL, obtido em forma 

pura â r,eS:ê tanatividade para micorganismos igual ao natural (fator citrovorura)(36) 

(Fig. 15) ' )

w
CH,- COOd
I 1 
CH.

wn COH

Fig. 15 - Ácido S-formil-dl-S.ó^O-tetrahidropteroil-L-glutâraico1

0 ácido 5-formiltetrahidrofólico e o ácido 10-forrailtetrahidrofó- 

lico perdem uma molécula de água em presença de ácido, formando o ácido 5-10-raietâ, 

niltetrahidrofólico (Esquema 1) que é, também, chamado anidroleucovorina ou fator 

anidrocitrovorum. A interconversão destes compostos mostra o esquema.

RiM

%

CHO OH N p —
CMO

Esquema I  -  Irrfcerconverísao de comiTOstos

- 5.000
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0 composto III, tem características de absorção máxima a 350 nyi em 

solução ácida. (3)

Kaufman et al. (37) separaram dois diasteroisômeros do 5,10-metile- 

netetrahidrofolato em coluna de trocas iônicas com di ou tri-etilarainoetil celulo

se. Observaram que o lL-isômero, é quase 100% ativo para microrganismos e serve c& 
mo substrato para reaçães enzimáticas de dehidrogenase e redutase. 0 dL-isoraero é 
inativo tanto para um como para outro processo.

BIOSSÍNTESE - MECANISMO DE FOKMACftO

Ha várias vias de formação do ácido glutâmico, composto chave 

no metabolismo em plantas e animais: por transaminação na via do ciclo dos ácidos 

tricarboxílicos, catabolismo da histidina, carboxilação do gama-aminobutirato e por 

deaminação de glutamina.

A partir da histidina, a formação do ácido glutâmico tem uma 

via comum ate a formação do forraimino-L-glutamato (Esquema EL), variando, daí por 

diante, de acordo com e micorganismo usado.

Em Pseudomonas fluoerescens. é removida a amónia, hidrolítica-

raente dando o formil-L-glutamato que, hidrolizado, dá formiato e L-glutamato (par

te A do esquema).

Era Aerobacter aeroaenes e Clostridium tetanomorphum , o N-formi 

raino-L-glutamato é, diretamente hidrolizado dando formimida e L-glutamato, (parte B 

do esquema).

Em fígado, o ácido glutâmico é formado a partir do N-formimino 

L-glutamato, pela transferência do forraimino para o ácido tetrahidro^ólic© produzia, 

do o peido 5-formimino tetrahidrofólico mais o L-glutamato, (parte C do esquema)(38),

WOOC
(A)

.V

HOOCX H HOOÇ. HN
e

I I 
H W H

I
H

'1

Hoof CHO 

—  CH-Áu

(©)

J.- Clwiüroofo «-

(«)•a,

(farmatnido)

h4 p u  ci*

Pít CXw

Esquema II — Mecanismo de formação do ácido glutâmico.

“ 23 - 6.COO
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II) - PTEHIDINA

A semelhança estrutural do núaleo de pteridina com a do núcleo 

de purina, pois em ambos os casos o anel de pirimidina vem ligado ao anel heterocí- 

clico contendo dois átomos de N( levou Albert (39) a sugerir que, numa conversão 

química, as purinas poderiam ser precursoras de pteridinas.

Em 1957t Albert (40) apresentou um esquema qmoque uma 2-hidro- 

xipurina (I), por hidrólise de seu anel imidazólico, abre-se dando o 4-amino-5-for- 

mamida-2-hidroxipirimidina (II). Êste formil derivado perde o grupo formil quando 

autocatalizado pelos ions H+ liberados do ácido fórmico, possivelmente, dando 4-5- 

diamino-2-hidroxipirimidina (III) que, combinada com glioxal, dá 2-hidroxipteridinai 

(IV). Adiraitiu, ainda, que estas reações integrassem sistemas biológicos.

Esquema III - Síntese do anel pteridínico

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

varam que os dois anéis da pteridina originam-se pela entrada de glicina e subse

quentes adições de CO2 e formiato, produzindo o componente pirimidina.
Weygand e Waldschmidt (42), injetando glicina marcada n a carboxi- 

la cora Cl4 e formiato com em larvas de borboletas, observaram que êstes corapô . 

tos eram incorporados ao pigmento da pteridina e leucopterina, isolados das asas 

das borboletas adultas. Os resultados observados levaram à conclusão de que os á- 

tomos da pdsição Oà, 4a é^5”eràm derivados dá-§lidifta.cô átorâõ dá-posi^áo 4 deri

vado do C(>2t originado da carboxila da glicina, via ácido glioxílico; o ptorao da 

posição 2 provinha do formiato e os átomos das posições 6 e 7 da glicose. Isto 

sugeria que purinas e pteridinas são formadas per semelhantes vias biossíntéticas. 

(Fig. 16)

H Cucina

7  r  - ;ns.r 

U • J

Fig. l6 - Leucopterina

I " ' 53 - 6.000
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Vieira e Shaw <43) estudaram a biogênesis de folatos em céluias de 

Corynebactcrium. a partir da adenina-2-C^, observando sua incorporação em ácido 

pteroiltriglutamato que, em coluna croraatográfica, apresentou alta radioativida

de da purina em posição 2; concluíram que tais purinas são precursoras de anel 
pteridina do ácido fálico e a formação do referido anel envolve a remoção do C-8» 

Jaenick (cf.ref.33,44), usando ribose marcada em Corynefeacterium. 

verificou sua incorporação nos C-ò e C-7 na porção pteridina do ácido fálico e do 

acido pteroiltriglutamato, sendo que provinham dos C-l e C-2 da ribose*

Reynolds e Brown (45), usando extrato livre de células de E.coli.

demonstraram a síntese enzimática de pteridinas que podem catalizar a conversão de 

guanosina nucleotídeos (GMP, GDP, GTP) a folatos derivados. Apresentaram um esque

ma de reação, possivelmente ocorrida, formando o precursor da pteridina do ácido

fálico* Nenhuma evidência obtiveram da natureza da unidade de 1-4} removido na eta

pa enzimática que ocorre na metade guanina*

0 composto de 1-C poderia ser removido ao se dar a oxidação do ácido fármico, requs, 

rendo talvez o ácido tetrahidrofálico como coenzima, entretanto, adições d*a- coenzi— 

ipa na mistura de reação não afetam as quantidades de guanosina e GMP convertidos eút 

folato.

