BIOQUIMICA

Ciclo de Krebs
Ciclo do glioxilato

N
Eéa

@ su + NAD*

(Y (s) Pyruvjsf::ysiogenase QB
\\'l Acetyl-CoA ISH a g a! )
+CATR ol

Water

Joana Mota

C NADH, H*
o G; lsocltrg;e dehédrogenase PS 2 O 2 O / 2 O 2 1

o’ % o
NAD" + [ CoA }sH

a-ketoglutarate dehydrogenase

[eslsm s 3¢




Sumario

Metabolismos dos Glucidos (cont.)

Descarboxilacao oxidativa do piruvato. Balanco energético.
Regulacao do complexo piruvato desidrogenase.

Ciclo de Krebs. A sua natureza anfibdlica, reacdes anapleroticas
e reacoes cataplerdticas. Pontos de ligacao importantes com
outras vias metabdlicas. Balanco energético. Regulacao.
Fosforilacao a nivel do substrato.

Ciclo do glioxilato (fundamentos).

Material de estudo: diapositivos das aulas e bibliografia
recomendada




Revisao da glicolise
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Glicolise, neoglucogénese e via das pentoses-fosfato

permitem ajustar as necessidades celulares, os teores de

S NADPH, ATP, ribose-5-P, acido piruvico, glucose )

Estudamos:

eUtilizacao de glucidos como fonte de energia
eGlicdlise e formagao do acido piruvico

eUtilizacdo do acido pirtivico em anaerobiose ‘ E em aerobiose?
A utilizacao da glucose em reac¢oes de oxidacao

$

E a oxidacao da glucose é total?




O destino do piruvato

Na auséncia de oxigénio, C
organismos anaerobicos
utilizam outro mecanismo, C = O

como a fermentacao latica,

onde o piruvato é o recetor |

final de eletroes na via CH
3

glicolitica, gerando lactato.

piruvato




Em anaerobiose nao ocorre oxidagcao
total das moléculas organicas

Em aerobiose pode ocorrer oxidacao total das
moléculas organicas com formagao de CO, e agua

- O, é o aceitador final dos eletrdes, formando-se agua;

- Forma-se CO, resultante do carbono existente nos glucidos

- Grande parte da energia quimica contida nos glucidos € “guardada” na
forma de ATP

Glicdlise

Transporte eletrénico e reoxidacdo das
coenzimas reduzidas de NADH e FADH,

Ciclo de Krebs |:> Fosforilacdo oxidativa
ADP > ATP




Célula eucariota
# GLICOLISE

GLICOSE + 2 ATP

\

2 PIRUVATOS +2 NADH + 2H" + 2 ATP

CICLO DE KREBS
/" PIRUVATO —> ACETIL - COA 7\

ACIDO ACIDO
CitRico € OXALACETICO

\_ SALDO: 8NADH +2FADH + 2ATP  /

CADEIA RESPIRATORIA

( 2 NADH - Glicélise 2
8 NADH E 2 FADH - Ciclo de Krebs

ATP €— CITOCROMOS €— p
SALDO: 8 NADH, + 2 FADH, + 34ATP




O ciclo de Krebs, tricarboxilico ou
do acido citrico

Proteins Carbohydrates Lipids

Conhecido como Ciclo dos Acidos Tricarboxilicos, em inglés, TCA.
O ciclo é executado na matriz e
da mitocdndria dos eucariontes e @ i
no citoplasma dos procariontes gt Pt ST T
k CO, )
. . -‘_—-/
Trata-se de uma parte do metabolismo dos organismos B AcetylCoA
aerobicos (utilizando oxigénio da respiracao celular '
( g pirag )
,—NAD"‘-—» i‘"‘: ——NADH +»—,
Cl pi
— FAD —» Srtlo FADH 5 »—
O ciclo de Krebs é uma rota anfibdlica, ou seja, possui
reag0es catabolicas e anabdlicas , com a finalidade i
de oxidar a acetil-CoA (acetil coenzima A), que se t:"w*' ovsave | ==NADH
obtém da degradacdo de hidratos de carbono, acidos  Dedckadl
gordos e aminoacidos a duas moléculas de CO,. poE

m 320 ]




Sumario do Ciclo de Krebs

Este ciclo inicia-se quando o piruvato que é sintetizado durante a glicdlise é
transformado em acetil CoA (coenzima A) por acao da enzima
piruvato desidrogenase.

* Este composto vai reagir com o oxaloacetato que € um produto do ciclo
anterior formando-se citrato.

O citrato vai dar origem a um composto de cinco carbonos, o a-

cetoglutarato com libertagdo de NADH, e de CO,.

O a-cetoglutarato vai dar origem a outros compostos de quatro carbonos

com formacao de GTP, FADH, e NADH e oxaloacetato.

