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RESUMO

O interesse cientifico sobre o sistema enzimatico citocromo P450 tem aumentado
consideravelmente. Sua participagdo no metabolismo oxidativo de xenobitticos propicia
a conversfio de compostos lipofilicos em hidrofilicos, facilitando a excregdo celular. A
similaridade desse sistema em mamiferos ¢ em diversos microrganismos permite
empregar a biotransformagio microbiana para obter quantidades consideraveis de
metabodlitos de dificil obtengdo por meio de modelos animais ou por sintese quimica.
Os metabolitos obtidos sdo identificados e caracterizados quanto as suas estruturas
quimicas, propriedades ¢ atividades biolégicas. Diversos farmacos ativos em doengas
tropicais tém sido pesquisados por intermédio dessa metodologia.

DESCRITORES: Biotransformagao. Citocromo P450. Doengas tropicais.
INTRODUCAO

Os termos “biotransformagdo” ou “bioconversdo” referem-se ao
metabolismo de substancias estranhas — xenobidticos —, sendo que, em mamiferos,
aplicam-se especialmente as reagdes de “detoxificagdo” que acontecem no figado.
Os metabolitos resultantes sdo geralmente mais polares que as substéncias que os
originaram e quimicamente distintos. O aumento de polaridade implica difusdo mais
lenta através das membranas celulares em relagfo 4 substincia original. Tais
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metabdlitos tendem a ser eliminados em menor tempo do organismo, posto que sua
reabsor¢do nos tibulos renais torna-se reduzida. Tratando-se de medicamentos
isso pode implicar atividade farmacolégica diminuida, em decorréncia da menor
distribuig¢do associada a uma excrecfo mais rapida (metabdlito menos ativo). Por
vezes, essas reagdes podem resultar na produgao de compostos farmacologicamente
mais ativos ou de substdncias téxicas, em conseqiiéncia das transformagdes
promovidas na estrutura quimica inicial. As modificagdes moleculares decorrentes
podem alterar significativamente a interagio do novo composto com biorreceptores,
0 que resulta em altera¢Ges bioldgicas profundas (Barreiro & Fraga 2001).

As enzimas responsaveis pelo metabolismo de xenobi6ticos participam
de uma série de reagSes bioquimicas inter-relacionadas, de natureza oxidativa
ou redutora, nas quais o produto de uma reagéo pode constituir-se em substrato
para outra reagdo (Thomas 2003). As rea¢des que resultam na adigdo de oxigénio
e de grupamento hidroxila ou na remo¢o de hidrogénio caracterizam um
processo oxidativo. Por sua vez, a introdugZo de hidrogénio na molécula do
substrato caracteriza uma redugfo. Nos processos de hidrélise, geralmente
uma molécula é clivada com a adigo de dgua. Reagdes de conjugacdo envolvem
a condensacgdo do substrato ou seu metabélito com um composto de origem
endégena, podendo gerar: glicuronidagdo, sulfatagdio, acilagdo, metilagéo e
formacdo de aductos com glutatido (Barreiro 1996, Azerad 1999).

O processo de oxidagdo, comum na bioconversdo, € dependente da
participagdo de varias enzimas, destacando-se as oxidases de fung¢éo mista do
figado, presentes nos microssomas (reticulo endoplasmatico liso). O termo “fungéo
mista” refere-se ao fato de a reago requerer oxigénio e fosfato de nicotinamida
adenina-dinucleotideo (NADPH — co-fator reduzido). Para a interagfo adequada
dessas enzimas com membranas celulares, € necessario que o substrato desse
sistema seja lipofilico (Barreiro & Fraga 2001). As oxidases de fung@io mista do
figado tém pouca especificidade de substrato, o que lhes permite oxidar substratos
diversificados. Duas oxidases de fung8o mista diferente foram demonstradas nos
microssomas, tendo em vista suas sensibilidades ao monéxido de carbono. Uma
delas oxigena o nitrogénio das aminas formando aminas oxidadas. Esse sistema
enzimatico nflo ¢ afetado pelo monoxido de carbono. O outro sistema enzimatico
possui uma hemoproteina oxidativa, essencial na metaboliza¢fo de agentes
quimicos estranhos ao organismo, sendo, por sua vez, inibido pelo monéxido de
carbono. O sistema como um todo é considerado primario, nfo especifico na
metabolizac8o de xenobibticos, catalisando a oxidagdo de varios substratos, o
que, provavelmente, advém da nfo-seletividade da enzima e da existéncia de
numerosas isoenzimas (Thomas 2003). Os componentes principais desse sistema
sd0 um fosfolipidio, um citocromo redutase NADPH + H*- dependente e uma
hemoproteina denominada citocromo P450, na qual o grupo heme ¢ uma porfirina
IX contendo o ferro coordenado.
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CITOCROMOP450

