3. Metabolismo

Abaixo estdo notas de aula
Sugiro visualizar o video disposto neste link:
http://www.youtube.com/watch?v=05eMW4b29rg& feature=related

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 sera utilizada
para promover processos celulares que requerem o fornecimento de energia. Estes
processo podem ser: 1) contracao muscular € 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 manutencao do gradiente i0nico através da membrana plasmatica
(aulas anteriores).
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Figura 11. Reacgao de hidrdlise de ATP formando ADP e fosfato inorganico (P1). A
variagdo de energia livre nas condi¢des padrio (AG’) est4 indicada. Esta reagio possui
um AG ainda mais negativo nas condi¢des celulares devido as concentragdes fora do
equilibrio de ADP e ATP (veja a equacgao 3, pag. 10)!! Estrutura dos compostos
fosforilados ATP, ADP e AMP.

O metabolismo celular ¢ voltado para dois aspectos fundamentais: 1) producao
de ATP para fornecer energia para os processos celulares e ii) sintese de
intermediarios de biossintese (ac. 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 oxidacao de moléculas (exemplo
acucares) sao chamados de quimiotropicos.

Células clivam e oxidam moléculas glicose para produzir energia na
forma de moléculas de ATP e intermediarios para as reacoes 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 formacio de
duas moléculas de ATP.

A descoberta da via glicolitica (ou glicdlise) estd intimamente relacionada ao
estudo da fermentacao alcéolica promovida por leveduras. De fato, uma parte da
bioquimica tal qual conhecemos hoje originou-se a partir do estudo da fermentagao
alcodlica 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 fracao
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 fenomeno acabaram conduzindo a
descoberta da sequéncia de reagdes envolvidas na quebra anaerdbica de glicose
(hexose; agucar de 6 carbonos) em etanol e gas carbonico, e a identificacao 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 piravico). O catabolismo anaerdbico do piruvato em células de
levedura leva a formagao de etanol, enquanto que em células musculares leva a
formacao de acido latico (Figura 13). O acido latico ¢ formado no musculo quando a
quantidade de oxigénio disponivel ¢ insuficiente para promover o metabolismo
aerobico (por exemplo, uma situacao de exercicio fisico intenso). O 4cido 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 4&tomos de carbono da glicose durante a fermentacdo em
leveduras. Baseado em Barnett (2003) Yeast 20: 509-543.

COOH
|
CO
|
MUSCLE CH YEAST
pyruvie acid
L-lactate pyruvate
dehydrogenase decarboxylase
NADH +H" H
COOH H alcohol H
| NAD" CO, | dehydrogenase |
CHOH co < » CHOH
| | NADH + H' NAD" |
CH; CH; CH;
lactic acid acetaldehyde ethanol

Figura 13. Catabolismo do piruvato a etanol (levedura) ou &cido latico no musculo
em condicdes anaerobicas. Retirado de Barnett (2003) Yeast 20: 509-543.
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Figura 14. Sequéncia de reagdes que compdem a glicédlise e a fermentacao lactica.



Todas as reacdes ocorrem no citosol das células eucariodticas. A glicose nao
atravessa a membrana celular, entra na célula com auxilio de uma proteina carreadora
especifica. Imediatamente, € possivel notar que: 1) a glicdlise envolve duas etapas de
fosforilagdao por ATP, formando ADP e fosfato inorganico (P1); i1) cada molécula de
glicose contendo 6 4&tomos de carbono ¢ convertida em duas moléculas de acido
pirtivico, mais oxidado; iii) o processo global envolve a formacao de 4 moléculas de
ATP, ou seja, producao liquida de duas moléculas de ATP; iv) ocorre uma reacao de
oxido-reducao quando gliceraldeido-3-fosfato ¢ convertido em 1,3-bifosfoglicerato,
os elétrons sdo transferidos para a coenzima NAD+ formando NADH.

Vamos analisar estas reacoes em mais detalhe.

Reacdo I: Fosforilagdo de glicose por ATP formando glicose-6-fosfato e ADP. Essa
reacgao ¢ catalisada pela hexoquinase.
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Figura 15. Reagao de fosforilacao 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 j no inicio do século XX era sabido que glicose-6-
fosfato (hexose fosfato) ndo era fermentada ou hidrolisada por leveduras. A
explicacdo para essa observagdo ¢ que as células ndo possuem proteinas de membrana
transportadores de glicose-6-fosfato (ou frutose 1,6 bifosfato). Portanto, o agiicar
fosforilado ¢ incapaz de entrar ou sair da célula.’