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

porção ribose do composto II* O precursor do ácido fálico no sistema enzimático de 

E. coli. é o composto IV defosforilado*

CONCLUSÃO: Uma guanina nucleotídeo é o mais direto precursor de pteridi

nas. O uso de substratos radioativos trouxe as seguintes informações:

a) Guanosina marcada, uniformemente, com C ^ t incorpora, efe

tivamente, no composto pteridina (ácido dihidrofálico) obtido como produto enzima-
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enzimatico;

b) Guanosina-B-£^, incorpora no ácido dihidrofálico mas o produto 

não é radioativo.

ç) Quando várias espécies de ribose-C*^, são adicionados em mistu

ras reativas com guanina fria, verifica-se que C-l da ribose é incorporado no pr& 

duto pteridina.

III) -

0 ácido shiquímico tem sido identificado como chave interme

diária da biossíntese dos aminos ácidos aromáticos e ácido-p-aminobenzóico.

Os estudos enzimáticos da conversão do ácido-5-fosfoshiquí- 

mico em ácido p-aminobenzoico com glutaraina como amino doador específico foram 

feitos em extrato livre de células de levedura de padeiro. O mecanismo está, total 

mente, elucidado sabendo-se que a amida-N da glutamina é transferida para o ácido 

5-fosfoshiquímico. (Srinivasan e Weiss cf. ref. 33)

IV ) -  p-AMINQgENjSOILGLUTAMATO

A formação do p-arainobensoilglutamato, a partir do ácido p- 

aminobenzéico, glutaraato, ATP, Mg++ e CoA, tem sido relatado por Katunuma et al.

(cf. ref. 38) com extrato livre de células de Mvcobacterium avium. Incubando-se a 

mistura sem glutamato, ocorre uma reação positiva hidroxâmica (rearranjo de Lossen), 

indicando a formação de uma CoA derivada do ácido p-aminobenzoico. Considera-se 

que a reação envolve, também, ura aciladenilato, como na reação indicada no esquema 

abaixo:

V) -

2> 7.
HM

Na biossíntese do ácido fálico em sistemas de L.arabinosus e

E. coli. substituindo-se p-aminobenzoilglutamato por p-aminobenzoato ou p-araino- 

benzoato + L-glutamato, forma-se igualmente o peido pteráico.

A partir de 2-amino—4-hidroxi-6-hidroximetil-dihidropteridina 
e p-aminobenzáico em presença de ATP e Mg (sistema de Brown), forma-se tambera o 

ácido dihidropteráico, sendo que a reação é inibida por sulfaraidas.(4ó)



VI) - BJSAÇgBSu-BE. M DfiNSflHK)

As reações de condensação sãp hipotéticas, não se tendo evideji

ciado se a pteridina se condensa com p-aminobenzoilglutamato ou se o acido pteréico 

condensa-se com o glutamato. Foram postulados duas reações referentes a biossínte- 

se do acido fólico, ambas reações, possivelmente, existentes in vivo.

Katunuma et al,, Shiota, Brown et al* (cf.ref, 38), demonstra 

ram respectivamente em sistemas livre de células era Micobacterium avium. Lactobacil- 

lus arabinosus. e E. coli. a ocorrência da seguinte reação:

Pteridina + p-aminobenzoilglutamato-------- * ácido félico

No sistema enzimático de Brown em E. coli. observa-se a ocor

rência da seguinte reação:

Acido pteréico + glutamato — ------ y  Acido félico
Esta reação coincide com. apobserv^ção, anteriormente citada, de que 0 p-aminobenzo^, 

to é substrato mais efetivo para o ácido pteréico do que 0 p-aminobenzoilglutamato 

0 é para a síntese de ácido fálico*

• VII) - BIOSSÍNTESE DOS ACIPOS DIHIDllOFÓLICO E TETRAÜIDHOFÓLICO

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

que sintetizam 0 ácido dihidrofélioo ac partir do 2-amino-4-hidroxi-6-hidroxiroetil»

dihidropteridina e p-arainobenzéico ou p-aminobenzoilglutãraico, respectivamente.

Una fração cataliza a conversão do composto (I) em presença de ATP dando um pr& 

dute éster difosfato (intermediário), A outra fração, com p-aminobenzéico, conve£. 

te 0 produto intermediário em dihidropteroato (VI) ou dihidrofolato sem requerer 

ATP. A atividade das duas frações proteicas, catalizando o acoplamento da dihidr& 

pteridina derivada com p-aminobenzoilglutamato, é mais instável do que aquela reji 

Ção promovida com p-aminobenzoato (III).

A formação de dihidrofolato pode ocorrer por etapas sucessio» 

vas de adição de p-aminobenzoato e glutamato, ou pela condensação de pteridina com 

p-aminobenzoilglutamato conforme mecanismo proposto pòrKatunuma et al* (cf* ref.38) 

em tecobacterium avium.

