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Enzyme-Catalyzed Redox Reactions

Abstract: During the last decades, the biocatalysis application on chemical and
pharmaceutical industries has increased. Enzymes are valuable tools for organic
synthesis, due to their usually high levels of regio-, enantio- and stereoespecificity. The
replacement of metal catalysis by redox enzymes minimizes environmental impacts
and allows the development of sustainable processes. This review focus on
mechanistic aspects of oxidoreductases, the second class of enzymes most employed
in organic synthesis.
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Resumo

Nas ultimas décadas a aplicacdo de biocatdlise nas industrias quimicas e farmacéuticas
tem aumentado consideravelmente. Os elevados indices de régio-, enantio- e
estereoespecificidade e a capacidade de catalisar reagdes em condi¢gdes brandas,
fazem das enzimas ferramentas importantes para a sintese organica. No que tange os
processos de oxirredugao, a utilizacdo de enzimas, em substituicdo aos catalisadores
metalicos comumente empregados, minimiza os impactos ambientais e possibilita o
desenvolvimento de processos mais sustentdveis. Nesta revisdo serdo discutidos
aspectos do mecanismo de diferentes classes de oxirredutases, o segundo maior tipo
de enzimas com aplicacdo em sintese organica.
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1. Introdugao

O mercado mundial de enzimas tem
apresentado um crescimento consideravel
nos ultimos anos. Estima-se que em 2016 o
mercado de enzimas com aplicag¢ao industrial
tenha gerado em torno de 5,0 bilhGes de
ddlares, devendo atingir os 6,3 bilhGes em
2021, correspondendo a uma taxa anual de
crescimento de 4,7%.! A principal aplicacdo
de enzimas é observada nas industrias de
processamento de alimentos e de bebidas,
com as carboidrases respondendo pela maior
parte do mercado em 2017.2 Contudo, as
inovagOes tecnolégicas alcangadas nos
ultimos anos tém permitido a ampliagdo do
campo de aplicacao de enzimas em processos
industriais. O emprego de rotas enzimaticas
na producdo de compostos quirais para a

industria farmacéutica, por exemplo, vem
apresentando um rapido crescimento nos
Ultimos anos. 3 Neste contexto, as enzimas
responsaveis pelos processos de oxirredugao
merecem destaque, constituindo a segunda
maior classe de enzimas com aplicacdo em
sintese organica (25%).*

As reacOes de oxidacdo sdao importantes
estratégias em quimica orgadnica para a
transformacgao de grupos funcionais. Existem
varias metodologias sintéticas que utilizam
reacoes de oxidacdo para obtengdo de novos
produtos, porém, apesar do seu potencial
enquanto ferramenta sintética, algumas
dessas reagBes apresentam aplicagOes
limitadas, devido ao uso de reagentes que
acometem o0 meio ambiente e a saude

humana.® Alguns processos requerem
guantidades estequiométricas de compostos
metalicos toxicos, solventes inflamaveis,

Rev. Virtual Quim. |Vol 10| |No. 4| |778-797|


mailto:francinef@ica.ufmg.br

Gongalves, C. C. S.; Fonseca, F. S. A.

além de apresentarem elevado consumo
energético.® Face ao exposto, o uso de
biocatalisadores representa uma alternativa
vidvel as metodologias de oxirreducdo
tradicionais, pois diminuem ou eliminam o
emprego de substancias que possam causar
riscos a saude humana e danos ambientais.
Ademais, a combinacdo de seletividade,
eficiéncia catalitica e habilidade de promover
reacbes quimicas em condi¢cdes reacionais
brandas, fazem das enzimas biocatalisadores
importantes no contexto atual.’