Ap0ds o ciclo de Krebs, ocorre outro processo denominado fosforilacao oxidativa.




Primeiro passo

O destino do piruvato

Na PRESENCA DE
OXIGENIO - O piruvato é
transformado em acetil-

CoA e depois adicionado
a outras moléculas
para libertar CO,

Copynght © Pearson Education, Inc., publishing as

Benjamin Cummings.




Sintese de acetil-CoA

N =
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Nao faz parte do ciclo, mas ocorre primeiro

e Primeiro passo: entrada de piruvato nas mitocondrias

- Em células aerdbicas, todas as enzimas do ciclo do acido citrico estao
localizadas dentro da mitocéndria.

- Mitocbndria cercada por uma membrana dupla.

- Piruvato passa na membrana externa através de canais aquosos formados
por proteinas transmembranares (porinas).

- Piruvato translocase é uma proteina incorporada na membrana mitocondrial
interna que transporta piruvato do espaco intermembranar para a matriz
mitocondrial (espaco interior da mitocéndria).




Complexo multienzimatico da
piruvato desidrogenase

The whole
60 subunit
complex

24 subunit
E2 core + 12 E3 subunits (red)

24 E1 (orange) Amarelo — E1

Verde — E2
Vermelho — E3

Pyruvate Dehydrogenase:

Bacterial, 4.6 Megadaltons larger than a
ribosome.

Mammalian, ~twice as large

Vitamin rich. (thiamine pyrophosphate (TPP),
lipoic acid, NAD, FAD, CoA)




Piruvato desidrogenase

Catalisa a reacdo geral:
Piruvato + CoA + NAD + - acetil-CoA + CO, + NADH

e Por vezes referido como "pilula multi-vitaminica”,
devido a todos os cofatores que utiliza.

The reaction catalysed by pyruvate dehydrogenase complex is:

pyruvate Coz
pyruvate dehydrogenase acetyl CoA = CoA-SH
complex 0\ /0 + TPP, +
C NAD™ jipoate, NADH o  s.coA
| A N/
CoA- CO,+ C=0 > C
SH+ NADH | pyruvate dehydrogenase |

+H* CH; complex (E, + E, + E;) CH3

O OH NAD"'
O._S.
j//\ T CoA Pyruvate Acetyl-CoA
o) \ Z

AG'° = -33.4 kJ/mol




Sintese de Acetil-CoA:
Descarboxilacdo oxidativa do piruvato

A acetil-CoA é formada a partir da descarboxilacdao oxidativa do piruvato, realizada
sequencialmente pela piruvato desidrogenase — PDH (complexo multienzimatica de
3 enzimas), na matriz mitocondrial:

1. Desidrogenase piruvica (grupo prostético TPP)
2. Dihidrolipoiltranscetilase (grupo prostético Lipoamida)
3. Dihidrolipoildesidrogenase (grupo prostético FAD)

E 5 coenzimas:

Tiamina pirofosfato (TPP) — reage com o piruvato
Lipoamida — aceita o grupo acetil e transfere-o para a CoA
CoA — aceita o grupo acetil

FAD — aceita equivalentes redutores

NAD — aceita equivalentes redutores

e WNE




Pyruvate dehydrogenase
complex mechanism

Enzymes

Abbrev.

Cofactors

pyruvate dehydrogenase
(EC 1.24 1)

E1

TPP (thiamine pyrophosphate)

dihydrolipoyl transacetylase

lipoate

E2
(EC 2.3.1.126) coenzyme A
dihydrolipoyl dehydrogenase E3 FAD
(EC 1.8.1.46) NAD™




O papel de cada enzima
no complexo da piruvato
desidrogenase
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Papel da E1

Responsavel pela descarboxilacao do piruvato, formando um grupo acetil.

Piruvato desidrogenase (Enzima 1):

= (Catalisa a descarboxila¢ao oxidativa;
= Requer TPP;

= Tiamina (B1) é uma vitamina do complexo B essencial para a
utilizacao do piruvato.

A unidade de dois carbonos mantém-se ligada a enzima, como
hidroxietil-TPP.

Piruvato + TPP (E1) = CO, + hidroxietil-TPP (E1)
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Papel da E2

Possui dois cofatores, um deles é a Coenzima-A e o outro grupo é o Lipoato. Esta enzima é
responsavel por ligar ao acetil a coenzima A.

Dihidrolipoiltransacetilase (Enzima 2):

= O grupo hidroxietil é oxidado para formar um grupo acetil,
transferindo-o da TPP para a lipoamida, formando acetil lipoamida.

hidroxietil-TPP (E1) + Iipoato (EZ) Ainda nesta reacdo, haverd libertacdo

0 de um H+, e o NAD+ é o receptor deste
— TPP (E1) + acetil-lipoato (E2) orotdo, formando NADH.