„«SSIDADE DO PARANÁ -  INSTITUTO DE BIOQUÍMICA
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ESQUEMA V - Biossíntese de ácido dihidro e tetrahidrofólico

Nio se conseguiu, em E. coli. nenbum sistema enzimático que conden

sasse ácido dihidropteróico com ácido glutâmico dando ácido dihidrofólico. A forma 

ção de ácido tetrahidropteroiltriglutamato, a partir de ácido dihidropterpico, oco£ 

re por adições sucessivas do ácido L-glutâmico em presença de ATP seguindo o esta

belecido por Griffin e Brown (48) cujos trabalhos levaram a concluir a seguinte 

via dè^>̂°s^^ni:ei5%o ácido tetrahidropteroiltriglutamato:

ácido dihidropteróico-------•»ácido dihidrofólico ^ ácido tetra

hidrofólico — — — » ácido tetrahidropteroildiglutamato — -— » ácido tetrahidropte

roiltriglutamato»

n  • » Oon
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FUNÇÕES DAS COENZIMAS IX) ÁCIDO FÓLICO

Utilizada por uma classe de enzimas conhecidas com o nome «feral de

"pteroproteinas", o ácido 5,6,7,9-tetrahidrofólico é uma eoenzima essencial para 

o metabolismo de unidades de 1-C, Sua função tem distintas contribuições:

1) age como transportador de unidade de 1-C , ocorrendo em estágios: 

primeiro, consiste na aceitação de uma unidade de 1-C e a formação de compostos prjL 

mários, formiltetrahidrofólico, formiminotetrahidrofólico e hidroximetiltetrahidro- 

fólico; o segundo estágio consiste na ativação destes compostos, numa série de 

isomerizações ou reações de hidrólise e o terceiro, consiste na doação de unidades 

de 1-C para um aceitador apropriado,

2) age como substrato para oxi-redução da unidade de 1-C, Esta função 

consiste na interconversão de hidroximetiltetrahidrofolatos a formiltetrahidrofola- 

tos, A reação é reversível e as enzimas que a catalizam utiliza piridina nucleotí» 

deos como eoenzima,

3) age como eoenzima para redução da unidade de 1-C, de um substrato 

hidroximetilade para seu homólogo metilado, Esta reação pode ser acoplada com a 

oxidação de H^Pte Glu para H2Pte Glu •

A transferência dessas diferentes unidades de 1-C se dá em três cate

gorias: a) radical formila -CK*$Of e o radical formimina -CH=NH, são unidades trans. 

portadas ao nível de oxidação do formiato;

b) radical hidroximetila -CH2OH , transportada ao nível de oxidação do for- 

maldeído;

c) radical metila -CHg, obtido pela redução do grupo -Cf^OH.

Constituem importantes transformações metabólicas a transferência destas

unidades de 1-C de um substrato a outro ou sua mutua interconversão.

As principais reações catalizadas pela eoenzima do ácido fólico classi- 

ficagi^se em duas diferentes séries, de acordo com a natureza do substrato sobre o 

qual atuam,

A) No metabolismo de ácidos_ nucleico^:

a) As transformações envolvidas na síntese "de novo" de purinas, em 

que 0 tetrahidrofólico é o cofator que introduz os átomos de C-2 e C-8 das puri

nas, \ ú
b) cataliza a formilação de glicinamida ribotídeo (GAR) e 5-amino-4- 

y- imidazol-carboxamida ribotídeo (AICA8) para respectivamente, formil glicinamida
ribotídeo (FGAR) e 5-formaraido-4-imidazol-carboxamida ribotídeo (FAICAR) (49),

GAR FGAK AICAE FAICAR

- 23 - 5.000
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o) As transformações envolvidas no catabolismo de puririas: na degradaçao 

úde xantina, forraiminoglicina (FIG) tran3forma-se em g lic in a  (G) pela enzima formi- 

mino tran3ferase de FIG, cliamada Enzimal, que u t i l iz a  ItyPte Glu como coengima ( .

J t S HvÇ---

“‘í r  1

FIG G

d) lia síntese de timina e 5~E>etilcitosina, a coenzima cata liza  a raetilaç® 
de deoxiribotídeo do u racil para ácido t im id ílico  e introduz o grupo hidroximetila 

na posição 5 do ácido c i t id í l ic o ,  na síntese do 5-nie t i l c i t o 3Ína (51j52)

B-
Acido c it id í l ic o

B) ITo metabolismo de proteínast

a) A interconversão dos amino ácidos serina-g lic ina, em que a coeri 

zima transfere o grupo hidroxim etil da serina para g lic in a . Embora seja revers íve l 

a transformaçao de serina em g lic in a , a reaçao tom a-se mais complexa, seguindo uma 

diferente via  na transformaçao g lic ina  em serina. ( 53)
A transformaçao serina em g lic ina  é catalizada pelo piridcxal 

fosfato,envolvendo a formaçao da base de Sch iff entre esta coenzima e o amino ácido. 
0 H^Pte Glu transfere uma unidade de 1-C a g lic ina .Ê ste aceitador do grupo hidroxi 

raetil fornia uma base de Sch iff (g lic in a  e p ir id o x a l), representando a forma ativa 

da g lic ina  ( 54) »  0 p iridoxal fosfa to  ê requerido pela enzima de fígado ( 67)

A reaçao serina-glic ina é catalizada pela serina transhidroxi-
metilase ( 68) :

CH2OII-CH.-COOH + HAFte Glu  CH2-C00H +
NHo serina trans-hidroxi- jjjp,

 ̂ metilase ■ d
L-serina g lic in a

+ 5,10-Cn2«H4Pte Glu
b) Transformaçao do h istid ina em ácido glutâmico. Numa das etapas dessa 

transformaçao, a coenzima cataliza  a saída do grupo de 1-C transformando ácido 

IT-formilglutânico e N-formiminoglutâmico em ácido glutâmico (55)»

çooii çooH coon
Cn-NH-Cn-O ÇH-NH-CH-NH ÇH-IIIIç
ÇH2 ÇH2 ÇII2
ÓH2 cn2 CH2
cooH ócon coon