No fim dos anos 50 um pigmento com perfil especifico de absor¢o foi
identificado nos microssomas de ratos e porcos (Garfinkel 1958; Klingenberg
1958). Esse pigmento foi em seguida caracterizado por Omura & Sato (1961)
como uma hemoproteina com absor¢io em 450 nm (o que originou o nome
desta classe de proteinas) apds a redugio de uma fragdo microssomal pela
ditionita e a incubagdo em presenga de mondxido de carbono. Pouco depois
Cooper et al. (1965) demonstraram a fungdo enzimatica do citocromo P450 e sua
importincia no metabolismo de xenobidticos.

Os citocromos s&o classificados nos grupos g, & ¢ ¢, conforme seu espectro
de absorgéo, e se localizam na membrana interna de mitoc6ndrias, na membrana do
reticulo endoplasmatico (principalmente do figado, intestino, pulmdes, rins e cérebro
em mamiferos) e na membrana tilacéide dos cloroplastos de células eucariéticas.
Em células procariéticas, participam de reagSes na membrana citoplasmatica,
entretanto sdo enzimas soliveis, o que tem permitido utilizé-las visando 2 elucidagfio
da estrutura e do mecanismo de ag8io dos citocromos. Os citocromos P450 sdo
provaveis membros do grupo . O ion de ferro (Figura 1), presente no grupo heme,
¢ responsavel pela capacidade de transferéncia de elétrons dessas proteinas
(Marzzoco 1999), podendo alternar entre os estados de oxidag#o Fe?* e Fe**
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Figura I. Estrutura geral do heme de citocromos do grupo b

O citocromo P450 ¢ responséavel pela transferéncia de elétrons do
NADPH + H* para o oxigénio e pela transferéncia do grupamento OH para o
substrato. Nessas reagdes, acredita-se que aconteca a hidroxilagdo (Figura 2)
de um substrato (RH) na qual, inicialmente, este se liga ao citocromo P450. Em
seguida, o atomo de ferro (Fe**) que representa o heme, grupo prostético da
enzima, é reduzido pela adicdo de um elétron proveniente de uma molécula
doadora (NADPH citocromo redutase no reticulo endoplasmético e ferrodoxin
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na mitocondria). A reducio do dtomo de ferro (Fe?*) permite a sua ligagcdo com
o oxigénio molecular (O,), € entéio um segundo elétron ¢ introduzido na reagéo,
propiciando a formagfo de uma espécie ativa de oxigénio com posterior absor¢do
de prétons (H) do meio e liberagdo de dgua (H,O). Isso resulta, também, na
formag#o de um complexo (Fe**O) que transfere seu &tomo de oxigénio para o
substrato. Uma vez oxidado (ROH), o substato ¢ liberado, e, por sua vez, o
citocromo P450 fica disponivel para que o ciclo possa se repetir. .
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um citocromo P450. [Fe] representa o heme do grupo prostético catalitico

Citocromos P450 sdo essenciais para organismos eucariotos na
biossintese aerébia de esterol, constituinte indispensavel da membrana
plasmatica (colesterol em animais, ergosterol em fungos, fitosterol em plantas).
No figado e no pulmio esses citocromos catalisam a w-hidroxilag¢do de
prostaglandinas e leucotrienos (Omura 1999),

Em muitas bactérias (procariotos) acredita-se também que eles tenham
uma fungfo essencial no metabolismo lipidico, servindo de exemplo a bactéria
Mycobacterium tuberculosis, que contém vinte diferentes genes (Leys 2003; Sansom
2003) para o citocromo P450. Craft (2003) e Eschenfeldt (2003) mencionaram a
importancia do citocromo P450 ¢ do NADPH citocromo P450 redutase como
complexos responsdveis pela o-oxidagdo de r-alcanos e de acidos graxos na
levedura Candida tropicalis e salientaram seu uso potencial na drea de biocatalises.