Os processos biocataliticos podem ser
realizados com enzimas isoladas ou com
células integras. Uma das grandes vantagens
da utilizagdo de enzimas isoladas é a auséncia
de reagdes secundarias, as quais podem
causar perdas de rendimento. Contudo a
utilizacdo de enzimas isoladas dependentes
de cofatores representa um grande desafio
para a utilizacdo sintética destas. Os
cofatores sdo mediadores que transportam
elétrons, podendo ser ions metalicos,
complexos organometdlicos ou moléculas

Vo

organicas. O enorme potencial biocatalitico
das enzimas dependentes de cofatores pode
ser associado a grande diversidade estrutural
destes.®.  Entretanto, os cofatores s3o
comumente muito caros e consumidos de
forma estequiométrica nas reacdes redox,
assim para que O processo  seja
economicamente vidvel eles devem ser
regenerados e reutilizados, especialmente
quando aplicados em sintese de larga escala.’

A quimica da reciclagem de cofatores é
bastante difundida, podendo ser realizada,
por exemplo, pela utilizacdo de uma reacao
redox enzimatica acoplada. Esta estratégia
tem sido adaptada a diferentes sistemas
bioldgicos e foi empregada por Kroutil e
colaboradores no processo em cascata para a
derracemizacdo biocatalitica de sec-alcdois

empregando  dois  sistemas  estereo-
complementares, onde a oxidacdo do
substrato e a reducdo a cetona

correspondente sdo catalisadas por duas
ADHs (Alcool Desidrogenase), sendo uma (R)-
seletiva e outra (S)-seletiva (Esquema 1).1°

OH ADH (R)-seletiva OH (0]
sec-alcoois b NADPH ©
racémicos ~_ 7 NADH
- FDH
NADPH-oxidase .
(S)- seletlva NAD™ especifica
Q
(S)
>99% ee

> 99% conversio

Esquema 1. Processo em cascata para derracemizacdo de sec-alcoois

Apesar de todo o progresso alcangado na
area de reciclagem de cofatores, a maioria
dos processos biocataliticos industriais
utilizam células integras de microrganismos.!
Uma das dificuldades da utilizagao de células
integras encontra-se na formagdo de
subprodutos seja pela agdao simultanea do
substrato pelas diferentes enzimas presentes

no microrganismo ou por uma baixa
regiosseletividade da enzima nativa. Este tipo
de impasse foi observado por Miyazawa e
colaboradores ao promoverem a hidroxilagao
do monoterpeno L-mentol utilizando o fungo
Rhizoctonia solani. Nesse processo foi
observou-se a formacdo de trés produtos de

hidroxilagdo (Esquema 2).1?
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Esquema 2. Biotransformacao do L-mentol através do Rhizoctonia solani

Adicionalmente, avangcos recentes de
técnicas como evolugdo dirigida e design
racional tem permitido uma expansdo na
producdo e emprego industrial de enzimas.®3
Paddon e colaboradores, por exemplo,
desenvolveram uma metodologia para a
producdo de 25g/L de &cido artemisinico
empregando S. cerevisiae engenherada. A
rota biossintética se baseia em trés reacdes

Me

CYP71AVA,
CPR1, CYB5

amorfadieno

ALDH1
—_—

acido artemisinico

consecutivas de bio-oxidacdo do
amorfadieno, catalisadas por oxirredutases
(Esquema 3). O acido artemisinico produzido
foi entdo quimicamente convertido em
artemisinina, um importante fdrmaco
utilizado no tratamento de malaria. Em 2016,
60 toneladas de artemisinina foram
produzidas utilizando a  metodologia
desenvolvida por este grupo de pesquisa.'*

|||§
(0]

ADH1

aldeido artemisinico

artemisinina

Esquema 3. Rota biosintética para preparacgdo do acido artemisinico, intermedidrio da sintese
da artemisinina®

O Brasil, tendo a maior biodiversidade do
planeta, possui um enorme potencial para
prospeccdo enzimdtica nos mais variados
ecossistemas e, consequentemente, para o
desenvolvimento de novos processos

biotecnoldgicos. Contudo, o setor

biotecnoldégico brasileiro concentra-se em
areas como bioenergia e agricultura, sendo a
aplicacdo de enzimas em processos de
sintese organica ainda pouco explorada.
Ademais, a maioria das pesquisas
desenvolvidas no pais envolve resolucdes de
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racematos utilizando lipases e redugdo de
cetonas com S. cerevisiae. °

Neste artigo, considerando a relevancia
dos processos de bio-oxidacdo, sao
abordados de forma concisa aspectos dos
ciclos cataliticos das diferentes familias de
oxirredutases.