FGLU FIGHJ GLU

c) Na síntese de colina e inetionina, o H^Pte Glu, ê coonziraa necessária
'S/

para doar metil grupo a'a netionina e colina, mao cua funoao nao cata d e fin it iva -

- 5.000



mente estabelecida. A 3Íntese de metionina pode ser obtida pela transferência 

do grupo m etil. 0 mecanismo desta reaçao envolve trancmetilaçao via  complexo 

S-adenosilmetionina para homocisteina.( 56)
M * *

A síntese de colina se dá pela trancmetilaçao para etanolamina e para seu 
mono e di metil derivados (57)«
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S-CH2-CH2-ÇH. 
CH ME

:-coon
^ c h 3

cn2-cii2- iT^cn 3
on

Metionina Colina

Mestas funções metabólicas de unidade de 1—C chamadas r,formiato ou form il" 
e "formaldeído ou h idroxim etil", a coenzima que transporta fragmentos fonnila e 

hidroximetila ê o ácido 5»6>7>8-ÿetrah idrofôli^ , melhor esclarecido no esquema: ( 58]
CUs w£L » CJdJjitruÚL.• o Wcruo. 1 t------

L n m >. r4\DB 

J NK&Wl , N&DÎH

*3tfcLl\jCL CiiLcjLrax*
Friú'-— ̂ZiuáotalL •FH4.5,10̂ rM2L

WCWÛ

HzO

•f - a-TH» 5.10,

f’ KIKDZ 

' KIADÎN - V
NOE+2 A-T2 T"!
.  Z. %■ ri45 fc - c

- tsr\2 -t wcoort

&Vwi.vVO
/ CickL I kvu.L:vû  

Á̂XAjjva. I
CitUAo.

/ r  CtuJta-wuxío
vvu. ÍLâ̂a.vrvúÍo

H t D i NAfHq <■
NtKb2 X /S/AO

jTQ LuJhx. WvoJto
^ £o h. Wvòí. _ 

L̂uictVvxúio

OO
J  *4J41 Q 
> J
5 I

d
£-

0l-4
Id0H
Jsíj
,2
z

ÍTP* NA02H + NADM 
fHí.

t NADR 
NAD?H

P
Esquema VI: Metabolismo de fragmentos de 1-C

P,PH2»FII/j. = ácidos fó l ic o ,  di e to trah id ro fó lico

0 formaldeído l iv r e  (derivado da oxidaçao de gruTDos m otílicos da sarcosi- 

na e d im etilg lic ina ) e o beta C da serina sao fontes d iretas do fragmento hidroxi- 
m etil. 0 formirainoglutâraato, metabólito da liistid ina  é a fonte do fragmento form i- 

mino.Iío esquema o esboço dos doadores o aceitadores de unidade de 1-C e o modo de 
seu transporte sao mostrados nos t r e 3 n íve is  de oxidaçao:

Ao n ível do formiato: l )  um grupo formimino, transportador na posição 5 do HAPte Glu

2) um grupo form il (-CH=0), transportador nas. Jbosiçoel 5 °u 10
3) um grupo metenil (=CIl), transportador de anidroformil às

posiçoes 5 e 10

5.000
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Ao nívfel do formaldeido ou h idroxim etil: o gragmento do 1-C reagindo na forma

5,10-metileno sobro o H^Pte Glu 
Ao n ível do igrupo m etil: doi3 tipos de reações ocorrem na transferencia de m etil

grumos* o primeiro envolvendo cobalaraina, em mutantes de E .c o li, (59) 

e o segundo independente da cobalanina.
Na primeira reaçao, o tetrahidro ê a eoenzima responsável e requer 

para o seu funcionamento cofatores ta is  como FADH2, S-adenosilmetionina e Vitami- 

na B^2, segundo a reaçao: ( 69)

í\ÁJDHp 23*1 p
5-CH -H Pte Glu + Homocisteína  ---------------     •> Ketionina +

S-adenosilmetionina

+ H4Pte Glu
Na reaçao independente de cobalamina, 36 funciona com a eoenzima 

derivada do ácido fá lic o  conjugado (H^Pte Glu2) ,  requerendo -se nesta reaçao ions 

de Mg++ como ativador»

5-CHy H^Pte Glu^ + Homocisteína ----- —— H^Pte Glu + Metionina

Muitas reaçees enzimáticao em que participam os derivados do acido 

fá lic o  têm sido estudadas: ura sumário dessas reações está apresentado em Tabela 

VI, (3 ), página seguinte:



TABELA VI
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Beaçães, enzimát i cas envolvendo derivados do ácido fálico

Enzima
t ---------  . —

R e a ç õ e s  *

* THF* THF-formilase HCOOH + ATP + THF *=* 10,forrai1-THF +

ATP + Pi
Formaldeído ativo HCHO + THF — » 5,10-metileno-THF

Formimino transferase Forraiminoflicina + THF 5-formimi- 
no-THF + glicina

Formirainoglutâraico + THF ç=à 5,formi- 
mino-IHF + ácido glutâraico

Transformilase N-formil-AICfiR + THF «==£ 10-formi1- 
-SHF + AICAR

Serina hidsoximetilase Serina + THF 5,10-metileno-THF + 

glicina

DHF- -redutase THF + NADP+ç = i  DHF + NADPH + H+

10-formil- 10-formil-THF deacilase 10-formi1-THF + HjíO — » 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 ciclo- 5,10-metenil-THF + HgO — ■— » 10,formil-
nil-THF hidrolase THF

5,10-metileno-THF dehi- 5,10-metenil-THF + NADPH + H+ <==5 5,10-
drogenase metileno-THF + NAÜP+

