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Aglicose
one molecule

of glucose
energy

investment
to be
recouped
later

. Na aula anterior noés discutimos o papel da glicose

no metabolismo. fructose 1,6-

bisphosphate
o Ela é a principal fonte de energia para a célula. eavnucof
six-carbon
sugar to two
o A sua entrada no metabolismo ocorre pela via three-carbon
glicolitica, onde ela é oxidada a piruvato, gerando sugars

two molecules of CHO

|
glyceraldehyde CHOH

3-phosphate

duas moléculas de ATP e duas de NADH.
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Aglicose

one molecule

of glucose
energy

investment

. to be

baixa. recouped
later

. Porém, a concentra¢ao de NAD+ numa célula é

] Por isso, em condi¢des anaerobicas (sem O2), o

NADH nao é regenerado a NAD+.
P OH,C

fructose 1,6-
: e bisphosphate

. Neste caso, piruvato é oxidado a lactato
(musculo) ou a etanol (leveduras) para que o

NAD+ possa ser regenerado. cleavage of

six-carbon
sugar to two
three-carbon
. Isto permite que a via glicolitica continue ativa. sugars
twomoleculesof ~ CHO

glyceraldehyde CHOH

’ : : 3-phosphat
. Porém, o rendimento de ATP por molécula de i o CH,0 P

glicose é muito baixo e o processo, pouco m I e
eficiente.
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[ A fermentacao repoes as coenzimas mas gera pouco ATP

(a) Lactic acid fermentation occurs in humans.
2 ADP 2 ATP

Glucose mmmm=m

2 NAD* 2 NADH 2 Pyruvate

No intermediate;
pyruvate accepts
electrons from NADH




A"energia" da glicose

= A completa oxidagao da glicose gera:

Glicose (C(H,,O,) + 60, —> 6CO, + 6H,0 AG°=-2.870kJ.mol?
%

=  Porém, apenas:

2ADP + 2Pi ———9> 2ATP +2H20
AGo'2 =2 x(30.5 kJ/mol) = +61.0 kJ/mol

» |sto é apenas ~2% da energia livre contida na glicose.

=  Grande parte da energia da glicose ainda nao foi liberada na via glicolitica e esta encontra-se armazenada
nos elétrons, no poder redutor da glicose.

24 elétrons (carbono)

2x 10 elétrons = 20 elétrons (carbono)

0 elétrons (carbono)
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Respiracao

Como vimos na aula anterior, muitas células
utilizam a fermentacao da glicose para obtencao
de ATP.

Porém, para as células eucaridticas e diversas
bactérias que vivem em condig¢des aerdbicas, esta
é apenas a primeira etapa do processo.

Nestas células, o piruvato é reduzido até CO2 e
H20, ao invés de lactato ou etanol.

Hans Krebs, 1900-1981

Neste processo, o piruvato é processado primeiramente no ciclo de Krebs, também
chamado de ciclo do acido citrico ou ciclo dos acidos tricarboxilicos (TCA).

Este processo é chamado de "respiracao celular".

No ciclo de Krebs o piruvato é oxidado a CO2, transferindo os elétrons para o NADH

e FADH2.

O NADH e o FADH2 sdo entdo regenerados na cadeia respiratoria (ou fosforilagdo

oxidativa), formando H20 e ATP.
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Stage 1
Amino Fatty Acetyl-CoA

O ciclo de Krebs € um ponto central
no metabolismo

O ciclo de Krebs é um ponto central no metabolismo. t
pyruvate

J dehydrogenase
complex

=  Todos as vias metabolicas de sintese e degradacdo estao conectados ao
Stage 2

ciclo de Krebs.
Acetyl-CoA
Acetyl-CoA

=  Acoordenagao deste ciclo é muito importante para a célula. oxidation

Oxaloacetate
. Em 1948, Eugene Kennedy e Albert Lehninger demostraram que todas as

enzimas do ciclo de Krebs estdo dentro da mitocondria. S

acid cycle

Mitochondria Structural Features

Stage 3
Electron transfer
and oxidative
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1
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Respiratory
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chain H,0

Figure 1




O ciclo de Krebs e a via glicolitica estao separados na celula

=  Aviagdlicolitica e o ciclo de Krebs estao separados fisicamente.
. A degradacdo (e sintese) da glicose ocorre no citossol.

] O ciclo de Krebs dentro da mitocondria.

outer membrane

inner membrane
\ I
: - intermembrane space
Ciclo de ”

- Via glicolitica
Krebs Fri




Os componentes do ciclo de Krebs precisam ser
transportados para dentro da mitocondria

»  Paraser oxidado no ciclo de Krebs, o piruvato precisa entrar na mitocondria.