BIOTRANSFORMAGCAO DE XENOBIOTICOS

Diversos estudos vém mostrando, principalmente em humanos, a
participacdo de citocromos P450 no metabolismo oxidativo de xenobiéticos,
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particularmente de farmacos, e na biossintese e metabolismo de compostos
endégenos, como horménios esteréides, acidos graxos, sais biliares e outros
biofatores lipidicos. Ressaltam, também, seu envolvimento em atividades
metabdlicas em plantas, insetos e microrganismos (Singleton 1994; Tracy 1995;
Zhang 1996; Bossche 1998; Van den Brink 1998; Omura 1999; Douglas 2000,
Hussain 2003). A principal fung¢io atribuida a esse grupo de enzimas tem sido a
hidroxilagdo de intimeras substincias, processo no qual se evidencia uma cadeia
transportadora de elétrons, ndio fosforilante, cuja finalidade ¢ bioconverter
diferentes compostos através da ativagdo do citdcromo P450. O metabolismo
de xenobibticos que ocorre nas células hepaticas pode ser dividido em dois
grupos de reagdes: fase I ¢ fase Il (Figura 3). A fase I inclui reagdes de oxidagdo,
redugdo e hidrélise, denominadas reagdes de funcionalizag¢éo, por introduzir
um grupo funcional na molécula que est sendo biotransformada (- OH, —
COOH, —NH,). Essas reagdes sdo catalisadas por monoaminoxidases, flavinas
e monoxigenases citocromo P450. A molécula biotransformada torna-se mais
hidrofilica, podendo ser bioinativada ou apresentar-se mais ou menos reativa
que a substéncia precursora. Na fase II podem ocorrer reagdes de conjugacio
entre o grupo polar do xenobidtico bioconvertido e substincias endégenas
(metabdlito conjugado). Isso geralmente aumenta a solubilidade do metabdlito
em agua, favorecendo sua eliminagfio da célula (Tracy 1995; Azerad 1999;
Thomas 2003). '

Citocromo P450

Substancias endégenas
Bioconversdo

Conjugagdo . .
Xenobiético ' Metabdélito Metabélito conjugado
Llpoﬁhco —-’ funciona!izado R
Fasel Hidrofilico Fase 11 .
Excrecdo
2
& .
& Substincias \
g enddgenas
o] bioinativo?
Metabélito conjugado _Metabélito menos reativo?
: mais reativo?
Excrecéo

Figura 3. Metabolismo hepético‘ de xenobidticos: reagdes das fases I e II

O interesse pelos métodos de biotransformagdes através da via
microbioldgica foi impulsionado pelo primeiro experimento de hidroxilaggo
catalisado por uma monoxigenase P450 de fungo filamentoso, realizado em
1952, quando Peterson & Murray utilizaram o fungo Rhizopus arrhizus para

Vol. 33 (1): 21-31, jan.-jun. 2004 25



hidroxilar a progesterona, obtendo o derivado 11 a-hidroxilado, de onde surgiu
a produgdo comercial dos corticosterdides (Figura 4).

Rhizopus arrhizus

Progesterona 11 o—hidroxiprogesterona

Figura 4. Bioconversdo da progesterona em 11 a-hidroxiprogesterona por
Rhizopus arrhizus

A literatura cientifica registra que, embasados em pesquisas sobre
hidroxila¢des microbianas, em variados compostos arométicos, Smith e Rosazza
(1974) constataram que o sistema de bioconversfio microbiano apresenta grande
semelhanga, principalmente, 4 fase I da biconversdo em mamiferos, ou seja,
comporta a producéio de matabdlitos funcionais. Desde entdo, um nimero
consideravel de formacos tem sido obtido com o emprego do modelo microbiano.