5,formimino- 5-formimino-THF ciclode- 5-formimino-THF — ■» 5,10-metenil-THF +

THF arainase nh3
Formimino transferase 5,formimino-THF + glicina THF + 

forraiminoglicina
5-formimino-THF + ác.glutâmico^=^THF + 
formiminoglutaraico

5.10-raetile- Serina hidroximetilase Glicina+ 5,10-metileno-THF Serina +
no-THF THF

5,10-metileno-THF dehidr& 5,10-metileno-THF + NADP+^ = à  5,10-metfi.
«jenase ni 1-TBF + NADPH + H+

5-formil-THF 5-formil-THF ativado
(5,formil-THF isomerase) 5-formil-THF + ATP — * (10-formi1-THF

ou 5,10-metenil-THF) + ADP + Pi

(5-forrai1-THF ciclode- 
hidrase)

5-formil-THF + ATP — »5,10-metenil-THF 
+ AMP + PP

DHF*# DHF redutase DHF + NADPH + H+ s*=£ THF + NADP+

Ácido fólicc Ácido fólico redutase Ácido fólico - M Q E *  DHF —^^RpTHF

Pteridina redutase Ácido pirúvico + CoA + ác, fólico— »

• 1 Acetil CoA + DHF + C02

* THF e.** DHF, são símbolos usados para ácidos tetrabidrofólico e dilidrofólico 

respectivamente.
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DEGRADACflO DO ÁCIDO FÓLICO E SEUS DERIVADOS

O ácido fólico, em solução levemente ácida, e irradiado pela luz ultra 

violeta, sofre clivagem oxidativa dando substâncias identificadas como produtos de 

decomposição: p-aminobenzoilglutâmic© (III), e algumas pteridinas derivadas, subs

tancias altamente fluorescentes, 0 primeiro produto da fotólise é o 2-araino-4-hidro- 

xi-pteridina-6-aldeído (II) que, por ação da luz converte-se em ácido 6-carboxil (VI) 

e, finalmente, 2-amino-4-hidroxipteridina (V), (60)

ESQUEMA-

Hn~íÇ3 ~'
itr

R.,

A degradação do ácido fólico, em presença de azul de metileno (61) e 

xantina oxidase purificada em condições aeróbicas, assemelha-se à fotólise não enzi- 

mática; converte-se no primeiro produto (II), que é subseqüentemente oxidado pela 

xantina oxidase dando ácido carboxílico correspondente (VI), oxidando, também, o 

2-amino-4-hidroxipteridina (V) 'a 2-araino-4,7-dihidroxipteridina (VI) (isoxantopte- 

rina),

ESQUEüJA-

OH

(P  Xo.Ttlina c, relist  ̂ IT

AziaI Á m  íL (e

V C M
'se
0

%  +

UP

A
OH
3E

OH

OH

Registrou-se também, a degradação enzimática do ácido fólico por célu

las bacterianas e homogenado de tecidos, notando-se que um dos produtos da reação é 

o ácido p-aminobenzoilglutlraico (62,63).

A inativação do ácido fólico e a formação de amina diazotável, requer 

NADP+ , ATP e um substrato oxidável.Observou-se que, em presença de oxigênio há 

degradação não cnzimática (64).

Preparações de fígado fazem clivagem enzimatica do 5—formil—tetrahidro— 

fólico e Horraam o p-aminobenzoilglutamico. Êste é deformilado enzimáticamente a
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I.P te Glu que, degradado oxidativamente, forma p-aminobenzoilglutâmico e 6-aldeído 
*
pteridina derivada*

Silverraan et a l . ,  ( 65) purificaram uma enzima do fígado de porco responsá

vel pela degradaçao do ^ fo ^ i l^ e ^ a b id r o f  ólico*na qual o ácido glutâmico ê requeri
do atuando o form il como aceitador* 0 N-formilglutâmico ê formado, em quantidades 

equi valente ao íj- fo ra id fe^ab id ro fó lico  degradado, em condiçoes anaeróbicas.

a) ^ fo rra ilto trah id ro fó lico  + ácido glutâmico «=<=>=>= N-form ilglutâ-
mico + H^Ptc Glu

b) te tra h id ro fó lic o ----------------^  p-arainobenzoilglutâmico + (p te r id i-
na)

Bm a ), o ácido formimino&lutâmico reage como o N-fonailglutâmico dando o 10-form ilte 

trah idrofólico ou ^»dO-rae^eniltetrahidrofólico, e nao o 5 -form iltetrah id ro fó lico , 

is to  sugere que uma enzima I  (formimino transferase deo FIO) ê que ca ta liza  a reaçao.

A conversão dc ácido fó lic o  em 1 0 - fo m ilf6 lic o , f o i  observada quando incu

bado com homogenado de fígado em presença de vários doadores de um carbono como h is- 
tid ina e 3erina. Extrato de fígado de bezerro tratado em Dowex, converte ácido fó lji 

co era 10-forrailfó lico em presença de forraiminogluiâmico e certa quantidade c a ta l í t i 
ca de te trah id ro fó lico .0 ácido fó lic o  pode atuar como um aceitador de grupo fo rm il(66 ).

As equações abaixo explicam a atividade c a ta lít ic a  do tetrah id ro fó lico  no 

to ta l da reaçao:
Formiminoglutâmico + tetrah id ro fó lico  -—»  10-form iltetrah idrofó lico  +

íffi3
10-form iltetrah idrofólico + á c . f ó l i c o  1 0 -f orm ilf ó lico  + tetrahidrO

fó l ic o

Soma: Pormiminoglutâmico + ácido f ó l i c o ------------ 10 -form ilfó lico  + ác.glu tâ-
mico + ITH3

EESDMO ECOHCLUSÃO
0 presente estudo fo i  uma revisão dos exaustivos trabalhos rea liza 

dos sôbre o ácido fó lic o  e suas ooenzima3, atestando sua importância coenzimática no 
metabolismo.

