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Metabolismo
Fermentacdo alcodlica

Em aulas anteriores vimos como a hidrélise de ATP formando ADP e fosfato
inorganico libera uma grande quantidade de energia (Figura 11) que serd utilizada
para promover processos celulares que requerem o fornecimento de energia. Estes
processo podem ser: 1) contragdo muscular e movimentos celulares, ii) transporte
ativo de ions e moléculas através da membrana, iii) sintese de aminoacidos,
nucleotideos, proteinas, DNA e outros compostos necessarios a célula.

Como exemplo de transporte ativo, lembrem-se daquele promovido pela bomba de
Na+/K+ para a manutencdo do gradiente i0nico através da membrana plasmatica
(aulas anteriores).



AG° = —30.5 kj.mol™?

T
N C
2R R
HC/ C Il\T Adenina
\\ [
CH
N//C\N/
o~ o~ 0O~
| | |
~0-P-0-P-0-P-0-CH,
[
O O O
H i Ribose
HO OH
AMP
ADP
|
ATP

ATP = Adenosina 5'-trifosfato

Figura 11. Reacdo de hidrolise de ATP formando ADP e fosfato inorganico (Pi). A
variagdo de energia livre nas condi¢des padrio (AG®) esta indicada. Esta reagdo possui
um AG ainda mais negativo nas condi¢des celulares devido as concentragdes fora do
equilibrio de ADP e ATP (veja a equagdo 3, pag. 10)!! Estrutura dos compostos
fosforilados ATP, ADP e AMP.

O metabolismo celular ¢ voltado para dois aspectos fundamentais: i) producao
de ATP para fornecer energia para os processos celulares e ii) sintese de
intermediarios de biossintese (4c. graxos, lipideos, hormonios, aminoacidos,
nucleotideos, etc). O metabolismo degradativo ¢ chamado de catabolismo, enquanto
que o metabolismo biosintético ¢ conhecido como anabolismo. Organismos que
obtém energia livre a partir da luz do sol sdo chamados de fétotropicos, enquanto que



organismos que obtém energia livre através da oxidacdo de moléculas (exemplo
acucares) sdo chamados de quimiotropicos.

Células clivam e oxidam moléculas glicose para produzir energia na
forma de moléculas de ATP e intermediarios para as reacdes de biossintese. A
principal via para obten¢do de ATP ¢ o metabolismo de glicose que se inicia através
da quebra da glicose pela via glicolitica, na qual uma molécula de glicose é clivada
em duas moléculas de piruvato (acido piruvico) com a concomitante formacao de
duas moléculas de ATP.

A descoberta da via glicolitica (ou glicdlise) estd intimamente relacionada ao
estudo da fermentacéo alcoolica promovida por leveduras. De fato, uma parte da
bioquimica tal qual conhecemos hoje originou-se a partir do estudo da fermentagado
alcoodlica durante o final do século XIX e a primeira metade do século XX. Nessa
época, sabia-se que leveduras eram capazes de fermentar agucar para produzir etanol
(Figura 12), e percebeu-se que tanto o extrato de levedura como as células vivas
possuiam a mesma atividade. Uma fragdo do extrato de leveduras que era ndo
dializavel e sensivel a temperatura foi chamada de zymase, enquanto que outra fracdo
que era dializavel e insensivel a temperatura foi chamada de cozymase. Mais tarde
descobriu-se que zymase € cozymase eram, respectivamente, uma mistura de enzimas
e de co-fatores como NAD", ATP, ADP e ions metalicos.

Pesquisas realizadas para compreender este fendmeno acabaram conduzindo a
descoberta da sequéncia de reacdes de envolvidas na quebra anaerdbica de glicose
(hexose; agucar de 6 carbonos) em etanol e gas carbonico, e a identificacdo e
isolamento das enzimas que catalisam estas reacdes. Estes estudos, realizados
simultaneamente tanto em leveduras como em extratos de musculo, mostraram que a
glicolise ¢ uma via comum a todos os organismos, de procariotos as nossas células
humanas.

A glicolise quebra duas moléculas de glicose (uma hexose) em duas moléculas
de piruvato (acido pirtivico). O catabolismo anaeroébico do piruvato em células de
levedura leva a formagao de etanol, enquanto que em células musculares leva a
formagdo de acido latico (Figura 13). O 4cido latico ¢ formado no musculo quando a
quantidade de oxigénio disponivel ¢ insuficiente para promover o metabolismo
aerobico (por exemplo, uma situagdo de exercicio fisico intenso). O acido latico
formado no musculo pode ser convertido novamente em glicose nas células do figado
pelo chamado “ciclo de Cori”.

A sequéncia de reagdes enzimaticas da via glicolitica tal como a conhecemos
hoje pode ser observada na Figura 14.
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Figura 12. Destino dos 4tomos de carbono da glicose durante a fermentacdo em
leveduras. Baseado em Barnett (2003) Yeast 20: 509-543.
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Figura 13. Catabolismo do piruvato a etanol (levedura) ou acido latico no musculo
em condic¢des anaerobicas. Retirado de Barnett (2003) Yeast 20: 509-543.
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Figura 14. Sequéncia de reacdes que compdem a glicolise e a fermentacao lactica.