Cada polipéptido contém 3 acidos lipdicos acetil-lipoato (E2) + CoA-SH—>
ligados covalentemente. Catalisa: acetil-CoA + dihidrolipoato (EZ)
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Papel da E3

 Tem como grupo prostético o FAD.

* E responsavel por recuperar E2, uma vez que, ao ligar a CoA ao acetil, o Lipoato da E2 é
reduzido. Portanto, para que E2 possa estar disponivel para o préoximo piruvato, é preciso
oxidar esse grupo prostético, a Lipoamida, através do FAD.

Dihidrolipoilddesidrogenase (Enzima 3):

= QO passo final é a oxidag¢do da lipoamida; dihidrolipoato (E2) + FAD (E3)

* No final da reagdo, os cofactores, TPP, | [leleldel (=74 0l ZA0B) - EH (EE)
lipoamida e FAD sao regenrados.

= FADH, transfere os equivalentes redutores
para o NAD* formando NADH + H* que passa | il Bisbr (5e) o WATBR o 2 FA0RE 1 22)
0s seus eletrdes a cadeia de transporte de | & \/Apio 0k
eletroes formando 3 ATP (6 ATP de duas
moléculas de piruvato formado a partir da
glucose) pela fosforilacao oxidativa.

Para recuperamos E3, precisamos de uma molécula de NAD, que ao reduzir-se
(formando NADH), oxidara o FADH,, formando uma molécula de FAD.
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I )
CH,-C-COO'\ r‘ TPP CHy-C~S-L-SH  ~ CoA
Pyruvate Dihyarolipey!
decarboxylase transacelylase
H <5 +SH B The acetyl group, bound as a
co, L‘S' L\SH thioester 1o the side chain of

lipoic acid, is transferred to CoA.

FADH, ;m%ho sulfhydryl form of lipoic

acid is oxidized by FAD-dependent
dehycrogenase dihydrolipoyl dehydrogenase,
leading to the regeneration of
oxidized lipolc acid.

Pyruvate is decarboxylated to form
a hydroxyethy| derivative bound to
the reactive carbon of thiamine
pyrophosphate, the coenzyme of
pyruvate dehydrogenase.

g The hydroxyethyl intermediate is oxidized
by transfer to the disulfide form of lipoic
acid covalently bound to dihydrofipoyl
transacelylase.

The reduced flavoprotein is reoxidized to
FAD by dihydrolipoy! dehydrogenase as
NAD+ is reduced.

Produtos do Complexo
Como produto final temos: CO,, NADH, Acetil-CoA.




Piruvato desidrogenase

Logica da reacao da piruvato DH:

e A tiamina permite que a a-descarboxilacao oxidativa do
piruvato ocorra, mas nao pode servir como aceitador de eletrdes.
e A coenzima A também nao pode, embora sirva como aceitador
do acetil.

e O lipoato serve como intermediario, transportando o grupo
acetil da TPP para CoA, mas mantém os 2 eletrdes.

e Os eletrboes sao transferidos para o NADH através da flavina
(FAD).

e Assim, cada cofator tem um papel essencial a desempenhar nesta “danca”
complicada, adequada as suas propriedades quimicas.




Complexo da piruvato
desidrogenase

Um complexo grande e altamente integrado de trés tipos de enzimas

Piruvato + CoA + NAD* = acetil-CoA + CO, + NADH

TABLE 17.1 Pyruvate dehydrogenase complex of E. coli
Number Prosthetic
Enzyme Abbreviation of chains group Reaction catalyzed
Pyruvate dehydrogenase E; 24 TEE Oxidative decarboxylation
component of pyruvate
Dihydrolipoyl transacetylase E, 24 Lipoamide Transfer of the acetyl
group to CoA
Dihydrolipoyl dehydrogenase E; 12 FAD Regeneration of the
oxidized form of
lipoamide




Regulacao do complexo

o u_Piruva(o desidrogenase (E1)

S oxidized
lipoyvilysine

Transferéncia do grupo
hidroxietil para E2 e oxidacio
@ do hidroxietil carboniono para
um grupo acetil.

Sl FAD

E3 reducido é
oxidado por NAD+ <
NAD* oxidized Diidrolipoil transacetilase (E2)
bipoyllysine
reduced
lipayllysine @ CoA-SH
Dihidrolipoil
desidrogenase (E3)




Regulacao do Complexo

E regulado por dois mecanismos: Inibicdo alostérica e modificacdo covalente reversivel, sendo
gue ha ativadores e inibidores que interferem nos dois processos.

allosteric inhibitors: allosteric activators:
ATP, acetyl CoA, ™._ - AMP, Cﬂsu,
NADH, FA -~ NAD*Ca*™
O g
Pyruvate dehydrogenase
(active form)
Pi ATP
pyruvate dehydrogenase pyruvate dehydrogenase
phosphatase Iﬂn‘ase A
A HO :
® ADP e o

L pyruvate dehydrogena ' '
Caz+,|nSUI|n {IHEL‘.‘:‘[WE fnrm] 59_@ aﬁ' | 'C'Dna ADF,

Ativadores: AMP, ADP e NAD (sinalizam o baixo estado energético).
CoA (a sua presenca ativa a enzima). Caz+, piruvato e desfosforilagao.