Os fatos relatados para a funçao do ácido te trah id ro fó lico  como acei

tador de unidade de 1-C em reações enzimáticas na ausência de ativadores, as unidades

form il, formimino e hidroxiraetil, todos sao transferidos de um substrato para o N-5 

da coenzima. Entratanto, nas reações requerendo um ativador complementário, KT1* ou 

ATP, a unidade de 1-C é aceita pelo 11-10.
Os fatos relatados para a funçao como um doador de unidade de 1-C nas

~ ■ . ~ 1 reações de transferência, sao consideradas as verdadeiras formas ativas o ácido

10-formil e o ácido 5 »10-form iltetrah idrofó lico.
Os requerimento3 das coenzimas fó lic a s  sao gerais para todas as cé

lu las do organismo, nao se achando re s tr ito  a um único sistema, já  pela sua p a r t ic i-
paçao indispensável na biossíntese de bases puricas e p irim idicas e metabolismo de

amino-ácidos.
As pesquisas fe ita s  até o memento, muito eontribuiram para esclare

cer totalmente sôbre as estruturas químicas, funçao, b iossín tese, degradaçao.

SIDADE DO PARANÁ -  INSTITUTO DE BIOQUÍMICA
“ 2? -

P. - 23 - 6.000



BIBLIOGRAFIA

r l )  -  Stokstad,E.L.R.,(1954) The Vitamins, I I I « 89-109$ Academic Pres3 -II»York
( 2) -  Day, P .L ., IIins,V ., T o tte r ,J .P . , Stokstad,E.L.P., Hutsching3 ,B .L ., Sloane,

17.II«, (1945) Ike successful treatment o f Vit.T-I defic iency in t he monkey with 
highly pu rified  L .casei fator.-J.I3iol.Chem» , 157. 423

(3 ) -  Pabinowitz,J.C., ( i 960) Fo lic  xlcid -The Enzymes _2, 106, Academic Pre3S,H.York
( 4) -Jaenicke,L., English ,J.P ., Guest,J., and Huennekens,P.K., ( 1965) nomenclature

and symbols fo r  f6 l ic  acid and related compounds. Biochem.Biophys.Acta, 107.
11-13

( 5) -Johnson,B.C., (1946) The a t iv ity  o f "Lactobacillus casei fa c to r" "Fo lic  acid"
and "Vitamin Bc" For Streptoccocus fa eca lis  and L.casei -J.Biol.Chem., 163«
255

(6) -  Hutchings,B.L., C leson,J.J., and Stokstad,L.P., ( 1946) The L .casei factors in
the nutrition o f chick -  J.Biol.Chem., 163« 447

( 7 ) -  P f i f fn e r ,J .J . , B inkley,3,B ., Bloom,E.S., Brown,R.A., Bi.rd,0.I)., Emmett, A. D.,
(1943) Iso la tion  of the antianemia factor (V it.B 0) in  crysta line form from l i -  
l iv e r .  Science, 97« 404

( 8) -  B inkley,S.B ., Bird, O.B., Bloom,S.S., Brown,R.A., Calkins,B.G., Campbell,C.J.,
ünmett,A.D.,P f i f fn e r ,J .J . , ( 1944) On the Vitamin Bc conjugate in yeast. 
Science, 100« 36

(9) —P fiffn e r , J .J ., Calkins,D.G., 0 'B e ll,B .L ., Bloom,E.S., Brown,R.A.,Campbell,C.
J .,B ird ,0 .B ., ( I 945) Iso la tion  o f an antianemia factor (V it.B cconjugate) in 
crysta llin e form from yeast. Science, 102« 223

(10 )- Hinns,V., Torrer,J .R ., Bay,P.L., (1944") A method fo r  the determination o f subs 
tances Enzymatically convertible to  the factor stimulation S .la c tis  R. 
J.Biol.Chem., 155. 401

(11 I- P f i f fn e r ,J .J . , Calkins,B.G., Bloom,E.S., 0 'B e ll,B .L . ( 1946) On the peptide 
nature o f v it .B c conjugate from yeast. J.Am.Chem. Soc., _68, 1392 

( l2 ) -  3 ird ,0 .B ., B inkley,S.C., Bloom,E.S., Rnmett,A.B., P f i f fn e r ,J .J . , (1945)
Bn the enzymic formation o f vitamin B from i t s  conjugate., J.Biol.Chem., 157«
413

(13 I- Sreenivasan,A., Harper,A.E., and Elvehjem,C.A., (1949) The use o f conjugase
preparations in the m icrobiological assay o f Fo lic  Acid. J.Biol.Chem., 1.7.7.« 117

( 14) -Stokstad, E.L.R., (1943) Some properties o f a growth factor fo r  L.casei
J.Biol.Chem., 142, , •; ■

( 15) -  Vagner,A.F., and Eolkers,B ., (i960) The vitamins -  Iled icinal Chemistry, 173 
Interscience Publishers, 17.York

(1 6)~ Rickes,E-.L., Chaiet,L., and Keresztesy,J.C ., (1947)  Iso la tion  o f the Rhisopte— 
rin a new growth factor fo r  S.Lactis R. J.An.Chem. Soc., 69. 2749

(17 )- Keresztesy,J.C ., Pdckes,E.L., Stokes,J.L, (1943) A new growth factor fo r  
S .lac tis  -  Science, 97« 465

(18)- Rickes,E.L., Trenner,I7.R., Comm,J.B., and Keresztesy,J.C., (1947) A degrada
tion -products of Phisopterin. J.Am.Chem'.Soc., 69«2751

(19 )- V o lf,B .E., Andcrson,E.C., Kaczka,E.A., H arris,S .A ., Arth,G .E., Soutvrich,P.L., 
I!oring,R ., and K arl,R ., (1947) The structure o f Phisopterin,J.Am.Chcm.Soc.,