Todas as reagdes ocorrem no citosol das células eucarioticas. A glicose ndo
atravessa a membrana celular, entra na célula com auxilio de uma proteina carreadora
especifica. Imediatamente, ¢ possivel notar que: 1) a glicolise envolve duas etapas de
fosforilagdao por ATP, formando ADP e fosfato inorganico (Pi); ii) cada molécula de
glicose contendo 6 4&tomos de carbono ¢ convertida em duas moléculas de 4cido
piravico, mais oxidado; iii) o processo global envolve a formacao de 4 moléculas de
ATP, ou seja, producdo liquida de duas moléculas de ATP; iv) ocorre uma reagao de
oxido-reducdo quando gliceraldeido-3-fosfato ¢ convertido em 1,3-bifosfoglicerato,
os elétrons sdo transferidos para a coenzima NAD+ formando NADH.

Vamos analisar estas reacdes em mais detalhe.

Reacdo I: Fosforilagdo de glicose por ATP formando glicose-6-fosfato e ADP. Essa
reacdo ¢ catalisada pela hexoquinase.
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Figura 15. Reacdo de fosforilagdo da glicose por ATP formando glicose-6-fosfato e
ADP. Essa reacdo ¢ catalisada pela hexoquinase. A variagao de energia livre
envolvida é AG” = -16.7 kJ.mol .

E interessante notar que ja no inicio do século XX era sabido que glicose-6-
fosfato (hexose fosfato) ndo era fermentada ou hidrolisada por leveduras. A
explicacdo para essa observacao ¢ que as células ndo possuem proteinas de membrana
transportadores de glicose-6-fosfato (ou frutose 1,6 bifosfato). Portanto, o agucar
fosforilado ¢ incapaz de entrar ou sair da célula.'

A enzima que catalisa esta reagdo ¢ chamada hexoquinase. Quinases sao
enzimas que catalisam a adi¢do de um grupo fosforil do ATP para outra molécula.

A reacdo de fosforilacdo da glicose formando glicose-6-fosfato ilustra um dos
aspectos principais do metabolismo: reagdes endergonicas (que requerem o
fornecimento de energia livre para ocorrer) sdo tornadas espontaneas através do
acoplamento com outra reagdo altamente exergonica (que libera uma grande

! Note que a célula possui transportadores de glicose (exemplo GLUT1, GLUT2, etc).
Estes transportadores sdo especificos para glicose.



quantidade de energia livre). A reagio entre glicose e fosfato inorganico (PO4™)
formando glicose-6-fosfato consome uma grande quantidade de energia e nao
ocorreria caso ndo fosse acoplada a reacao de hidrdlise de ATP:

Glicose + P; = glicose-6-fosfato + H,O AG" =+ 13.8 kJ.mol™
ATP + H,0 - ADP + P AG" =-30.5 kJ.mol’!

Glicose + ATP = glicose-6-fosfato + ADP  AG” = - 16.7 kJ.mol

Evidentemente estas duas reagdes ndo ocorrem isoladamente em adgua, mas
uma enzima, a hexoquinase aproxima os reagentes de propicia um ambiente adequado
para a reagdo ocorrer. Da mesma forma, a formacao de ATP somente € possivel
porque esta acoplada a outra rea¢do mais exergonica (ver abaixo):

Fosfoenolpiruvato + H,O - piruvato + P; AG"=-61.9 kJ.mol
ADP + P; > ATP + H,0 AG® =+30.5 kJ.mol"!

Fosfoenolpiruvato + ADP - ATP + piruvato AG"=-31.4 kJ.mol

Logicamente que se as reagdes de hidrolise de fosfoenolpiruvato e fosforilagdo
de ATP ocorressem isoladamente em dgua uma ndo influenciaria a outra. A enzima
piruvato kinase liga fosfoenolpiruvato e ADP no seu sitio ativo proporcionando
condi¢des para que a reagdo acoplada ocorra.

Reacdo 2. Isomerizacao da glicose-6-fosfato em frutose-6-fosfato, catalisada pela
enzima fosfoglico isomerase (Figura 16).
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Figura 16. Reacdo de isomerizacao de glicose-6-fofato, uma aldose, em frutose-6-
fosfato, uma cetose. Essa reagdo ¢ catalisada pela enzima phosphohexose isomerase.
A variagio de energia livre envolvida é AG” =+1.7 kJ.mol™, o que indica que a
reacdo ¢ reversivel.

Reacdo 3. Fosforilagdo da frutose-6-fosfato por ATP formando frutose 1,6 bifosfato.
Essa reacdo ¢ catalisada pela enzima fosfofrutoquinase 1 (PFK1, do inglés
phosphofructo kinase).
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Figura 17. Reacdo de fosforilagdo da frutose-6-fosfato catalisada pela enzima
fosfofrutoquinase 1 (PFK1) com o consumo de uma molécula de ATP. A variagdo de
energia livre envolvida é AG® =-14.2 kJ.mol ™.

A variagdo de energia livre envolvida na reacdo de fosforilagdo de frutose-6-
fosfato catalisada pela fosfofrutoquinase-1 ¢ altamente negativa, indicando que esta ¢
uma reacao praticamente irreversivel. Reagdes irreversiveis costumam ser pontos de
regulacdo no metabolismo. A fosfofrutoquinse-1 ¢ uma enzima alostérica e esta
sujeita a regulagdo a partir de uma série de fatores alostericos como ATP/ADP e
frutose-2,6-bifosfato. A figura 18 mostra a estrutura da PFK1 em complexo com os
produtos da reacdo. A estrutura consiste de duas cadeias polipeptidicas cada qual
contendo um sitio ativo e um sitio para liga¢ao do efetor alostérico ADP.

Figura 18. Estrutura tridimensional da PFK1 (PDB PFK1) em complexo com os
produtos da reacao, frutose 1,6 bifosfato e ADP no sitio ativo, e o ativador alosterico
ADP. Esta estrutura mostra duas subunidades da enzima, que ¢ tetramérica.