Ocasionalmente a fase II também pode ser observada no metabolismo
microbiano, a exemplo dos estudos realizados por Zhang (1996) no fungo
Cunninghamella elegans — que também revelou possuir a fase I do metabolismo
—, a mais eficiente entre vinte espécies de fungos testadas pelo mesmo
pesquisador.

Pesquisadores como Bossche (1998) e Van den Brink (1998) relataram
o fato de fungos filamentosos secretarem grande diversidade de metabélitos,
tanto primérios quanto secundérios (como antibiéticos), através de diferentes
complexos de conversdes, como ocorre com a hidroxilagfio de hidrocarbonetos
poliaromaticos e de compostos esterdides. De forma semelhante, Berrie et al.
(2001) referiram que inimeras evidéncias bioquimicas indicam o citocromo P450
como responsavel por reagdes de hidroxilagdo em fungos filamentosos e em
bactérias. Citaram a purificagdo recente dessa enzima em bactérias do género
Streptomyces, como Streptomyces roseochromogenus, Streptomyces griseolos
e Streptomyces griseus.

Existem disponiveis cole¢des internacionais de microrganismos j4
testados quanto a sua utilidade para bioconversdo. Van den Brink (1998) apontou

26 . REVISTA DE PATOLOGIA TROPICAL



como exemplos de fungos comumente utilizados nesse processo as espécies
de Cunninghamella spp, Beauveria spp € Mortierella isabelina. Quanto a
bactérias, Azerad (1999) fez mengdo aos géneros Streptomyces, Nocardia,
Actinoplanes, Mycobacterium ou Corynebacterium, cujo sistema enzimético
¢ bastante similar ao dos fungos. Outras bactérias sdo ocasionalmente
empregadas (Pseudomonas), porém seu uso é limitado, pelo fato de poderem
consumir, de substincias xenobi6ticas, elementos como carbono ou nitrogénio,
0 que torna o procedimento mais problemético. Entretanto, é importante que
outros microrganismos, inclusive isolados de biomas pouco estudados como o
cerrado, e ainda ndo classificados, também sejam testados quanto & sua
capacidade metabdlica e caracterizados geneticamente, tendo em vista o
desenvolvimento sustentdvel e o conhecimento da biodiversidade.

BIOTRANSFORMAGAO MICROBIANA E FARMACOS ATIVOS EM
DOENCAS TROPICAIS

Varios microrganismos tém sido utilizados para simulag¢do do
metabolismo animal em pesquisas de grande nimero de moléculas de interesse
farmacolégico. O interesse pelas monoxigenases microbianas (citocromo P450)
se deve ao fato de elas proporcionarem uma hidroxilagfio régia e estereosseletiva,
0 que, por vezes, ¢ extremamente dificil de se conseguir pela sintese quimica. A
vantagem de se empregar a célula do microrganismo como um todo é a chance
de prover os co-fatores necessédrios ao processo. A utilizagdo de enzimas
purificadas € mais complicada, em fungdo da instabilidade de algumas delas.

Em muitos farmacos ativos em doencgas tropicais, o estudo do seu
metabolismo foi auxiliado por modelos microbianos. O tipo de reagio processada
evidencia uma similaridade notavel entre reagdes catalisadas pelos sistemas
enzimaticos animais ¢ pelos microbianos, especialmente as oxidativas (Tabela 1).

Mais recentemente, diversas reagdes catalisadas por monoxigenases
de microrganismos tém sido aplicadas em numerosas substincias naturais
(esterdides, terpenos, alcaléides) ou sintéticas. Tais reagdes vém sendo
empregadas para a funcionalizagio pontual de moléculas complexas, como no
caso da progesterona ou de vérios esterdides, ou ainda para a produgio de
alcaldides e antibi6ticos. Outras moléculas de interesse bioldgico, como as
milbemicinas (acaricida) e a avermectina (1), citadas por Nonaka (1999), tém
sido investigadas por meio da biotransformagfo. Esta iltima substincia é um
metabolito de Streptomyces avermitilis, podendo ser convertida por processos
microbiolégicos (Figura 5) em ivermectina (2), um poderoso acaricida, inseticida
e anti-helmintico de largo espectro. A ivermectina (2) € utilizada mundialmente
para o tratamento e prevencdo de infecgdes por nematddeos e ainda, como
relatou Vingtain (1988), na prevengdo de infestagdo por oncocercaria.
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Tabela 1. Exemplos de farmacos ativos em doengas tropicais obtidos com o
auxilio de biotransformacdo microbiana