Inibidores: ATP, Acetil-CoA, Acidos gordos de cadeia longa, fosforilaco.




Problemas de saude
relacionados com insuficiéncias
no CPD
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Hydroxyethyl
TPP Oxidized .
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Pyruvate Dihydrolipoyl Dihydrolipoyl
dehydrogenase, transacetylase, dehydrogenase,
E, E, Ea




Deficiéncias no Complexo Piruvato Desidrogenase
causam problemas de saude

Esta deficiéncia pode resultar de muta¢gdes em qualquer enzima ou cofactor,
sendo a causa bioquimica mais comum da acidose lactica congénita.

O tiamina pirofosfato (TPP) é um importante cofator do complexo da
piruvato desidrogenase. A tiamina nao é sintetizada nem armazenada em
elevadas quantidades, sendo necessaria a sua ingestao na dieta pela
maioria dos vertebrados.

e A deficiéncia da tiamina causa uma doenca fatal chamada Beribéri,
caracterizada por disturbios neuroldgicos, paralisia, atrofia de membros e
insuficiéncia cardiaca.

« E de notar que o cérebro usa exclusivamente o catabolismo aerébico da
glucose para energia e o complexo da PD é muito critico para o
catabolismo aerdbico.




Envenenamento por arsenio: compostos arsénicos
como arsenite (AsO3) ou arsénico organico sao venenosos
porque se ligam covalentemente a compostos sulfidrilicos
(grupos SH- de proteinas e cofatores). A dihidrolipoamida é um
cofator do complexo da PD e tem dois grupos SH. Estes grupos
sao covalentemente inativados por arsénio.

Compostos de arsénio em doses baixas sao muito toxicos para
microrganismos. Portanto, esses compostos foram utilizados para o
tratamento da sifilis e outras doencas, sendo os primeiros antibidticos, mas
com efeitos secundarios terriveis, pois acabariam por ser muito toxicos para
os seres humanos.




Rendimento energético:

1 piruvato = 1 acetil-CoA = 1 NADH = 2,5 ATP

1 glucose = 2 piruvato = 2 acetil-CoA =
2 NADH = 5 ATP

N

E o acetil-CoA formado,
ainda pode ser oxidado?




Ciclo de Krebs
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Glucose

Ac.
fosfoenolpiravico
HiC— $— COOH

(]

ac. pirdvico
descarboxilagdo
oxidante

H3C—'|E|:—S—Cuﬁ.
0]

acetilcoenzima A

Ciclo de Krebs

Acetyl-CoA
Condensation
CHz—C—S-CoA H,0
CoA-SH
sl Ha—co0"
i - oy e
ishydeagenaxion; O:aloacetate Citratze Dehysiration
Citric acid aconifinse H20
00~ dehydrogenase CY CI e

HO—CH H ,—C00™
Malate CH, ¢—coo” cis-Aconitate
@ Co0™ CI—COO'
—d H H,0
Hydration || fumarase .
aconitase
H,0 Hydration
00~ CH,—C00™
Fumarate le H—C—C00~
Hcl HO _CI_H Isocitrate
coo~ sucdnate isocitrate 00~ @
dehydrogenase dehydrogenase Oxidative
@ decarboxylation

a-ketoglutarate CH,—C00™

Dehydrogenation §H2—C00" o,

H succinyl-CoA dehydrogenase |
1 2 W\CHz—COO' complex C|H2
C00~ | C=0
Succinate in oo «a-Ketoglutarate
RSt C—5-CoA
GDP
gucimicot™ @
(ADP) 5
Succinyl-CoA —
* Py Y Oxidative
Substrate-level decarboxylation

phosphorylation



As principais etapas do ciclo de Krebs

6 | CoA |SH + NAD’
(s) Pyruvate dehydrogenase
© s o1 oot

“CmatEe gbade "
HCO- +1‘m 7 Water %‘g 6
ruvate ca!box lase - 0.9 a6
QADP+P Y ﬁ ?601

Q.. !
%o 65" 0,0
v O W4
Q ot O e B‘Q
© e e NADH, H*

Isocitrate dehydrogenase

co, %
(o ketoglutarate] 9 ﬁ. g 6
NAD" + [ CoA JsH

a- ketoglularate dehydrogenase
NADH, H'+ CO,

Succinyl-CoA

o QH, i
Succinyl-CoA synthetase : é
GDP + P; Sl © 4
Succinic dehydrogenase Succinate e Q e g
[con}sH+-sr®
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Formacao do citrato