Reacgdo 4. A quarta reacdo corresponde a clivagem da frutose 1,6 bifosfato em dois
compostos de 3 atomos de carbono: gliceraldeido 3-fosfato e di-hidroxi-acetona
fosfato (Figura 19):
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Figura 19. Reacdo de clivagem da frutose 1,6 bifosfato em dois compostos de 3
atomos de carbono, gliceraldeido 3-fosfato e dihidroxiacetona-fosfato. Essa reacdo ¢é
catalisada pela enzima aldolase. A variagio de energia livre envolvida é AG” = +23.8
kJ.mol ™.

Apesar de que a variacdo de energia livre envolvida ¢ positiva, nas condi¢des
celulares os produtos da reagdo sdo rapidamente consumidos o que faz com que o AG
da reacdo seja menor e ela torne-se praticamente reversivel. Apenas o gliceraldeido-3-
fosfato sera utilizado para as proximas etapas da glicolise. Com a finalidade de ndo
perder um composto de 3 carbonos, as células produzem uma isomerase (triose-
fosfato isomerase — TPI ou TIM), que ¢ capaz de catalisar a reacdo de isomerizagao
de uma cetose (dihidroxiacetona fosfato) em uma aldose (gliceraldeido-3-fosfato)
(Figura 20):
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Figura 20. Reacdo de isomerizacao entre gliceraldeido-3-fosfato e dihidroxi-acetona-
fosfato. A variagdo de energia livre envolvida é AG’ = +7.5 kJ.mol .

Apesar de que 0 AG® da reagéo é positivo, nas condi¢des celulares esta reagio
também ¢ praticamente reversivel. Esta etapa conclui a conversdo de uma molécula de
glicose em duas moléculas de gliceraldeido-3-fosfato, um composto de 3 4tomos de
carbono e mais oxidado do que a glicose. Para tanto foi necessario a hidrdlise de duas
moléculas de ATP formando ADP. As proximas etapas envolvem a oxidacdo de
gliceraldeido-3-fosfato em piruvato, um acido carboxilico e portanto um composto
mais oxidado. A conversdo de gliceraldeido-3-fosfato envolvera perda de elétrons
(oxidagdo) e a formagdo de duas moléculas de ATP (quatro moléculas no computo
geral).

Reacgdo 5. A reagdo de oxidagdo do gliceraldeido-3-fosfato formando 1,3-bifosfo-
glicerato (1,3-BPQG) ¢ catalisada pela gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase. Esta
reagio depende da presenca de uma coenzima, NAD'. Historicamente, NAD" foi



chamado de co-fermento ou co-enzima. O papel do NAD como carreador de
hidrogénio foi sugerido em torno de 1920, mas a natureza quimica da coenzima
somente foi elucidada nos anos 30. NAD (Figura 21) ¢ um dinucleotideo de
nicotinamida e adenina. Ele funciona como um carreador de 4&tomos de hidrogénio
em uma ampla série de reacdes de oxido-redugdo ao aceitar um ion hidreto (H'; um
préton e 2 elétrons). NAD e NADH sao soluveis, € podem mover-se de uma enzima
para outra.

Reacoes de oxido-reducao:
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Figura 21. Estrutura da coenzima nicotinamida adenina dinucleotideo (NAD) nas
formas oxidada (NAD) e reduzida (NADH).

Um grande numero de enzimas utiliza NAD como co-enzima carreadora de
elétrons, catalisando reacdes nas quais NAD aceita um ion H™ do substrato (oxidagdo)
ou doa um ion H™ ao substrato (redu¢do). Estas enzimas sao chamadas de
oxidoredutases ou desidrogenases. A gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase utiliza a
coenzima NAD" para receber um ion H™ do gliceraldeido-3-fosfato que ¢ oxidado a 3-
fosfoglicerato formando NADH. O dominio responsavel por ligar NAD+ ou NADH ¢
chamado de Rossmann fold. A coenzima NAD (e NADP) ¢ fracamente associada a
enzima e pode difundir-se de uma enzima para a outra funcionando como um
composto carreador de elétrons solivel. O NADH formado como resultado da acdo da
gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase difunde-se até encontrar a alcool desidrogenase
que promovera a reducdo de acetaldeido a etanol durante a fermentacao alcodlica:

gliceraldeido-3-fosfato + NAD*

3-fosfoglicerato + NADH + H*
etanol + NAD*

acetaldeido + NADH + H*

A reacdo catalisada pela gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase pode ser
compreendida como a soma de dois processos (Figura 22):
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Figura 22. Reacdo de oxidagdo e adi¢do de ortofosfato catalisada pela gliceraldeido-
3-fosfato desidrogenase.

Reacgdo 6. A proxima reagdo envolve a transferéncia de um grupo fosforil do 1,3-

bifosfoglicerato (1,3 BPG) para ADP formando ATP e 3-fosfoglicerato. Essa reagdo ¢
catalisada pela enzima fosfoglicerato quinase (Figura 23).
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Figura 23. Reacdo catalisada pela fosfoglicerato quinase. A variacdo de energia livre
dessa reagdo nas condi¢des padrio é AG’ = -18.8 kcal.mol™, no entanto nas condigdes
celulares a reacdo é reversivel com AG =+ 1.3 kcal.mol ™.