Metabolismo
; Atividade . : E—
Farmaco terapéutica Estrutura quimica animal e Referéncia
P microbiano
Artemisinina | Antimalarico Qi B

] R} eR;, (]989)

Oxidéqﬁ.o do Dunn et al

Anti-
Pacdendazol |y 1 intico grupo o-metil | (1973)
H,0C
' o j Deaminacéo
Dri . N oxidativa do Clark et al
imAQUINA | Antimaldrico ! deido . | (1981)
Wnuz carboxilico
CH,y
| = o . Hidroxilacio
. Anti- do anel D en Clark et al
Praziquantel

helmintico " posi¢io nio (1985)
o /l\() identificada

Outra aplicagdo € a obtengdo de intermediarios sintéticos assimétricos,
uteis- em sintese orgédnica, como mostram os exemplos da epibatidina e da
hidroxilag@o de terpenos, o que oferece novos produtos potenciais para a
industria de perfumes (Olivo 1999).

Para pesquisas sobre metabolismo de compostos. com potencial
atividade biolégica, geralmente se administram esses compostos a animais de
laboratério e, em seguida, analisam-se os fluidos biol6gicos para verificagfo da
presenga de metabolitos e para sua identificagdo. O custo dos experimentos,
controvérsias éticas, baixas quantidades de metaboélitos isolados e tempo
despendido impdem algumas limitagGes ao processo (Azerad 1999).
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Avermectina (1)
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H,0
& o OCH 5 Streptomyces cavourensis Circincla
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1 Cireinela
R 2 umbellata
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awtotréfica

e Streptomyces libani

Ivermectina R1= H ¢ R2 =CH;(2)

Figura 5. Compostos empregados no tratamento de doengas tropicais € que tiveram
os intermediérios de sintese obtidos por meio da biotransformagao

Em contrapartida, o emprego do modelo microbiano visando o estudo
do metabolismo de substdncias bioativas apresenta vantagens praticas, como
a menor demanda por animais de laboratério e grande redugdo no custo
operacional, além do isolamento de metabdlitos especificos e em maiores
quantidades para estudos de detalhes estruturais e das atividades farmacoldgica
e toxicolégica. Ademais, trata-se de um processo 51mples € que requer menos
tempo (Azerad 1999).

CONSIDERACOES FINAIS

A similaridade do metabolismo de determinados microrganismos com o
metabolismo de mamiferos, no tocante a fase I hepéatica, permite produzir in vitro,
empregando modelos microbianos, quantidades consideraveis de metabdlitos
de dificil obtencdo por meio de modelos animais. Essa metodologia propicia a
produgéo de metabélitos em maior escala e sua identificagio de forma mais rapida,
além de disponibiliza-los para futuros estudos farmacolégicos e toxicologicos,
podendo ser utilizada como uma alternativa eficiente em pesquisas farmacéuticas.
Diante da importincia da fungdo do citocromo P450 nesse e em outros tipos de
processos, o nimero de pesquisas e publicagdes sobre essa familia de enzimas,
em fungos e bactérias, tem expandido consideravelmente nas Gltimas décadas.
Basta lembrar que ja foram avaliadas as estruturas cristalizadas de mais de dez
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diferentes citocromos P450 bacterianos, ampliando inclusive as possibilidades
de aplicag¢do dessas enzimas em biotecnologia.

ABSTRACT
Cytochrome P450 and microbial biotransformation

Emphasis is laid on the potential of cytochrome P450 in systems of
biotransformation. The oxidative metabolism of xenobiotic allows the conversion
of lipophilic substrates in hidrophilic molecules. There is a high similarity between
the mammalian and microorganism metabolism allowing the use of microbial
models for biotransformation. The microbial models allow the obtainment of
molecules easier than in animal models. The metabolites are easily purified for
the chemical structure determination for pharmacological activity assays.
Several active drugs in tropical diseases have been researched by microbial
biotransformation.

KEYWORDS: Biotransformation. Cytochrome P450.
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