2. Oxirredutases

As oxirredutases podem ser organizadas
de varias maneiras, e de acordo com o

Vq

mecanismo de acdo, elas sao classificadas em
guatro  grandes  grupos:  oxigenases,
peroxidases, oxidases e desidrogenases
(Figura 1).1¢

As oxigenases, oxidases e peroxidases
catalisam reacOes de oxidacdo consideradas
irreversiveis, pois as reacbes de reducao do
0, e H,0; que as acompanham sao altamente
exotérmicas. Por outro lado, as
desidrogenases sdao enzimas geralmente
consideradas capazes de catalisar reagGes
reversiveis, e podem ser usadas para
biocatalise oxidativa ou redutiva.'’

Heme-dependentes
(P450)

Contendo ferro

Oxigenases

Dependentes de Ferro ndo-heme

Peroxidases

flavina
Binuclear
Contendo cobre
Mononuclear
)— Heme

Oxidorredutases

Mononuclear tipo 2
Contendo ferro P ]

Oxidases

Binuclear tipo 3 |

Contendo
cobre

Desidrogenases

Multi-cobre J

Dependentes de

flavina
N——

Figura 1. Classificacdo das oxirredutases. °

Amparado pelo desenvolvimento de
técnicas de reciclagem e de engenharia
genética, o interesse pelos oxirredutases tém
aumentado gradativamente nos ultimos
anos. Esses oxidantes verdes vém sendo
aplicados em processos de oxidacao de
biomassa e na preparagdo de intermediarios
quirais para a industria de quimica fina. Pleiss

e colaboradores, por exemplo, descreveram
uma estratégia para a hidroxilagdo seletiva da
posicdo C7 do (-)-limoneno, utilizando como
catalisador o mutante P450pm3
A264/A238V/L437F. O produto da reacdo, o
alcool perilico, foi obtido em seletividade
superior a 97% (Esquema 4).181°
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Esquema 4. Hidroxilacdo seletiva da posi¢do C7 do (-)-limoneno®®

Adicionalmente, a utilizacdo de enzimas
redox em reacOes cascatas também tem sido
explorada.®® Em um exemplo bastante
interessante, Kara e colaboradores utilizaram
uma cascata bi-enzimatica na sintese de &-

caprolactona, um monémero importante
para a preparacao de polimeros
biodegradaveis, termoplasticos e

elastdbmeros.?! Nesta cascata enzimatica o
1,6-hexanodiol é convertido a g-caprolactona
apods duas etapas de oxidagdo consecutivas,
catalisadas pela desidrogenase da bactéria
terméfila Thermoanaerobacter ethanolicus

(TADH). Ja a regeneragdo do cofator
(NAD(P)H) se da partir de uma reagdo
paralela, que envolve a oxidacdo da
cicloexanona por uma Baeyer-Villiger
monoxigenase (CHMO) e que também leva a
formacdo da e-caprolactona. Portanto, o
processo global leva a formacdo de trés
equivalentes da g-caprolactona a partir de
um equivalente de 1,6-hexanodiol e dois
equivalentes de cicloexanona (Esquema 5). O
produto da reagdo foi obtido em até 99% de
conversdo em 72 h, com a adicdo de uma
segunda aliquota de CHMO apds 48 h.

(0]
CHMO
cicloexanona/—\\ l
OH NAD(P)" NAD(P)H o
HO TADH Cj \ ~ o)
\/\/\/\OH .
1,6-cicloexanol /\ TADH
(o) NAD(P)* NAD(P)H ZOEREme] g-caprolactona
ﬁ CHMO

cicloexanona

Esquema 5. Cascata bi-enzimatica para sintese de g-caprolactona?