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

A reacdo de fosforilagdo da glicose formando glicose-6-fosfato ilustra um dos
aspectos principais do metabolismo: reagdes endergdnicas (que requerem o
fornecimento de energia livre para ocorrer) sdo tornadas espontaneas através do
acoplamento com outra reacao 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 reacio entre glicose e fosfato inorganico (PO4™)
formando glicose-6-fosfato consome uma grande quantidade de energia e nao
ocorreria caso nao fosse acoplada a reacao de hidrolise 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 nao ocorrem isoladamente em dgua, 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 estd acoplada a outra reacao 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 reacdes de hidrolise de fosfoenolpiruvato e fosforilagao
de ATP ocorressem isoladamente em dgua uma nao influenciaria a outra. A enzima
piruvato kinase liga fosfoenolpiruvato e ADP no seu sitio ativo proporcionando
condigdes para que a reagdo acoplada ocorra.

Reacgao 2. Isomerizagdo da glicose-6-fosfato em frutose-6-fosfato, catalisada pela
enzima fosfoglico isomerase (Figura 16).
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Figura 16. Reagao de isomerizagdo de glicose-6-fofato, uma aldose, em frutose-6-
fosfato, uma cetose. Essa reacdo ¢ catalisada pela enzima phosphohexose isomerase.
A variagdo de energia livre envolvida é AG” = +1.7 kJ.mol™", o que indica que a
reagao ¢ reversivel.

Reacgao 3. Fosforilacao da frutose-6-fosfato por ATP formando frutose 1,6 bifosfato.
Essa reagdo ¢ catalisada pela enzima fosfofrutoquinase 1 (PFK1, do inglés
phosphofructo kinase).
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Figura 17. Reagao de fosforilacao 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 variacao de energia livre envolvida na reagdo de fosforilacao de frutose-6-
fosfato catalisada pela fosfofrutoquinase-1 ¢ altamente negativa, indicando que esta ¢
uma reagao praticamente irreversivel. Reagdes irreversiveis costumam ser pontos de
regulacao 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 reagdo. A estrutura consiste de duas cadeias polipeptidicas cada qual
contendo um sitio ativo e um sitio para ligagcdo do efetor alostérico ADP.

Figura 18. Estrutura tridimensional da PFK1 (PDB PFK1) em complexo com os
produtos da reagdo, 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 dtomos de carbono: gliceraldeido 3-fosfato e di-hidroxi-acetona
fosfato (Figura 19):
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Figura 19. Reagao de clivagem da frutose 1,6 bifosfato em dois compostos de 3
atomos de carbono, gliceraldeido 3-fosfato e dihidroxiacetona-fosfato. Essa reagdo ¢

catalisada pela enzima aldolase. A variagdo de energia livre envolvida é AG® = +23.8
kJ.mol ™.

Apesar de que a variagdo de energia livre envolvida € positiva, nas condigdes
celulares os produtos da reacao sdao rapidamente consumidos o que faz com que o AG
da reagdo 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 nao
perder um composto de 3 carbonos, as células produzem uma isomerase (triose-
fosfato isomerase — TPI ou TIM), que € capaz de catalisar a reagdao de isomerizagao
de uma cetose (dihidroxiacetona fosfato) em uma aldose (gliceraldeido-3-fosfato)
(Figura 20):
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Figura 20. Reagao de isomerizagao entre gliceraldeido-3-fosfato e dihidroxi-acetona-
fosfato. A variacdo de energia livre envolvida é AG’ = +7.5 kJ.mol ™.

Apesar de que o AG' da reacdo é positivo, nas condi¢des celulares esta reacao
também € praticamente reversivel. Esta etapa conclui a conversao de uma molécula de
glicose em duas moléculas de gliceraldeido-3-fosfato, um composto de 3 atomos 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 oxidacao de
gliceraldeido-3-fosfato em piruvato, um acido carboxilico e portanto um composto
mais oxidado. A conversao de gliceraldeido-3-fosfato envolvera perda de elétrons
(oxidacao) e a formacao de duas moléculas de ATP (quatro moléculas no computo
geral).