Reagdes 7 a 9: As proximas reagdes envolverdo a conversdo de 3-fosfoglicerato a
fosfoenolpiruvato, um composto com alto potencial de transferéncia de um grupo
fosforil, e finalmente a piruvato com a concomitante forma¢ao de uma molécula de
ATP (Figura 24):
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Figura 24. Reagdes de isomerizagdo de 3-fosfoglicerato a 2-fosfoglicerato (AG® =

+4.6 kJ.mol™); de desidratagio de 2-fosfoglicerato formando uma dupla ligagio e o

composto fosfoenolpiruvato (AG” = +1.7 kJ.mol™"); e de transferéncia de um grupo

lfosforil do fosfoenolpiruvato ao ADP formando ATP e piruvato (AG’ = -31.4 kJ.mol
).

E interessante notar que a reagdo de transferéncia do grupo fosforil do
fosfoenolpiruvato ao ADP ¢ extremamente favoravel. Uma explicagdo para essa
observacdo ¢ que a forma endlica do piruvato ¢ altamente instavel e converte-se
espontaneamente para a forma cetonica, piruvato.

A reacdo completa da quebra de glicose em duas moléculas de piruvato é:

Glicose + 2Pi + 2ADP + 2NAD+ 2piruvato + 2ATP + 2NADH + 2H* + 2H,0

Esta reagio envolve uma variagdo de energia livre da ordem de AG® = -73.1
kJ.mol™, e resulta na formagdo de duas moléculas de ATP e na redugdo de duas
moléculas de NAD". Esse processo poderia seguir indefinidamente nao fosse o fato de
que a disponibilidade de NAD" na célula é finita. Conforme ja discutido acima, em
condi¢des anaerobicas, o piruvato ¢ reduzido a lactato (células musculares) ou a
etanol (levedura) regenerando NAD". Esse processo é conhecido como fermentagao
(Figura 25):
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Figura 25. Reagdes enzimaticas que ocorrem nas células de levedura ou do musculo
durante a fermentagio e levam a regeneragio de NAD".

A eficiéncia da glicolise expressa em termos de conversdo de energia
armazenada na forma de glicose para moléculas de ATP ¢ muito baixa. A
fermentagio alcodlica gera um total de -235 kJ.mol" de glicose (-196 kJ.mol™ para a
fermentagio lactica) sendo que aproximadamente 61 kJ.mol™ de energia livre sdo
necessarios para a sintese de duas moléculas de ATP. Ou seja, apenas 1/3 da energia
liberada pela fermentagao ¢ utilizada para a sintese de ATP. O resto ¢ dissipado na
forma de calor !

A medida em que as reagdes da fermentacio foram sendo elucidadas, outros
bioquimicos voltaram sua ateng¢do ao metabolismo aerdbico em levedura (apds 1930).
Na presenga de oxigénio, as células sdo capazes de oxidar a glicose completamente a
CO; e H,0 extraindo muito mais energia e formando um niimero muito maior de
moléculas de ATP a partir de uma inica molécula de glicose. Este processo ¢
conhecido por respiragdo celular, e envolve duas vias metabdlicas que vamos discutir
em detalhes: o ciclo de Krebs ou ciclo do acido citrico, a cadeia de transporte de
elétrons e a fosforilacdo oxidativa.

Uma das principais diferencas entre a glicolise, o ciclo de Krebs e a
fosforilacdo oxidativa ¢ que enquanto a primeira via metabodlica ocorre no citoplasma
da célula, as duas outras ocorrem dentro da mitocondria. Esta diferencga de
compartimentos ird auxiliar a regulacdo das duas vias.
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Glicolise exercicios

1. Complete 0 mapa metabdlico mostrado na Figura 14 indicando quais sdo as
enzimas responsaveis por catalisar cada reagdo, os efetuadores alostericos e o
numero de carbonos de cada metabolito.

2. Responda:

1) Quais os passos irreversiveis que aparecem no mapa?

i) Quantas moléculas de piruvato se formam a partir de uma molécula de
glicose?

ii1) Qual hexose da origem a trioses?

iv) Indicar as reagdes de oxido-redugdo que aparecem no mapa.

V) Sabendo-se que a concentragio celular de NAD" ¢ da ordem de 10°M, é

possivel estimar a quantidade de glicose que pode ser convertida a lactato?
vi) Verificar no mapa os compostos que apresentam ligacdes do tipo:

a) fosfoenol

b) anidrido fosforico

c) éster fosforico

vii) Identificar no mapa as reacdes catalisadas pelas seguintes enzimas
a) quinase

b) mutase

c) isomerase

d) aldolase

e) desidrogenase

3) Considerando-se o numero de moléculas de ATP consumidas e formadas,
estabelecer o saldo final de ATP na oxidagdo de uma molécula de glicose pela via

glicolitica

4) Qual a porcentagem de energia que a célula armazena, a partir de um mol de
glicose, pela sua degradacao através da via glicolitica? Sabe-se que:

Glicose = Lactato AG” =-195 kJ/mol
5) Citar os compostos que devem ser fornecidos a via glicolitica para:

a) inicid-la (haver formacao de lactato)
b) manté-la em funcionamento

6) Indicar a fungdo da via glicolitica
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Ciclo de Krebs

O ciclo de Krebs ¢ uma espécie de ponto de encontro metabolico da célula.
Todas as moléculas que podem ser convertidas em um grupo acetil ou em
intermediarios do ciclo podem ser aproveitadas e oxidadas completamente a CO,
gerando elétrons (na forma de NADH ou FADH,) que depois serdo transferido ao
oxigeénio pela fosforilagdo oxidativa gerando dgua e promovendo a sintese de ATP
(vide infra). De forma geral, o ciclo de Krebs oxida o grupo acetil da Acetil-CoA em
duas moléculas de CO, com a geracao concomitante de trés NADHs, um FADH; e
um GTP.