2.1. Oxigenases

As oxigenases s3ao enzimas que podem
incorporar um (monoxigenases) ou dois
(dioxigenases) 4tomos provenientes do
oxigénio molecular em diferentes substratos

organicos. Elas sdo encontradas nos mais
variados tipos de organismos Vvivos e,
algumas delas, desempenham um papel
fisiolégico importante nos processos de
desintoxicacdo e na degradacao
microbioldgica de poluentes ambientais.’
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2.1.1. Monoxigenases

As monoxigenases catalisam reagdes de

170 3 170 3
R R? R R R? R
Rl RS Rl RS

pr— —_—

2 R4 RZ2 0 R*

RI—x — RY—x=0

X=S,Se, P,N

Vo

hidroxilagao de hidrocarbonetos,
epoxidacdes de alcenos, oxidacdes de
heterodtomos e oxida¢des de Baeyer-Villiger
(Figura 2).%2

o

0
RlJ\Q

R

Figura 4. Exemplos da atuagdo das monoxigenases em diferentes substratos

Uma das familias de monoxigenases mais
estudadas sdo as hemeproteinas P450, que
promovem a hidroxilacdo de centros de
carbono ndo ativados, além de catalisarem
reacdes como N-, S- e O-dealquilagdo,
sulfoxidagdo, epoxidacdo e dealogenacdo.
Essas enzimas apresentam um papel
fundamental para os eucariotos, pois atuam
no metabolismo de xenobidticos, estando
envolvidas na biotransformacdo oxidativa de
aproximadamente 75% dos farmacos
conhecidos e na biossintese de hormonios
esteroides e acidos graxos. 23

A maioria das P450 apresenta peso
molecular entre 40-60 kDa com alta
similaridade na topologia, na orientacdo da
estrutura secunddria e na sequéncia de
aminoacidos, contudo diferencas
significativas sdo observadas no sitio de
ligagdo substrato-enzima e ao redor do sitio
ativo.?* As monoxigenases do tipo P450 de
procariotos geralmente sdo encontradas
dissolvidas no citoplasma, enquanto na
maioria dos eucariotos essas enzimas
encontram-se ligadas a membranas (reticulo
endoplasmatico ou mitocondrial). As reacGes
de hidroxilagdo catalisadas pelas P450 sao
termodinamicamente favoraveis, mas

apresentam uma elevada barreira cinética. O
ciclo catalitico é bastante complexo e se
inicia com a ligacdo do substrato na cavidade
do sitio ativo, préoximo ao Fe, ocasionando
uma alteragdo na conformacdo da enzima e a
liberacdo de uma molécula de agua. A adicdo
de um elétron reduz o Fe (lll) a Fe (),
formando um novo intermedidrio que se liga
a uma molécula de oxigénio molecular. Apds
a transferéncia de mais um elétron tem-se a
formacdo de um composto ferro-6xido, que
sofre uma clivagem heterolitica na ligacdo O-
O levando a formag¢do de uma molécula de
agua e do cdtion radical altamente reativo Fe
(IV), também conhecido como Composto I, o
qual é responsavel por hidroxilar o substrato.
Apds a formagdo do produto a enzima
retorna ao estado inativo contendo o Fe (lll)
hexacoordenado (Esquema 6).

Na presenca de perdxido o complexo ferro
pentacoordenado pode ser convertido
diretamente ao intermediario Fe (IV). As
P450 podem sofrer inativacdo definitiva na
presenca de CO, devido a formacdo de um
complexo entre o ferro e o mondxido de
carbono, que ocorre apds a etapa de reducdo
deFe(Ill)aFe(ll).®
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Esquema 6. Proposta de mecanismo da hidroxilacdo de substratos por uma P450%

Em contraste com as monoxigenases P450
que utilizam um metal de transicao ligado ou
ndao a um cofator organico, monoxigenases
dependentes de flavina empregam cofatores
puramente organicos. ** Monoxigenases
dependentes de flavina constituem a maior
familia de flavoenzimas conhecida, estando