Oxalacetato (4 C) a Citrato (6 C)

| S——CoA
C—oO |
| + c—o
CH, <|; A entrada do acetil — CoA no ciclo de Krebs ocorre pela
H [
log ’ combinag¢ao com o oxalacetato presente na matriz
mitocondrial.
H,0 Esta etapa resulta na formacao do primeiro produto do
ciclo de Krebs, o citrato. A coenzima A, sai da reacao
como CoA-SH.
H+
Y

Reagao irreversivel que ocorre através da enzima
citrato sintase

HO—C——CO, + HS-CoA




Citrato sintase

Dimero com duas subunidades idénticas:

e Alteracdes na conformacao

- Ligacao de oxaloacetato

- Dominios aproximam-se para formar o local de ligacao
para a acetil-CoA

- Formacao de intermediario

- Enzima fecha em torno do intermediario @

* Previne reacoes secundarias protegendo a ligacao tiol-
éster do acetil-CoA da hidrdlise por solvente

e Intermediario hidrolisado por molécula de agua ligada
- Enzima abre e produtos deixam o local ativo




Isomerizacao do citrato a isocitrato
Citrato (6 C) a Isocitrato (6 C)

cd

CH,

HO—C—CO?

O citrato sofre uma desidrata¢ao formando o cis-
aconitato onde é adicionada uma molécula de H,0

CH,
loe originando o isocitrato. Esta etapa ocorre para que a

2
molécula de citrato seja preparada para as reagoes de

A oxidacao seguintes

\ o Citrato é um 32 alcool - ndo pode ser oxidado em
' 2 cetoacido
- o - o Isocitrato é 22 um alcool - facilmente oxidado
CO; CO;
| ;0 |
CH, \ CH,
<|;—co<;> . - Hl_co? Enzima = aconitase (ou hidratase)
(UH o s Liga carboxilato e grupos hidroxilo
B lo(;) | co?




Descarboxilacao oxidativa do
isocitrato a a-cetoglutarato

: Isocitrato a a-cetoglutarato (5 C)
HC—CO?
|
HO—CH O alcool oxidado por transferéncia de H: de C2 para NAD*
co; Intermediario = oxalosuccinato, um cetodacido instavel
NAD® O intermediario sofre descarboxilacao para formar um a-
< cetoacido.
\i
B S ] © ~ ’
0 T Reacao Irreversivel

Enzima = isocitrato desidrogenase

Nesta reacao ha participa¢ao de NAD*, onde o isocitrato sofre uma descarboxilagao e
uma desidrogenagao transformando o NAD* em NADH, libertando um CO, e originando

como produto o a-cetoglutarato




Descarboxilacao oxidativa do
oi-cetoglutarato a succinil-CoA

o a-cetoglutarato a succinil-CoA (4 C)

| Catalisado pelo complexo multi-enzima

<|?Hz a-cetoglutarato desidrogenase:
o=—c * a-cetoglutarato desidrogenase (E1)
lo? * Di-hidrolipoamida succiniltransferase (E2)

* Di-idolidipoamida desidrogenase (E3)

HS-CoA NAD*
Analoga a reacao piruvato-acetil-CoA catalisada pelo complexo
piruvato desidrogenase

co, NADH

o Mesmas coenzimas e mecanismo semelhante do complexo PD

O a-cetoglutarato sofre uma descarboxilagao, libertando
um CO,. Também ocorre uma desidrogena¢dao com um
NAD* originando um NADH, e o produto da rea¢ao é o

succinil-CoA




Conversao do succinil-CoA a succinato

Energia livre conservada através da sintese de

COOH COOH ,
(I:H (':H nucleosideo trifosfato: GTP em mamiferos; ATP em
I ? CoASH 7 plantas e bactérias
" G
COOH < ¢=0 * Fosfato desloca CoA da molécula de succinil-CoA
succinate SCoA ligada;
GTP  GDP, P; * Grupo fosforil transfere para o seu residuo
succinyl CoA enzimatico;

(O succinato é libertado

succinyl CoA synthetase * Grupo fosforilo é transferido para GDP (ou ADP)

Enzima = succinil-CoA sintetase (succinato tiocinase)

O succinil - CoA combina-se imediatamente com a
coenzima A, originando um composto de potencial
energético mais alto, o succinato.