O piruvato gerado pela via glicolitica ¢ transportado para dentro da
mitocondria por um carreador especifico. Na matriz mitocondrial, o piruvato sera
descarboxilado oxidativamente pelo complexo piruvato desidrogenase gerando um
grupo acetil. Este grupo acetil ¢ ativado por esterificagdo com a Coenzima-A,
formando o grupo acetil-CoA. Este ¢ o ponto de partida para entrada no ciclo de
Krebs (Figura 26):

o) o /COi + 2H-
» Acetil-CoA —— »  Ciclo de Krebs

complexo piruvato
desidrogenase

0 CHs

piruvato
Figura 26. Destino do piruvato que entra na mitocondria.

A primeira rea¢do do ciclo de Krebs envolve a condensagdo de um grupo
acetil proveniente do piruvato, com oxaloacetato, formando citrato. Para que esta
reacdo possa ocorrer, o grupo acetil precisa ser ativado pela ligagdo a Coenzima A. A
elucidagdo da estrutura da Coenzima-A e a comprovagao de que o grupo acetil precisa
ser ativado para reagir com oxaloacetato formando citrato foram fundamentais para a
elucidacdo das reagdes do ciclo de Krebs. O complexo piruvato desidrogenase
catalisa a reac@o de descarboxilacdo oxidativa do piruvato, transferindo um par de
elétrons para o NAD' e gerando acetil-CoA (Figura 27):

complexo piruvato desidrogenase

Piruvato + CoA + NAD* > Acetil-CoA + CO, + NADH + H*
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Adenosina-3-fosfato-5' pirofosfato

o=—P

Mercaptoetilamina
acido pantotenico

CoA

Acetil-CoA

o}
Figura 27. Reacdo de descarboxilag¢do oxidativa de piruvato formando NADH e um
radical acetil ativado através da ligagdo com a Coenzima A (acima). Estrutura
molecular da Coenzima A (abaixo). Esta reagdo ¢ irreversivel como indica a
descarboxilagao.

O complexo piruvato desidrogenase ¢ formado por trés enzimas que
promovem a descarboxilagdo e oxidacao do piruvato formando um grupo acetil, e
promovem ainda a reagdo de condensagdo entre o grupo acetil e o grupo sulfidril da
Coenzima-A gerando, através de uma ligacao tio-éster, Acetil-CoA (Figura 28). Uma
das co-enzimas importantes nesse processo chama-se FAD, um grupo prostético
associado fortemente a uma das enzimas do complexo piruvato desidrogenase e que
aceita um um par de elétrons (dois protons e dois elétrons) assumindo a forma
reduzida, FADH, (Figura 29). As enzimas associadas a um grupo FAD s3o chamada
de flavoproteinas. Ao contrario do NAD, o FAD associa-se fortemente a enzima e ¢
incapaz de difundir-se livremente em solugao.

2e-

) CO2 [o]
\2\‘9
S o 0 >/
;A d\%\c_/ A_A, d\%\o{/ > O ¢
descarboxilagdo oxidagio transferéncia para CoA \
o o S—con
piruvato Acetil-CoA

Figura 28. Sequéncia de reacdes promovidas pelo complexo piruvato desidrogenase.
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NH,

Flavina adenina dinucleotideo (FAD) Flavina adenina dinucleotideo (FADH,)
(forma oxidada) (forma reduzida)

Figura 29. Estrutura do grupo prostético FAD na forma oxidada (esquerda) e na
forma reduzida, FADH, (direita).

A formacao de Acetil-CoA ¢ o ponto de partida para a entrada de piruvato no
ciclo de Krebs. As reagdes seguintes envolvem a condensagao de Acetil-CoA com
oxaloacetato formando citrato, um composto de 6 d&tomos de carbono. Essa reagao ¢
catalisada pela enzima citrato sintase (Figura 30). Em seguida, o citrato sofre uma
reacdo de isomerizagdo que altera a posi¢do do radical OH. Essa reacdo de
isomerizagdo que ¢ realizada através de uma desidratagdo seguida de uma hidratacgao,
¢ catalisada pela enzima aconitase (Figura 30). A posi¢do do radical OH no carbono-2
do isocitrato permite a proxima reacao, que ¢ a descarboxilagdo oxidativa do
isocitrato formando alfa-cetoglutarato. Os elétrons do &tomo de carbono que ¢é
oxidado sdo transferidos para NAD" formando a coenzima reduzida NADH. Note que
nesta reagdo de descarboxilacdo, o &tomo de carbono que ¢ eliminado na forma de
CO; ndo pertence ao grupo Acetil-CoA (Figura 30).
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Condensacio |

0. s OH
acetil-CoA CoASH coo-
-00C
o CHa K‘Y oH H20 AGO = -31.4 KJ.mol-!
— 7 coor ———————————>
-00C citrato sintase -00C citrato sintase o o
COO-
oxaloacetato citrato
T
Isomerizacdo CoA
Coo- H,0
7 COO- o
o H,0 K AGY = +6.3 Kl mol!
COO- -00C
-00C J X ———= = 00C .
= = .
) aconitase
aconitase oH
o (o
o] o} . . L
citrato cis-Aconitato isocitrato
AGY =-8.4 kI.mol'!
Descarboxilacio oxidativa CO
Coo- o NAD* NADH - 2 o
0C 4> -00C -00C
(o} o
isocitrato desidrogenase isocitrato desidrogenase
OH o
isocitrato alfa-cetoglutarato

Figura 30. As trés primeiras reacdes do ciclo de Krebs. A entrada de Acetil-CoA no
ciclo da-se pela condensagdo com oxaloacetato (um alfa-ceto 4cido) formando citrato.
Em seguida o citrato sofre uma isomeriza¢do formando isocitrato, que ¢ oxidado e
descarboxilado gerando alfa-cetoglutarato.