(0] (0]
2
R1J\R2 - R1J\o’R
(0]
. L\R
Q
.Se
R1 R2 —> R18e~R2

envolvidas em diversos processos bioldgicos
e na degradacdo de poluentes organicos,
incluindo cloro e nitrofenois, toluenos e
xilenos. 2’ Estas enzimas catalisam reacdes de
Baeyer-Villiger, de epoxidacao e oxidacGes de
heterodtomos, incluindo enxofre, nitrogénio
e selénio (Figura 3).%

0 (@)
_ (@)
s 2
R1 \R2 e R1 S‘RZ

Figura 3. Exemplos de reag8es catalisadas por monoxigenases dependentes de flavina

A ativagdo do oxigénio por estas
monoxigenases comumente envolve a
formacdo de uma ligacdo covalente entre
oxigénio molecular e o carbono Cda da
flavina, levando a formacdo de um

intermediario 4a-peroxiflavina que pode agir
como nucledfilo ou, quando na forma
protonada (hidroperoxiflavina), como
eletrdfilo (Esquema 7).28:%¢
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Esquema 7. Mecanismo geral de reacdes de oxidacdo catalisadas por monoxigenases
dependentes de flavina?®

2.1.2. Dioxigenases

As dioxigenases realizam reag¢des onde
dois atomos de oxigénio sdo transferidos
para o substrato levando a formagdo de

espécies diidroxiladas. Geralmente essas
reacdes apresentam  perdxidos como
intermedidrios que, devido a sua alta

reatividade, n3o sdo facilmente isolados.?® A
maioria das dioxigenases utilizam metais de
transicdo, frequentemente Fe(ll) ou Fe(lll), ou
cofatores organicos na ativagao do oxigénio.

As reacbes de diidroxilagdo de sistemas
aromaticos, por exemplo, sdo comumente

catalisadas por dioxigenases do tipo Rieske
(NAD(P)H-dependente) que utilizam perodxido
de hidrogénio. Essas oxirredutases atuam em
conjunto com outras enzimas (flavoproteina
redutase ferro-enxofre e ferrodoxina ferro-
enxofre) compreendendo assim um grupo
heterogéneo. Segundo Bugg e colaboradores,
0 mecanismo destas rea¢les deve envolver a
formagao de um intermedidrio hidroperdxido
de Fe(lll), podendo passar por dois caminhos
distintos:  clivagem da ligagdo O-0O,
conduzindo a reagdo pelo intermedidrio
Fe(lll) ou oxidagdo da espécie inicial e, neste
caso, e a reac¢do é efetuada com o radical
Fe(V) (Esquema 8).28%°
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Esquema 8. Proposta de mecanismo para dioxigenases do tipo Rieske?®

Nos ultimos anos, contudo, o numero de
dioxigenases capases de atuar de forma
independente de cofatores tem
aumentado,®® o modo de ac3o destas
enzimas é bastante intrigante e o mecanismo
de ativacdo do oxigénio é ainda pouco
compreendido.3® A enzima 1-H-3-hidroxi-4-
oxaquinaldina 2,4-dioxigenase (HOD) foi uma
das primeiras dioxigenases independentes de
cofatores descritas na literatura.®> Estudos
apontam que a HOD pertence a classe da
superfamilia o/B-hidrolases e catalisam a
clivagem oxigenolitica de duas ligacées C-C
de substratos N-heteroaromdticos com

concomitante liberacdo de mondxido de
carbono. A HOD apresenta uma triade
catalitica altamente conservada formada por
Ser-101, His-251 e Asp-160. O residuo H251
age como uma base geral desprotonando
seletivamente o grupo hidroxila em C3
(Esquema 9). Ja a ativacdo do oxigénio é
assistida pelo substrato e envolve a
transferéncia de um elétron do anion do
substrato para uma molécula de O,
formando um para de radicais que se
recombina  em um intermedidrio C2-
perodxido.3233
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Esquema 9. Reacdo catalisada por HOD; R= H ou n-aquil (C1 a C9)*3