Mecanismo do succinil-CoA sintetase

0. [on
\?/
D b
| Succinyl-CoA
i
Succinyl-CoA C
synthetase Vo/ \S-Co A
P;
®
CoA-SH
(o) (o0
'\I:/
CH,
Enzyme-bound
Chy succinyl
His /' phosphate
C
Nesta reacao ha entrada de GDP+Pi, e libertagao de CoA-SH. ON e —an o’
. . . . . - - 2_ 2_ -
O succinil-CoA liberta uma grande quantidade de energia | P
guando perde a CoA, originando succinato.
A energia libertada é aproveitada para fazer a ligagdo do GDP S PmieHE
com o Pi (fosfato inorganico), formando o GTP. Como o GTP nao - GDP
é utilizado para realizar trabalho deve ser convertido em ATP,

assim esta é a unica etapa deste ciclo onde ha formacgao de ATP.



Oxidacao do succinato a fumarato

(l:OOH
CH

il

CllH
COOH

fumarate

COCH
FADH '

T

CH,
FAD I

COCH
succinate dehydrogenase )

succinate

A oxidacado do alcano requer um agente oxidante
mais forte que o NAD* (dai o FAD*)

FADH, produzido é re-oxidado pela coenzima
ubiguinona (Q) para reformar o FAD* e o
ubiquinol (QH,)

Inibidor competitivo = malonato (nao pode sofrer
desidrogenacao)

Enzima: complexo succinato desidrogenase;
incorporada na memb. mitocondrial interna,
em vez de na matriz mitocondrial

Succinato - Fumarato: Nesta etapa entra FAD* . O succinato sofre
oxidacao através de uma desidrogenacao originando fumarato e
FADH,. O FADH, é formado a partir da redugao do FAD* .




Hidratacao do fumarato a L-malato

c Estereospecificidade: adicao trans de agua
ll a dupla ligacao de fumarato

A Apenas ligacao dupla trans reagira

Reacao reversivel

co; Enzima: fumarase (ou fumarato hidratase)

HO——C—H

O fumarato é hidratado formando malato.




Oxidacao do L-malato a

regenerac¢ao do oxaloacetato

CO;

HO—C—H

CH,

CO;

< NAD*
NADH + H*

Y

cod

o=—cC

CH,

co?

 Areacao é endergonica, e a concentracao do
produto é baixa em equilibrio

A proxima reacao no ciclo (1) é altamente
exergonica

Enzima: malato desidrogenase

O malato sofre uma desidrogenac¢ao originando NADH,

a partir do NAD*, e regenerando o oxalacetato.







Sumario do Ciclo de Krebs

2C
acetyl CoA
NADH 4C 6C
oxaloacetate citrate
NAD* . .
cls-aconitate
1 acetato através do e - 6C
ciclo produz malate isocitrate
2CO,, 1 GTP, 1 AP
3 NADH, 1 FADH, NADH CO;
N H,O
4C oC
fumarate ketoglutarate
(oxo-glutarate)
FADH +
CoASH NAD
FAD 4C 4C NADH
succinate succinyl CoA

CO,

GTP  GDP, P,




Balanc¢o liquido do
metabolismo aerdbio

Para cada grupo acetil que entra no ciclo TCA como acetil-CoA, 2 CO, sao
produzidos juntamente com:

3 NADH

1 FADH, (succinato DH)

1 GTP

Oxidacao de NADH produz 2,5 ATP
Oxidagao do FADH, produz 1,5 ATP
Assim, a oxidacao dos 2 carbonos de acetil-CoA produzira 10 ATP.

No ciclo de Krebs os electrdes libertados pela glicélise sao transportados pelo NADH e o
FADH,, duas moléculas transportadoras.

Os electroes sao entao responsaveis pela formacao de ATP.




Balanco liquido do
metabolismo aerdbio

Se comecarmos com glucose:
— Glicdlise - rendimentos de 2 piruvatos:
2 ATP
2 NADH (=5 ATP)
—> Piruvato DH converte 2 piruvato em 2 acetil-CoA + 2 CO,
2 NADH (=5 ATP)
—> Oxidagao do 2 acetil-CoA em to 2 CO, através do TCA (= 20 ATP)

O rendimento liquido € de 32 ATP por glucose oxidada em CO.,.
(Comparacao com o rendimento da fermentacao - 2 ATP.)




Natureza anfibodlica
do Ciclo de Krebs

O ciclo do TCA é usado para:

catabolismo - geracao da maioria dos ATP celulares
anabolismo - fornece precursores de aminoacidos, acidos
nucléicos, etc.

Niveis adequados dos intermediarios do ciclo de TCA devem ser mantidos para manter o
ciclo em funcionamento.

A beleza de um ciclo é que pode-se colocar qualquer um dos 7 intermediarios do ciclo e
reabastecé-lo com qualquer um dos outros 6.




Esta via é utilizada por rea¢des catabdlicas para gerar energia bem como reacgdes
anabdlicas para gerar intermediarios metabdlicos para a biossintese.