O alfa-cetoglutarato sofre uma reag¢do de descarboxilagdo oxidativa catalisada
pelo complexo alfa-cetoglutarato desidrogenase, gerando succinil-CoA e outra
molécula de NADH. Note que succinil-CoA ¢ um composto de 4 atomos de carbono
(Figura 31). A hidrdlise de succinil-CoA a succinato libera uma grande quantidade de
energia livre, que ¢ mais do que suficiente para permitir a fosforilacdo de GDP

formando GTP, o tnico nucleotideo trifosfato formado pelo ciclo de Krebs (Figura
31).

NAD* + CoA-SH NADH + CO,

(0]
-00C u _ -ooc S—CoA
o .
Compl Ifacetoglutarat
O Gesidrogenase \/\I( AG? = -30.1 kl.mol!
o 0
alfa-cetoglutarato succinil-CoA

Pi + GDP GTP

-00C S——CoA U "00C OH
~ AG? = -3 4 kJ.mol!
Succinil-CoA sintetase

o) (e]

succinil-CoA succinato

Figura 31. Reacdes de descaboxilagdo oxidativa do alfa-cetoglutarato formando
succinil-CoA, e de hidrélise do succinil-CoA gerando succinato. Esta ultima reagdo ¢
acoplada a fosforilagao de GDP gerando GTP.
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Succinato ¢ um composto de 4 &tomos de carbono que deve ser oxidado a
oxaloacetato. A forma para fazer isso ¢ primeiro oxidar succinato a fumarato
gerando FADH,, seguido de uma reagdo de hidratagdo que forma malato, este por sua
vez pode ser oxidado a oxaloacetato completando o ciclo de Krebs e gerando a
terceira molécula de NADH (Figura 32).

A enzima succinato desidrogenase distingui-se das outras enzimas do ciclo de
Krebs pois utiliza FAD como grupo aceptor de elétrons, além disso ela esta embebida
na membrana mitocondrial interna onde ocorrem as reacdes da cadeia de transporte de
elétrons. Dessa forma, a succinato desidrogenase faz o link entre o ciclo de Krebs e a
fosforilacdo oxidativa responsavel pela formagao de ATP.

oxidacdo FAD FADH,

-00C OH
V\”/ U -00C / OH AG® = 0 kJ.mol-!

-
o

o succinato desidrogenase

succinato

H20
OH
hidratacao
-00C OH “ooc OH
= » AGO = -3.8 kJ.mol-!
fumarase
(o]

fumarato O

o
fumarato malato
NAD* NADH + H* o
oxidacao OH
-00C OH
-00C OH -
malato desidrogenase AGY = +29.7 kJ .mol!
o

o oxaloacetato

malato

Figura 32. Motivo de trés reacdes necessarias para oxidar succinato a oxaloacetato.
Este motivo consiste de uma reagdo de oxidagao catalisada pela enzima succinato
desidrogenase, seguido de uma reacdo de hidratagdo catalisada pela enzima fumarase
e outra oxidacdo que finalmente converte malato em oxaloacetato. Duas coenzimas
reduzidas sdo produzidas neste processo, FADH, e NADH.

Olhando estas reacdes de forma global, vemos que elas perfazem um ciclo em
que uma unidade de dois carbonos entra (Acetil-CoA) e sai completamente oxidada
na forma de duas moléculas de CO,. Note que os atomos de carbono da Acetil-CoA
somente irdo sair na forma de CO, apds a quarta volta no ciclo. A cada volta, sdo
formadas coenzimas reduzidas NADH e FADH, (Figura 33). Seguramente, o ciclo
pode ser alimentado por unidades de Acetil-CoA provenientes da quebra de glicose
pela via glicolitica, ou provenientes de outras vias metabdlicas como a oxidacdo de
acidos graxos e a degradacdo de certos aminoacidos. Subprodutos do metabolismo
também podem alimentar o ciclo de Krebs, como succinato ou oxaloacetato
provenientes do metabolismo de aminoacidos, assim como o ciclo de Krebs também
fornecera esqueletos de carbono para outras reagdes biossintéticas.
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acetil-CoA
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oxidagao isocitrato
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NADH
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GTP

Figura 33. Visdo global do ciclo de Krebs. O tipo de cada reacdo estd indicado em
vermelho. Os compostos que depois serdo uteis para a sintese de ATP estdo indicados
em azul.

A reacdo global do ciclo de Krebs ¢ mostrada abaixo. Note que a oxidagdo
completa de uma molécula de glicose a CO, pela via glicolitica e pelo ciclo de Krebs
leva a formag¢ao de duas moléculas de ATP, duas moléculas de GTP, 6 moléculas de
NADH e duas moléculas de FADH,.