2.2. Oxidases

As oxidases utilizam oxigénio molecular
como aceptor de elétrons (oxidante),
produzindo intermedidrios reativos de
oxigénio e H,O ou H,0, como subprodutos,
sendo que em alguns casos pode-se observar
a formagdo de superdxido (07). 3* Membros
desta familia estdo envolvidos em diferentes
eventos bioldgicos, como defesas contra
micro-organismos invasores e sinalizagdo
celular, ¥além de catalisarem a oxidac¢do de
substratos de interesse sintético como, por
exemplo, de aminas®*®e de alcodis. 3’A maioria

das oxidases necessita de cofatores,
comumente flavina, cobre ou ferro, mas
oxidases independentes de cofatores

também sdo conhecidas como, por exemplo,

7

a urato oxidase que é responsavel pela

oxidacdo do acido Urico a 5-hidroxiisourato, o
qual se decompde em CO; e alantoina.3®

A maioria das oxidases conhecidas utiliza
flavina como cofator, que pode estar na
forma de FAD (Flavina Adenina
Dinucleotideo) ou, menos frequentemente,
de FMN (Mononucleotideo de Flavina).3*% O
ciclo catalitico das enzimas flavoproteinas
oxidases se inicia com a transferéncia de dois
elétrons do substrato para a flavina,
resultando na oxidagdo do substrato e na
redu¢cdo da flavina a hidroquinona.
Posteriormente, a flavina reduzida é oxidada
por O, que age como aceptor de elétrons em
uma reacdo termodinamicamente favorecida,
mas proibida por spin, pois envolve uma
molécula (O2) em estado triplete (Esquema
10).4Oa
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Nas enzimas dependentes de flavina para
a ativacdo do O, é necessario um grupo
positivamente  carregado.”® A  glucose
oxidase, por exemplo, apresenta um residuo
de histidina (His-516) no sitio ativo, cuja
protonacdo é essencial na etapa de redugdo
do dioxigénio. Estudos de mutagénese sitio-
dirigida, em conjunto com estudos cinéticos e
de mecanismo, revelaram que a ativacdo do
O, em muitas flavoproteinas oxidases
envolve primordialmente um residuo lisina
ao invés de histidina. Na sarcosina oxidase,
por exemplo, a substituicdo do residuo Lys-
256 levou a uma diminuicdo considerdvel na
velocidade da reagao. O mesmo efeito sobre
a velocidade foi observado ao se substituir o
residuo Lys-276 da frutosamina oxidase. 4°¢
Por outro lado, na colina oxidase, apesar
desta apresentar trés residuos conservados
de His no sitio ativo, a ativagdo do O, é
efetuada pelo grupo amina positivamente
carregado do substrato.*%

Em contrapartida, as lacases sdo oxidases
multicobre que utilizam oxigénio molecular
para oxidar compostos inorganicos (ex: Kls,
[Fe(CN)e]*, [W(CN)s]* e [Os(CN)e]?) e
organicos (ex: fendis, aminas aromaticas e

H R
|
LR
L _NH
N
o5 0

Esquema 10. Ciclo catalitico de flavoproteinas oxidases

T e

O,

40a

benzenotiois).*! Estas enzimas apresentam
um grande apelo biotecnolégico, sendo
aplicadas, por exemplo, na biorremediacdo
de pesticidas e herbicidas, descoloracdao de
corantes, degradacdo de xenobidticos, no
tratamento de efluentes, no branqueamento
da pasta lignoceluldsica usada na fabricacdo
de papel, na sintese de intermedidrios para a
industria farmacéutica e como
biossensores.*> A clivagem redutiva da
ligacdo O-O utiliza pelo menos quatro 4tomos
de Cu, dois paramagnéticos (Sitio 1 e Sitio 2)
e dois cobres diamagnéticos binucleares
(Sitio 3). O Cu do sitio 1, também conhecido
como cobre azul (600 nm), é responsdvel pela
coloragdo azulada das lacases em agua, ja o
cobre do Sitio 2 ndo é detectavel no UV. Os
atomos de Cu dos Sitios 2 e 3 formam um
cluster trinuclear, onde ocorre a reduc¢do do
oxigénio molecular e a liberacdo de dgua.
As reacgOes catalisadas por lacases se baseiam
na transferéncia de quatro elétrons do
substrato para o oxigénio molecular (aceptor
final), formando 4gua e um radical livre, o
qual é convertido ao produto final apds nova
reacdo enzimatica ou espontdnea (Esquema
11).%
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Esquema 11. a) Centro multicobre da lacase isolada de B. subtilis. b) Representagao
esquematica do ciclo catalitico das lacases*