* A membrana da mitocdndria é impermeavel a maioria dos substratos do ciclo, que precisam ser transportados
para dentro da mitocondria através de proteinas transportadoras.

»  Porisso, ha diferentes tipos de transportadores na membrana da mitocéndria.

CYTOSOL MITOCHONDRION

Acetyl CoA

yruvate

Transport protein




A primeira etapa e a conversao do piruvato

»  Uma vez dentro da mitocondria, o piruvato é convertido a Acetil-CoA pelo complexo enzimatico piruvato
desidrogenase.

»  Nesta reacao, o piruvato é oxidado, liberando COz2 e os elétrons sdo doados para o NAD+.
=  Paraque areacao ocorra, S30 necessarias 3 enzimas e 5 coenzimas.
=  Quatro vitaminas esséncias em nossa dieta sdo utilizadas para compor este complexo enzimatico.

CO,

+
TPP,
lipoate, NADH O\ /S-COA

FAD \C

=0 pyruvate dehydrogenase |
(]JH3 complex (E, + E, + E;) CHj

Pyruvate Acetyl-CoA

AG'® = —33.4 kJ/mol




A acetil-CoA e um molecula com alta energia livre

=  Aoxidagdo do piruvato a Acetil-CoA resulta na produ¢do de NADH + H+ e na formagao de uma ligagao de alta
energia.
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A piruvato desidrogenase e
composta por 3 enzimas
organizadas num imenso
complexo multienzimatico

=  Apiruvato desidrogenase é composta por trés enzimas
(Ez, E2 e E3).

=  Elaé muito grande, composta por 60 unidades de E2
arranjadas em trimeros (verde).

. Os grupos lipoil (azul) tocam as subunides E1 (amarelo).

=  Assubunidades E3 estao em vermelho.




Complexos multienzimaticos
sao mais eficientes

»  Avelocidade de uma reagao é limitada pela frequéncia
das colisdes entre substrato e enzima.

=  Num complexo enzimatico, a distancia de difusao dos
substratos de uma reacdo para a outra é minimizado.

=  Os complexos enzimaticos canalizam as reacoes e 0s
produtos intermediarios ndo saem do complexo,
minimizando reac¢des indesejadas.

= Outros aspecto importante, é que elas podem ser
controladas de forma coordenada. Inibindo-se o
complexo, interrompem-se todas as reagoes.




As enzimas do complexo piruvato desidrogenase e 0s seus
cofatores (vitaminas do complexo B)

As trés enzimas do complexo sdo: a piruvato desidrogenase (E1), a dihidrolipoil transacetilase (E2) e dihidrolipoil

desidrogenase (E3).

Todo o complexo depende de 4 vitaminas: tiamina ou vit.B1 (tiamina pirofosfato - TPP), riboflavina ou vit. B2 (FAD),
niacina ou vit. B3 (NAD) e pantotenato ou vit. Bg (CoA).
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As etapa da reacao catalisada pela piruvato desidrogenase
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As etapa da reacao catalisada pela piruvato desidrogenase




Acetyl-CoA
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O ciclo de Krebs comeca e termina no Oxaloacetato

Piruvato
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Aformacao de citrato e irreversivel

A concentracao de oxaloacetato na célula
é baixa.

A baixa energia livre garante que esta
reacao seja praticamente irreversivel.

Sendo assim, uma vez formado o citrato, o
grupo Acetil ndo pode retornar para a
coenzima-A.

Estara cometida ao ciclo de Krebs.

0
7 -
CH;—C + 0=C—CO0O

A ¢
S-CoA H,—COO0"~
Acetyl-CoA Oxaloacetate

CH /O
2—0\ i
O
HO—C—COO™
CH,—COO~
Citrate

H,0 CoA-SH

citrate
synthase

AG'"® = —32.2 kJ/mol




A sintese do isocitrato e favorecida
pela formagao do a-cetoglutarato

= A enzima aconitase contem um centro Ferro-enxofre no seu sitio

catalitico.
. . o » : CH,—CO00~ H;0 [ CH,y—C00 | Hs0
=  Aformagao doisocitrato apresenta energia livre positiva, ou seja, HO—C—C00- A &_coo- \
é desfavorecida na direcao do produto. Bt coo- = | L o0 seonitase
H H
cis-Aconitate
=  Porem, isocitrato é consumido pela isocitrato desidrogenase e CH,—CO00~
convertido em a-cetoglutarato. H—C—C00~
HO—C—H
00"
=  Nesta etapa temos a primeira liberagao de CO2. Isocitrate

AG'"® = 13.3 kJ/mol

C00~
NADP)" NAD(P)H+H"

isocitrate
dehydrogenase

@

C
7\
O O

Isocitrate Oxalosuccinate a-Ketoglutarate




A sintese do isocitrato e favorecida
pela formagao do succinil-CoA

» O a-cetoglutarato é convertido em Succinil-CoA pela a-cetoglutarato desidrogenase.
»  Estareacaotambém tem uma baixa energia livre e é irreversivel.