, , «2 . 2753
(20 )- Sauberlich,H.E., Baumann,C.A., (194w A factor required fo r  the growth of 

Leuconostoc ditrovorum -J.Biol.Chem., 176.
(21)- BroquistjII.P. , Stokstad, E .L.R ., and Jukes,R.I I . , (1950) Some b io log ica l and

chemical properties o f the Citrovorum factor -  J.Biol.Chem., 185. 399
(22)- Keresztesy, J.C ., Silverman,M., ( l9 5 l) C rystalline C it rovcrum factor from 

l iv e r .  J.Am.Chem. Soc., 5510
(23)- Sauboi-lichjH.E., (1952) Comparative stxidies with the natural and synthetic 

Citrovorum factor -  J.Biol.Chem., 122, 337
( 24) -  Roth,3. , ITultquiGt,!I.E. , Fahrenbach,!!. J. , Cousulich,B.3., Broqui3t,H.P. , 

Brockman, J. A ., J r ., Smith,J.II., J r . , Parker,’7.. P . , Stokstad, E .L.R ., - and Jukes, 
T.H ., ( 1952) Synthesis o f Leucovorin -  3 ÍAm.Chem.Soc., 74» 3247

( 25) -  Pohland,A., Flynn, E.H., Jones,P.O. , and Shivc, V., (1951/ A proposed struc- 
ture fo r  fc lin ic; acld-SP, a growth factor derived from pteroylglutamic acid
J• mil • Chcm. See. ,  73. 3247

(26)- A llen ,V ., Pasternak,P.L., and Soaman,V., (1952) Polarographic determination 
and evidence fo r  tire structure o f leucovorin -  J.Am.Chem. Soc,, 74. 3264

(27)- Cousulich,B,3., PothjB., Smith, J . 11., Hultquintj'I.E. Jr., and Park: or, P.P., 
(1952) Chemistry of Leucovorim J.Am.Chcm.Soc., 74« 3252

(2 3 )- .Huenne kens,F.I7., and Osborns,II. J . , (1959) Fo lic  acid coonzymes and one-car
bon motabolism -  Advances in Enzymology, _21, 369

INSTITDTO DE BIOQUÍMICA
CURSO DE FISIOLOÇI/ypE MICROORGANISMOS

0 Bis.



INSTITÜTO DE BIOQUÍMICA  
CURSO DE FISIOLOGIA DE MICROORGANISMOS .

- 29 -
(29 )- brith ,B .E ., Anderson,II.D. ,and Iíerman,E.C., (1958) The ro le  o f polyglutam ilpte- 

rià ine coenzynes in Serine Metabolism. J.Biol.Chem., 230.271
( 30) -  Uyeda,IC., and Rabinowitz,J.C., ( 1963) Fluorescence properties o f tetrah idro fo- 

la te  and related compounds -  Analy.Eiochcm., _6» 100
(3 1 )- B lak ley,R .L., (1957) The intei'conversion o f Serine arid Glyoines Prepatation 

and properties o f c a ta lit ic  derivatives o f Pteroylglutamic Acid -  Biochem.J., 
65,331

(32)- O 'D ell,B .L ., Vandenbelt, J.H ., Bloom,E.S., and P f i f fn e r ,J .J . ,(1947) Ilydrogena 
tion o f Vitamin Bc and related pterinos. J. Arc*Chen*Soc. ,  6£, 2p0

(33)- Furttermann,S., (1957) Enzymatic redution o f f o l ic  acid and dihydrofolic acid 
to tetrahydrofolic acid. J.Biol.Chem., 228. 1031

(34)** Osborn,U.S., Iiuennckens,F.II. , (1953) Enzymatic reduction o f d ih iclro fc lic acid 
J.Biol.Chem.. 233. 969

(35)- Rabinowlts, J .C ., and Pricer,v7.E. J r . , (1957) An Enzymatic method fo r  the deter
mination o f formic acid.J.Biol.Chem., 222, 321

( 36)-  Causulicfr,D.B. , James,II. S .J r., and B roqu ist,:I.P ., (1952) Diasteroisomers o f 
leucovorin -  J. An.Chem.Soc., 74. 4215

(37 )- Kaufman,B.T., Donaldson,K.O., and Keresztesy,J.C ., ( 1963) Chromatogra^ic 
separation o f the diasteroisomers o f dl,L-5»10-methylenetetrakydrofolate. 
J.Biol.Chem., 238. 1493

(38 )- Goodwin,T.b., ( I 963) The triosynthesis o f Vitamins and related  Compounds,104 
Academic Press,N.York

(39 )- A lbert,A ., (1954) The transformation o f purines into pteridine.Biochem.J..57.%
(40) -  A lb ert,A .,(1957) The transformation o f purines into pteridines.B iochem.J . , 

65,124
(4 1 )- Hartman,S.C., and Buchanan,J.II., (1959) Eucleic acids,gurines,pirim idines. 

Ann.Rew.Biochem., 28, 365
(43)- beygand and baldschrcidb in hotabolxo Patways, ( l9 6 l) Bxogenesxs and mevubolxsm 

of Fo lic  Acid and Vitamin B12, I I ,  720 (David II.Greenberg, Academic Press,H.Yorl
(43 )- V ie ira ,E., Shaw,E., ( 1961) The u t iliz a t io n  o f purines in the biosynthesis o f 

f o l ic  acid.J.Biol.Chem., 236. 2507
( 44) -  Jaen ick ,!., in Plant Biochemistry,Bonner and Berner, 419 (1965) Academic Press 

n.Yofk
(45)- Reynolds, J.J. , and Brown,C.I I . , ( 1964) The biosynthesis o f fo l ic  acid J .B io i. 