2.3. Peroxidases

As peroxidases representam um grupo
heterogéneo de enzimas encontradas em
células vegetais, animais e microbianas, que
utilizam o perdxido, usualmente H,0,, como
aceptor de elétrons. % Estas enzimas
catalisam a oxidacdo de um grande numero
de compostos organicos e inorganicos,
apresentando uma ampla gama de aplicacGes
biotecnolégicas sendo  aplicadas, por
exemplo, em processos de descoloracdo de
corantes sintéticos *® e de biorremediac¢3o de
compostos fendlicos, % na sintese de
polimeros e de compostos aromaticos, na
indUstria de papel, como biossensores e em

ensaios imunoenzimaticos. *®Ademais, as
peroxidases apresentam uma grande
variedade de fungdes bioldgicas,

participando, por exemplo, da sintese de
biomoléculas, do metabolismo oxidativo de
xenobidticos *° e da desintoxicacdo por H,0,.
A maioria das peroxidases sdo enzimas

extracelulares relativamente estaveis® e s3o
classificadas, de acordo com a especificidade
do sitio ativo, como heme peroxidases,
vanadio peroxidase ou nao-metal
peroxidases.>?

As hemiperoxidases sdo uma superfamilia
de enzimas que contém Fe (lll) e
protoporfirina IX como grupo prostético, mas
gue evoluiram de forma independente,
divergindo, por exemplo, na arquitetura do
sitio ativo e na atividade enzimdtica. *?
Contudo, as hemiperoxidases atuam sobre o
mesmo mecanismo, que se inicia com a
formagdao de um intermedidrio cdtion radica
que contém um centro Fe(IV)=0 (Composto
1), apos a oxidacdo da peroxidase com H,0..
Apds a oxidagdo de uma molécula do
substrato o Composto | é convertido ao
Composto Il. Finalmente, a redugdo do
Composto Il com concomitante oxidagdo de
uma segunda molécula do substrato,
restabelece a enzima ao seu estado natural
(Esquema 12).3
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Esquema 12. Ciclo catalitico de heme peroxidases. L (ligante) geralmente é uma histidinae S é
o substrato enzimatico.>?

3. Desidrogenases

As desidrogenases sdo enzimas
amplamente empregadas e apresentam
diferentes sitios de ligacao que permitem a
catalise de transferéncia de hidrogénio. As
enzimas ADHs, por exemplo, pertencem ao
grupo das desidrogenases zinco-dependentes
e catalisam a interconversdo reversivel de

alcodis a aldeidos ou cetonas. A oxidagdo de
um dlcool a uma cetona (ou aldeido)
consume NAD(P)* e a reacdo reversa,
conversdo da cetona (ou aldeido) ao alcool
correspondente, consome NAD(P)H
(Esquema 13). Assim, a utilizacdo de ADHs
isoladas em escala preparativa requer um
sistema de regeneragdo continua de
cofatores, conforme discutido
anteriormente.>

ADH
R,CHOH —— > R,CO
NAD(P)* NAD(P)*
RzCO - R2CHOH

ADH

Esquema 13. Representacdo da reagdo reversivel de oxida¢do de um alcool a cetona
correspondente, catalisada por ADHs