Glicose + 2Pi + 2ADP + 2NAD+ 2piruvato + 2ATP + 2NADH + 2H* + 2H,0

2e-

O CO2 0]

sz{'fz

S o i‘ 0 2o/

A_A O&\C_/ C}\%\C/ > ° C
descarboxilacdo oxidagdo transferéncia para CoA \
S—CoA
o} O
piruvato Acetil-CoA

Acetil-CoA + 3NAD* + FAD + GDP + Pi + 2H,0 —— > 2CO, + 3NADH + FADH, + GTP + 2H* + CoA

Qual ¢ o destino dos elétrons de alta energia contidos em NADH e FADH,?
Esses elétrons serdo transferidos para a cadeia de transporte de elétrons e depois
finalmente transferidos para uma molécula de oxigénio que sera reduzida formando
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agua. Um gradiente de protons através da membrana interna da mitocondria ¢ gerado
a medida em que os elétrons sdo transportados pela cadeia de transporte de elétrons.
Esse gradiente sera utilizado para promover a sintese de ATP.
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Exercicios sobre o ciclo de Krebs

1.

10.

11

Desenhe o ciclo de Krebs, indique as enzimas que catalisam cada reagao.
Comece a partir de Acetil-CoA

. Na oxidagdo de uma molécula de acetil-CoA no ciclo de Krebs, indicar a

enzima que catalisa a reacdo onde ha producao ou consumo de:
CO,

GTP

NADH

FADH,

H,O

Indicar o composto rico em energia do ciclo de Krebs e a reagdo que o produz
Citar as vitaminas que participam do ciclo de Krebs

Indicar a localizagao do ciclo de Krebs

Na reacdo catalisada pela aconitase indicar o composto predominante no
equilibrio

Esquematizar a reagdo catalisada pela piruvato carboxilase e citar o seu
efetuador alostérico

Citar as fungdes do ciclo de Krebs

Mostras as consequéncias metabolicas da ativagdo da piruvato carboxilase por
acetil-CoA

Descrever a regulagdo do ciclo de Krebs em fun¢ao das relacdes ATP/ADP e
NAD'/NADH

. Relacionar a velocidade da via glicolitica com a atividade da isocitrato

desidrogenase
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Fosforilagdo oxidativa

Glicose ¢ completamente oxidada a CO, através das reagdes da via glicolitica
e do ciclo de Krebs. Os elétrons retirados da glicose sdo utilizados para reduzir O,
formando H,O culminando o fim do processo oxidativo. Fosforilacdo oxidativa ¢ o
processo pelo qual ATP ¢ formado como resultado de uma série de reagdes de
transferéncia de elétrons das coenzimas reduzidas NADH e FADH,; para O, formando
H,0. As moléculas carreadoras de elétrons sdo proteinas de membrana localizadas na
membrana interna da mitocondria e formam a cadeia de transporte de elétrons. O
fluxo de elétrons através dos carreadores provoca a saida de protons da matriz
mitocondrial para o espago inter-membrana. A distribui¢io desigual de H' nos dois
lados da membrana interna gera um gradiente de pH e uma diferenca de potencial
elétrico através da membrana interna. O retorno dos fons H' para a membrana interna
através de uma proteina transportadora de H' (ATP sintase) é altamente exergdnico
(AG << 0). Essa variacdo de energia livre sera suficiente para tornar
termodinamicamente favoravel a reacdo de sintese de varias ATP a partir de ADP e
fosfato inorganico pelo complexo ATP-sintase (Figura 34).

A mitocondria possui duas membranas: membrana interna € membrana
externa. O compartimento interno, delimitado pela membrana interna, ¢ chamado de
matriz mitocondrial. A matriz contém todas as enzimas do ciclo de Krebs e as
enzimas que catalisam a oxidagdo de 4cidos graxos. A membrana interna contém 75%
de proteinas em massa. Todas as enzimas envolvidas na cadeia de transporte de
elétrons estdo localizadas na membrana interna, bem como uma série de proteinas
transportadoras para permitir a entrada de metabdlitos essenciais na matriz. Entre
estes metabolitos encontra-se NADH produzido no citosol durante a glicdlise. A
membrana interna também contem um transportador de ADP/ATP, de forma que o
ATP produzido na matriz possa ser transportado onde ele sera utilizado para fornecer
energia para outros processos celulares.

espaco inter-membrana

H+

H* H*

"
P

O

RSz v

NADH NAD*

matriz

ADP +Pi ¥ ATP

Figura 34. Elétrons provenientes das coenzimas reduzidas NADH e FADH2
(provenientes do ciclo de Krebs) sdo transferidos para as proteinas carreadoras da
cadeia de transporte de elétrons através de uma série de reacdes de oxido-redugdo.
Estes elétrons sdo utilizados para reduzir O2 formando H20. O fluxo de elétrons
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através dos carreadores ¢ acoplado ao transporte de protons através da membrana,
gerando uma forca préton-motriz que ¢ suficiente para promover a sintese de ATP
pela enzima ATP-sintase.

Vamos ver detalhes sobre como funciona a cadeia de transporte de elétrons. A
direcdo do equilibrio de uma reag@o quimica deve ser examinada de acordo com a
variagdo de energia livre envolvida na reacdo. No caso de reagdes de oxidoredugao,
DG depende da diferenga de potencial de oxidoredugao da seguinte forma:

AG® = -nFAE’

onde DE ¢ proporcional a afinidade por elétrons do substrato oxidado. Por exemplo,
considere as duas meias reagdes de oxidoredugao:

(D) 2H" +1/2 0, + 2e- > H,0 E’=+082V
) NAD" + H' + 2e- > NADH E’=-0.32V

Claramente, como o oxigénio possui maior potencial de redu¢do ele ira oxidar o
NADH. Dessa forma, o NADH sera doador e o O, acceptor de elétrons e a reagdo
global deve ser escrita como:

No caso da transferéncia de elétrons de NADH e FADH; para o O,, ¢ possivel
calcular a variacdo de energia livre através da diferenca de potencial de redugdo
envolvida. Por exemplo, os potenciais de redugdo de oxigénio e NAD" sio dados por:

(D) 2H" +1/2 0, + 2e- > H,0 E’=+082V
(2) NADH - NAD "+ H" + 2e- E’=+0.32V

A soma das duas meias reacoes resulta:
3) H' +1/20,+ NADH = NAD" + H,0 AE’=+0.82 +0.32 = +1.12V

Considerando-se que a variagdo de energia livre envolvida em uma reagdo de
oxido-reducao ¢ dada por:
AG° = —nFAE
onde n ¢ o numero de elétrons envolvido, F' ¢ a constante de Faraday e AE ¢ a
diferenga de potencial de reducdo, a variacao de energia livre envolvida na reacdo de
reducdo de oxigénio por NADH ¢é:

AG® = —nFAE = —2(96.48 kJmol=V~-1)1.12V = —220.1 kJmol~!

Considerando-se que para sintetizar uma molécula de ATP a partir de ADP e
Pi (PO,™) sdo necessarios 30.5 kJ/mol, se acoplada a sintese de ATP, a oxidagio do
NADH fornecera energia suficiente para a sintese de varios mols de ATP. Este
acoplamento ¢ realizado pelos componentes da chamada cadeia de transporte de
elétrons, centros redox com afinidades crescentes por elétrons, ao invés de transferir
os elétrons diretamente para o O, (Figura 34).

A quantidade de energia livre liberada a partir da transferéncia de elétrons
para o O, ¢ inicialmente utilizada para criar um gradiente de H' através da membrana
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interna da mitocondria (Figura 34). A fim de calcular qual ¢ a variagdo de energia
livre associada ao transporte de protons para fora da matriz podemos fazer:

AG = RTIn-2Yera 4 npAE (&)

[ ]matriz

Em condigdes tipicas, o pH no espago inter-membrana ¢ 1.4 unidades menor do que
na matriz mitocondrial, portanto log MHlsora _ 14 ,AE=0.14V e Z=+1 (H").

[
[Hlmatriz

Considerando-se a temperatura como 310K, e substituindo-se os valores na equacao
acima encontramos que AG para mover um H" para fora da matriz é 21.8 kJ.mol ™.
Portanto a redugao de O, por uma molécula de NADH produzira energia suficiente
para o transporte de varios ions H" para fora da matriz mitocontrial. O retorno de H+
para dentro da matriz e a sintese de ATP sdo acoplados pela enzima ATPsintase
(Figura 35). A oxidagdo de um NADH resulta em 2.5 ATPs, enquanto que a oxidagao
de um FADH; resulta em 1.5 ATP.

;;;;;;;;;

doi:10.2210/rcsb_pdb/mom_2005_12

Figura 35. Estrutura da ATP-sintase.

Considerando-se que estes valores estdo corretos podemos estimar a
quantidade de moléculas de ATP geradas a partir da oxidagdo completa de uma
molécula de glicose a CO; e HO: [SNADH/Glicose (Krebs) + 2NADH/Glicose
(glicolises)|x2.5 ATP/NADH + [2FADH2/Glicose]x1.5ATP/FADH2 + 2ATP/Glicose
(Krebs) + 2ATP/Glicose (glicolise) = 32 ATP/Glicose.
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Exercicios sobre fosforilacio oxidativa

1.

(98]

Citar os compostos que fazem parte da cadeia de transporte de elétrons
Esquematizar a sequéncia dos complexos da cadeia, indicando os
transportadores de elétrons, os transportadores de protons e elétrons, bem
como o composto doador dos elétrons

Citar a localizagdo celular da cadeia de transporte de elétrons

Citar 3 inibidores da cadeia de transporte de elétrons, indicando os complexos
sobre os quais atuam

Os compostos seguintes, localizados na membrana interna da mitocondria,
fazem parte de uma cadeia que transfere elétrons do NADH (E” =-0,315 V)
para o oxigénio molecular, 02 (E” = +0,815 V):

Coenzima Q (E” = +0,04 V)

Citocromo a-a3 (E”” = +0,55 V)

Citocromo b (E” = +0,06 V)

Citocromo ¢ (E” =+0,235 V)

Citocromo cl (E” =+0,215 V)

Os potenciais de 6xido-reducao destes compostos ddo alguma indicacdo sobre
a sequéncia que eles se encontram na cadeia de transporte de elétrons?

03. Uma suspensdo de mitocondrias foi incubada em diferentes condicdes,
medindo-se a formagdo de NAD+,, o consumo de oxigénio, a producao de
ATP, e a diferenca de pH entre o interior e o exterior da organela. Os
resultados encontrados estdo apresentados na tabela abaixo:

Tubo Condicao NAD+ | Consumo | Producio ApH
de O, de ATP

1 Com NADH +++ +++ +++ 1.4
Com NADH ¢ +++ +++ 0
droga A

3 Sem NADH 0

4 Com NADH e +++ +++ 0
pH externo
mantido
constante

5 Sem NADH +++ 1.4
mas mantendo
ApH

a. Verificar se ¢ possivel:

al. oxidacao de NADH sem sintese de ATP.

a2. oxidacao de NADH sem consumo de oxigénio.

a3. consumo de oxigénio sem sintese de ATP.

a4. consumo de oxigénio sem formacao de gradiente de H'.
a5. consumo de oxigénio sem oxidagdo de NADH.
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