Se os intermedidrios do ciclo estiverem a ser usados para rea¢des sintéticas, estes sao
refornecidos por reacdes anaplerdticas nas células (indicado pela cor vermelha)

/- Pyruvate
pyruvate l
carboxylase Acetyl-CoA
P

EP carboxykinase /k
/_\ 3 .

Phosphoenolpyruvate <€ > Oxaloacetate

(PEP)
acid \

Malate cyde o -Ketoglutarate

e

~ Succinyl-CoA

Pyruvate




A particao do piruvato

O principal intermediario do ciclo TCA usado para reabastecer o ciclo é o
oxaloacetato (OAA).

A principal fonte de OAA em células eucaridticas que metabolizam hidratos de
carbono é a reacao de piruvato carboxilase:

piruvato + HCO, + ATP -> OAA + ADP + Pi (reacdao também utilizada na
gluconeogénese)

Assim, o piruvato que entra nas mitocondrias pode ser dividido em uma de duas

vias:

1. Acetil-CoA: 2-carbonos, destinado a ser completamente oxidado a CO,

2. OAA: intermediario do ciclo TCA de 4 carbonos, precursor de hidratos de
carbono (PEP), aminodacidos, etc.

Os niveis relativos destas duas vias dependem das necessidades da célula e sao
rigidamente regulados




Reacoes Anapleroticas

Reacdes anaplerdticas reabastecem os intermediarios do ciclo do acido
citrico (TCA).

A natureza anfibdlica do ciclo do TCA significa anabdlico e catabdlico. O
ciclo TCA fornece varios intermediarios para a biossintese.

1. PEP carboxilase - converte PEP em oxaloacetato, reacao anaplerdtica
em plantas e bactérias

2. Piruvato carboxilase - converte piruvato em oxaloacetato, uma
importante reacao anaplerdtica em tecidos de mamiferos

3. Enzima malica converte piruvato em malato

Reagdes bioldgicas sao chamadas de anapleréticas
guando sao reagoes de preenchimento.




Natureza anfibodlica do Ciclo de Krebs

C02\

|

Amino Fatty
acu::i\ Acetyl-CoA i
Glucose Oxaloacefate Cholesterol
N\ AL
Asparate Malate Cltrate
Phenylalamne
i
yrosme\
Fumarate Isocutrate
Succinate
Succmy|~CoA a-Ketoglutarate
Porphyrins / \ .
Amino
Isoleucine acids
Methionine
Valine

Odd-chain fatty acids

Figure 16-16 Fundamentals of Biochemistry, 2/e
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Verde:
Reacdes anaplerdticas
(reabastecimento)

Vermelho: Rea¢des cataplerdticas
(drenar/esvaziar)




Regulacao do Ciclo de Krebs

Controlo alostérico

Enzyme Activated by Inhibited by
Pyruvate AMP, NAD", ATP, NADH,
dehydrogenase CoA, (Ca*) acetyl-CoA, FA's

Pyruvate carboxylase | acetyl-CoA

ATP, NADH,
Citrate synthase ADP succinyl-CoA,
citrate
Isocitrate ADP, NAD*
’ ’ ATP, NADH
dehydrogenase (Ca?) ’
a-ketoglutarate NADH,

(Ca*)

dehydrogenase succinyl-CoA

Lembre-se que o acimulo de citrato retarda a glicélise / producdo de piruvato




Regulacao do Ciclo de Krebs

Oxaloacetate

malate

Malate

dehydrogenase
complex @ AMP, CoA, NAD*, Ca2*

dehydrogenase

Pyruvate
ATP, acetyl-CoA,

pyruvate NADH, fatty acids

A 4
Acetyl-CoA
NADH, succinyl-CoA, citrate, ATP

® @) aop

citrate .
synthase Citrate
. L3
Citric
acid Isocitrate
isocitrate ® ATP

cycle
dehydrogenase

@) ca?*, AP

a-Ketoglutarate
® succinyl-CoA, NADH

@ ca2+

succinate s
dehydrogenase Succinyl-CoA

a-ketoglutarate
dehydrogenase
complex




Ciclo do Glioxilato

Uma variante anabdlica do ciclo do dcido
citrico em plantas e bacterias

Copyright © The McGraw-Hill Companies, Inc.

mow_edﬁv- of display.
o Citrate@

: synthase :

Oxaloacetate @ Citrate

Malate ; 3
dehydrogenasf Aconitase
Malate « Isocitrate

synthase
\ Isocitrate
¥ (@] 0 lyase
D o I .
Fumarate 8, H—C—C—O0~ @
Glyoxylate

/ o - Ketoglutarate
Succinate

Succinyl - CoA




Ciclo do Glioxilato

O ciclo do glioxilato € uma via metabdlica que ocorre em plantas e em varias
bactérias, mas ndo em animais. O ciclo do glioxilato permite que estes
organismos usem gorduras para a sintese de hidratos de carbono, uma tarefa
gue os vertebrados, incluindo os humanos, nao conseguem realizar.