Devido a sua alta especificidade na
oxirredu¢do  catalitica de  compostos
hidroxilados e carbonilicos, as ADHs
encontram uma grande aplicabilidade na
preparacao de compostos para a industria de
quimica fina e farmacéutica. > A partir de
estudos de elucidagao estrutural de ADHs,

utilizando como  protétipo a  dlcool
desidrogenase do figado (LADH), foi possivel
se verificar que estas enzimas apresentam
dois dominios: um dominio para ligacdo do
nucleotideo e um dominio catalitico, com o
zinco se localizando entre eles.”® Na auséncia
do substrato, o Zn encontra-se coordenado a
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uma molécula de agua e a trés residuos de
aminoacidos, comumente His, Glu, Asp e Cys.
> No caso da LADH, por exemplo, o zinco
encontra-se coordenado aos residuos Cys-46,
His-46 e Cys-174.%%

No mecanismo cldssico, a agua
coordenada ao zinco € substituida pela
hidroxila do substrato, com subsequente
formacao de um intermediario alcéxido, o
qual é convertido na cetona correspondente
apods transferéncia de um hidreto para o
NAD(P) *. Contudo, diferentes estudos
apontam para um mecanismo muito mais
complexo, podendo envolver um atomo de
zinco pentacoordenado ou uma reacdo de

Vo

termdfila Thermoanerobacter brockii
(TbADH), por exemplo, apontaram para dois
novos estados do zinco pentacoordenado,
TR1 e TR2 (Esquema 14).° No primeiro
estado (TR1) o Zn estd coordenado a uma
molécula de 3agua e aos residuos His59,
Cys37, Aspl50 e Glu60. A formagao do
segundo estado (TR2) se da apds a
dissociacao do residuo Glu60 e complexagao
do substrato (alcool). Os residuos His59,
Cys37 e Aspl150 permanecem coordenados
ao zinco durante todo o ciclo catalitico e apds
a dissocia¢do do produto (cetona), o residuo
Glu60 volta a se coordenar. Nesta proposta, o
estado de coordenacdo do zinco altera-se de

L forma dindmica durante todo o ciclo
duplo deslocamento com a participacdo de .
, 58 . catalitico.
um residuo glutamato. °® Estudos realizados
com a alcool desidrogenase da bactéria
R
R / s
J 0 = R
\ j H,N"  He )—@
HoN /
;11 2 HC HN;LLL HoN He
Glu60 HN
! H,0 Glu60 GIuso n
o
m A_—. \ H\ én
o 0 Coordenag&o da o Q /O_H Dissociagéo do residuo Cysaz I § Asp1s50
é molécula de agua - Zn ", Glu60 His
- ”«/,,,A Cyss;” | “Aspiso 59
Cy837 I SP150 His
Hissg &5
R Coordenagéo do R,CHOH
substrato
Dissociagdo do NAD(P)*
produto, coordenagéo R
do Glu60 e .
regeneragéo do cofator O»_(:N
. )
O=CR; + H,0 Gluso y NH HZN/‘HC
HN" hc / I
0 0-CR,
[y n
O O=CHR, - 4N,
Zn/,, transferéncia Cyss7 I . Asp1so
Cyssr” | “Aspiso do hidreto Hissg
Hissg TR2

Esquema 14. Mecanismo proposto para a oxidac¢do de alcodis secundarios pela ThoADH>®

4. Conclusoes

O apelo por processos sustentaveis e
limpos tornou-se uma tendéncia mundial ao
longo dos anos e com isso as reacoes
mediadas por enzimas ganham maior
destaque. A biocatdlise tem conseguido
mimetizar as condi¢des naturais de atuacdo
das enzimas para o uso em reagbes com

substratos de interesse especifico. Os
avancos alcancados no setor se refletem no
aumento da utilizacdo de  etapas

biocataliticas em rotas sintéticas de produtos
quirais para a industria farmacéutica, por
exemplo. Neste contexto, é evidente a
importancia dos processos de bio-oxidagdo
como uma alternativa a utilizacdo de
catalisadores metalicos. As bio-oxidacGes
permitem a obtencdo de produtos de forma
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quimio-, regio-, e estereosseletiva, contudo,
em muitos casos o emprego industrial de
oxirredutases é limitado devido
principalmente a necessidade de reciclagem
de cofator.
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