Reacgdo 5. A reagao de oxidacao do gliceraldeido-3-fosfato formando 1,3-bifosfo-
glicerato (1,3-BPG) ¢ catalisada pela gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase. Esta
reacdo 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 atomos de hidrogénio
em uma ampla série de reacdes de oxido-redugdo ao aceitar um ion hidreto (H; um
proton e 2 elétrons). NAD e NADH sao soluveis, € podem mover-se de uma enzima
para outra.

Reacgdes de oxido-redugao:
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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 reagdes nas quais NAD aceita um ion H™ do substrato (oxidagao)
ou doa um ion H™ ao substrato (redu¢do). Estas enzimas sdo chamadas de
oxidoredutases ou desidrogenases. A gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase utiliza a
coenzima NAD" para receber um ion H™ do gliceraldeido-3-fosfato que ¢é 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 soltivel. O NADH formado como resultado da acdo da
gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase difunde-se até encontrar a alcool desidrogenase
que promovera a reducao 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. Reagdo de oxidagdo e adigdo de ortofosfato catalisada pela gliceraldeido-
3-fosfato desidrogenase.

Reacdo 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. Reagao catalisada pela fosfoglicerato quinase. A variacao de energia livre
dessa reacdo 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 ™.

Reagoes 7 a 9: As proximas reagdes envolverdo a conversao de 3-fosfoglicerato a
fosfoenolpiruvato, um composto com alto potencial de transferéncia de um grupo
fosforil, e finalmente a piruvato com a concomitante formag¢do 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 desidratacio de 2-fosfoglicerato formando uma dupla ligagio e o
composto fosfoenolpiruvato (AG” = +1.7 kJ.mol™"); e de transferéncia de um grupo

fosforil 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 explicacdo para essa
observacao ¢ que a forma enodlica do piruvato ¢ altamente instavel e converte-se
espontaneamente para a forma cetonica, piruvato.

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

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

Esta reagdo envolve uma variagdo de energia livre da ordem de AG’=-73.1
kJ.mol’, e resulta na formacdo de duas moléculas de ATP e na reducdo de duas
moléculas de NAD". Esse processo poderia seguir indefinidamente nio fosse o fato de
que a disponibilidade de NAD" na célula ¢ finita. Conforme ja discutido acima, em
condig¢des anaerdbicas, o piruvato € reduzido a lactato (células musculares) ou a
etanol (levedura) regenerando NAD". Esse processo ¢ conhecido como fermentagao
(Figura 25):
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Figura 25. Reagdes enzimaticas que ocorrem nas c€lulas de levedura ou do musculo
~ \ ~ +
durante a fermentacao e levam a regeneragao de NAD .

A eficiéncia da glicolise expressa em termos de conversao de energia
armazenada na forma de glicose para moléculas de ATP ¢ muito baixa. A
fermentacio alcodlica gera um total de -235 kJ.mol™” de glicose (-196 kJ.mol™ para a
fermentacio 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 fermentacgdo € utilizada para a sintese de ATP. O resto € dissipado na
forma de calor !

A medida em que as reagdes da fermentagio foram sendo elucidadas, outros
bioquimicos voltaram sua aten¢do ao metabolismo aerdbico em levedura (apos 1930).
Na presenca 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 tnica 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 diferengas entre a glicolise, o ciclo de Krebs e a
fosforilagdo oxidativa € que enquanto a primeira via metabdlica ocorre no citoplasma
da célula, as duas outras ocorrem dentro da mitocondria. Esta diferenca de
compartimentos ira auxiliar a regulacdo das duas vias.



Glicolise exercicios

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

2. Responda:

1) Quais os passos irreversiveis que aparecem no mapa?

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

111) Qual hexose da origem a trioses?
1v) 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 ligagdes do tipo:
a) fosfoenol
b) anidrido fosférico
c) éster fosforico

vii) Identificar no mapa as reagdes 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 oxidacdo 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 degradagao 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) inicia-la (haver formacao de lactato)
b) manté-la em funcionamento

6) Indicar a func¢do da via glicolitica