Chem., 22£, 317
( 46) -  Brown,G.II., ( 1963) The biosynthesis o f fo l ic  acid -  J.Biol.Chem., 237. 536
( 47) -  I7eisaan,R.A., and Brown,G.II., ( 1964) The biosynthesis o f f o l ic  acid. J .B io i. 

Chem., 239. 326
( 48) -  G r iffin , J. I I . , 3rown,G.I.I,, ( 1964) The biosynthesis o f fo l ic  acid -J.Biol.Chem., 

239.310
(49)- Flaks,J.G., Erwin,M.J., and Buchanann,J.H., Biosynthesis o f the purines (1957) 

J.Biol.Chem., 222,603; barren,L., and Buchanann,J.II.,(1957) Biocynthesis o f 
Purines.J.Biol.Chem., 229.613; b a rren ,!., Flak3,J.G., and Buchanann J.M .,(l957) 
Biosynthesis o f purines, 229.629

(50)- Eabinowitz, J .C ., and Pricer,b .E . J r . , (1956) ATP formation accompanyng forminino 
g lic in e  u tiliz a t io n  Am. Chem. Soc..78,1513; Eabinowitz,J.C., and P r ic e r ,b .E . jr . , 
(1956) Forminino-THF acid and m ethenyltetrahidrofolic acid as intermediates
in the formation of IT-10-formyltetrahydrofolic acid. AmChem.Soc., 22, 5702

(51 )- Iiumphey3,G,K., and C-reenberg,D.II., (1953) Studies on the conversion o f deoxy- 
uridLilic acid to thymidylic acid by a sulublo extract from rat thymus 
Arc.Biochm.Biophys., 78 , 275

( 52) -  Flaks, J.G., and Cohen,3 .S ., (1959) Virus-induced acquisition o f metabolic func
tion . J.3 iol.Chen., 234. 1501

(53)- B lakley,R .L., (1957) The interconvcrsion o f Serine and Glycine: 30me further 
properties o f the enzyme system.Biochem.J., 62» 342

(54 )- Pullman,B. and Pullman,A, (1963) Quantum Biochemistry, 572 -  Intcrscienòe Pu
blishers II. York

(55 )- M ille r ,A ., and Maelsch,H., (1957) The conversion o f urocanic acid to formàmi- 
dxnoglutamic acid J.Biol.Chem., 228, 365

. (5 6 )-  Brown,D.D., S ilva ,O .L ., Garehner,H.G., and Silverman,!:., ( i 960) Metabolism of 
formiminoglutanrc acid by v it .B i2  and fo l ic  acid de fic ien t rats fed excess 
methionine — J.Biol.Chem., 235. 2058

( 57) -  a)lTakao,A. ,Greonberg,D.i:. ,(1958) Studies on the incorporation o f isotope from
fo.rmaldohyde-C-*-^ and serine-3-C14 into the methyl grup o f methionine. 
J.Biol.Chem., 230. 603

( b)Bremor,J., and Greenberg,D.M», ( i 960) Biosynthesis o f choline in v itro  Biochiir
-iB-soms. et Biophys.Acta., _31» 173



-  30 -
c) Loughlin,R.E., Elford,H«L, and BuckannniÿJ.iî., ( 1964) Enzymatic sybthesis 
o f the methyl grup o f methionine. Ii.I3iol.Chem., 239. 2088 
Cantarow -Shepartz ( 1962) Biochemistry, 579, E.B,SaundersC ompany,London 
Poster,II.A ., Tejerinu,G ., Guest,J.II, ,Roods,B.D., ( 1964) Two enzyme mechanisms 
fo r  the méthylation o f homocysteine by ex tra its  o f E .co li. Biochem.J., 92.478 

Guest, J. R., Friêdjaan,S., Poster,II. A ., Tejeriha,G ., and lfoods,I).I)., (1964} 
Transfer, o f the methyl grup from IT-raethyltetrahydrofelates o f homocysteine 
in E .co li. Biochem.J., 22.1 497
Lowry, O.H., Bessay,0.A., and Gravrford,E.J., (1949) Photolytic and ensymatic 
transformations o f ptoroylglutanic acid -J. Biol.Chem., ISO. 389 
B la ir ,J .A ., (1957) Some observations on the oxidative degradation o f p te ro il-  
-L-glutcirnic acid. Biochem.J., 6J2, 209
Stokes,R .L . , and Larsen,A., (1945) Transformation o f the Streptococcus Lactis 
R fa to r to "Foliò Acid" by resting c e l l  suspensions o f Enterococci.
J .Bactji 2 2 i  219
Keresztezy,J.C ., and Silverman,ii., (1953) Encymatic cleavage in the citrovorum 
factor -  J.Am.Chem.,Soc., 2 2 i  4512
Pu i't  term an, S ., and Silverman,!'., (1957) The inactivation  o f fo l ic  acid by 
l iv e r  J.Biol.Chem., 224. 31
Silverman,!:., Keresztezy, J .C ., Koval ,G.J. , (1957) Citrovorum factor and the s yn£ 
thesis o f formi l glutamic acid -  J.Biol.Chem., 22o. 33
H ille r , A ., and TJaelasch,II., (1957) The formation o f ]jl -fo rm ylfd lico  acid 
from forraamidinoglutamic acid and fo l ic  acid J.Biol.Chem., 228. 383 
Blak ïèy,R ,L ., (1955) The interconversion o f serine and glycines participation 
o f p iridoxal phosfate.Biochem.J., 61. 315
Jaenicke,L., ( 1956) Conversion o f beta-carbon o f serine to lAO-formil te tra lii-  
d ro fo lic  acid Pederation Proc., 1 5 ,281
StoskstadjE.L.R., and Koch,J., ( 1967) Po lic  Acid Ketabolisra Phys.Rew., 47.83

INSTITUTO DE BIOQUÍMICA
CURSO DE FISIOLOGIA DE MICROORGANISMOS .