Isocitrato = succinato + glioxilato + acetil-CoA - malato - glucose

Quando os acidos gordos sao consumidos pelos vertebrados, sdao degradados
em pequenos compostos acetilicos de 2 carbonos. Este grupo acetilo liga-se ao
grupo tiol ativo da coenzima A e entra no ciclo do acido citrico, onde é
totalmente oxidado em didxido de carbono, que é libertado no meio ambiente.

Nas plantas, o ciclo do glioxilato ocorre nos peroxissomas “especiais” chamados
de glioxissomas. Os glioxissomas sao organelos ligados a membrana
encontrados nas plantas, particularmente nos tecidos de armazenamento de
gordura das sementes em germinacao.




O ciclo do glioxilato envolve 5 enzimas, 3 das quais também participam no

ciclo do acido citrico: citrato sintase, aconitase e malato desidrogenase

As outras duas enzimas sao Unicas no ciclo do glioxilato:
isocitrate liase @ malato sintase.

Glyoxysome Cytosol Mitochondrion
aconitase
(IJOO'
_OOC—CHZ—(II— CH,—CO0™
CoA OH
Citrate
(”) (el0]0) g
B —CH,— — —C00~ e
CH;— C—SCoA 00C—CH,—CH (|3H (6{0]0) L \
Acetyl-CoA OH 6 i *
Isocitrate i _ _
[0} s 00C— CH,— CH,—C00
~000— 6 — CH— CO0™ ra Buesinge
— L U™ i : FAD
Oxaloacetate RoGkae g 7 succinate
lyase ) dehydrogenase
s FADH,
H* + NADH malate N _ H
5 )\ dehydrogenase 00C— CHy—CH;—COO ~00C—C=C—C00~
NAD* Succinate H
OH o =+ Fumarate
! malate Il H,0
= S i e s . B
00C—CH—CH,—C00 E | H—C—000 fumarase r
Malate Glyoxylate
CoA o ~00C—CH—CH,—C0O0™
] Malate
CH;— C—SCoA
Acetyl-CoA n\\s_'citric
& : acid
| cycle
|
|
|
|
|
+ +
NADH + H* NAD .

Gluconeogenesis

-—— T00C—

(0] k J

“00C—CH—CH,—CO00™
Malate

Il
C—CH,—CO0O™ =
Oxaloacetate



O ciclo de glioxilato converte 2 acetil-CoA - succinato em vez de 2 CO, (como ocorre
no ciclo do acido citrico).

O succinato pode ser transportado para a mitocondria e entrar no ciclo do acido
citrico, ou pode ser transportado para o citosol, onde é transformado em
oxaloacetato e entra na via da gluconeogénese.

As sementes germinativas convertem os triglicéridos armazenados em glucose.

Os dois estagios iniciais deste ciclo sao idénticos aos do ciclo do acido citrico: acetil >
citrato - isocitrato.

O préximo passo é diferente: o isocitrato é clivado em succinato e glioxilato.

O succinato é canalizado diretamente no ciclo do acido citrico e eventualmente forma
oxaloacetato. O glioxilato condensa com acetil-CoA, originando malato.

Tanto o malato como o oxaloacetato podem ser convertidos em fosfoenolpiruvato e
a gluconeogénese pode ser iniciada.

Geral: 2 acetil-CoA + 2 NAD* + FAD* -> oxaloacetato + 2 CoA + 2 NADH + FADH, + 2 H*




Sumario da aula:

O piruvato é convertido em acetil-CoA pela acdao do complexo piruvato desidrogenase.

O acetil-CoA é convertido em 2 CO, através do ciclo do acido citrico, gerando trés NADH,
um FADH, e um ATP (por fosforilagao ao nivel do substrato).

Intermedidrios do ciclo do acido citrico também sao usados como precursores
biossintéticos para muitas outras biomoléculas, incluindo acidos gordos, esterdides,
aminoacidos, pirimidinas e glucose.

O oxaloacetato pode ser reabastecido a partir do piruvato, através de uma reacao de
carboxilacao catalisada pela piruvato carboxilase contendo biotina.

A atividade do complexo piruvato desidrogenase é regulada por efetores alostéricos e
fosforilacdes reversiveis.

A conversao de acidos gordos em glucose através do ciclo do glicoxilato que pode ocorrer
na germinacao de sementes, em alguns invertebrados e algumas bactérias, que
compartilha trés etapas com o ciclo do acido citrico, mas ignora as duas etapas de
descarboxilacao, convertendo duas moléculas de acetil-CoA numa de succinato.

O acetil-CoA (isocitrato) é particionado no ciclo do glioxilato e ciclo do acido citrico através
de uma regulacao coordenada da isocitrato desidrogenase e isocitrato liase.
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