=  Ambas as enzimas (isocitrato e a-cetoglutarato desidrogenase) sao complexos multienzimaticos semelhantes ao
complexo PDH (piruvato desidrogenase).

=  Ambas utilizam FAD, NAD, TPP e 4cidos lipdico.

(|3H2—COO‘
CH, + COy
a-ketoglutarate C—S-CoA

dehydrogenase ”
complex

a-Ketoglutarate Succinyl-CoA

AG'® = —33.5 kJ/mol




Succinil-CoA sintetase ou succiniato
tioquinase

Succinil-CoA, assim como Acetil-CoA, tem uma ligagao tio-
éster de alta energia (AG® = -36 kJ/mol).

Esta energia é canalizada na sintese de uma molécula de ATP
ou GTP.

Esta reacdo é reversivel (AG° = -2 kJ/mol).

Ha duas enzimas, uma para a sintese de GTP outra para a
sintese de ATP.

Succinyl-CoA Succinate

AG"® = —2.9 kJ/mol

Succinyl-CoA
synthetase

Enzyme-bound
succinyl
phosphate

(o}

o

GTP + ADP — GDP + ATP AG" = 0 kJ/mol




Conversao a fumarato

H\ﬁ/COO‘

= O succinato é convertido a fumarato pelo -

o G . . SUCCING - -~
complexo enzimatico succinato desidrogenase. & ase 00C

H

Succinate Fumarate

=  Asuccinato desidrogenase se encontra na
membrana da mitocondria (em bactérias, na AG" = 0 kJ/mol
membrana da célula).

Acetyl-CoA Citrate —* 1S0citrate —, | ctoglutarate
=  Asuccinato desidrogenase é o complexo Il da kit
cadeia respiratoria. { : N Succinyl-CoA

Malate
Succinate
Fumarate

*  Estareacdo éreversivel. Ioelie oycl

membrane

| S

“Cytochrome ¢




A concentragao de oxaloacetato e
controlada pela abundancia de Acetil-CoA

»  Asetapas finais do ciclo de Krebs sao termodinamicamente
desfavoraveis a formacao de produtos.

, . . transition state
=  Porém, o consumo de oxaloacetato pela citrato sintase, puxa a

reagao no sentido do produto.

H'f'

fumarase

*  Primeiro o fumarato é convertido em malato pela fumarase.

*  Finalmente, a malato desidrogenase converte o malato em
oxaloacetato.

Acetyl-CoA

ﬁ\citrate\

Oxaloacetate Isocitrate

NADH

Citric [coy] NADH

acid

cycle a-Ketoglutarate

malate
dehydrogenase

NADH

Oxaloacetate

Succinyl-CoA

Succinate

AG'® = 29.7 kJ/mol




O oxaloacetato e regenerado, ou ciclo se rompe....

= O oxaloacetato determina a velocidade do ciclo de Krebs.

»  Ele precisa ser regenerado ao final do ciclo para que o ciclo possa ser reiniciado com outra molécula de Acetil-CoA.

=  https://www.youtube.com/watch?v=eae4Hk8_8rY




A concentragao de oxaloacetato e
controlada pela abundancia de Acetil-CoA

Ao final do ciclo, o oxaloacetato é
regenerado.

O piruvato, convertido em Acetil-CoA, foi
oxidado, resultando na producao de 3
moléculas de CO2, 1 GTP, 4, NADH e 1
FADH2.

Note, porém, que ndo ha aumento no
numero de moléculas de oxaloacetato.

Todos os carbonos que entraram no ciclo,
foram eliminados sob a forma de CO2.

Acetyl-CoA

Oxaloacetate Isocitrate

Citric o, ] NADH

acid

s a-Ketoglutarate

NADH

Succinyl-CoA

Succinate

GTP
(ATP)




O ciclo de Krebs
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O ciclo de Krebs
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O ciclo de Krebs

CO2
isocitrato a-cetoglutarato

(C6) (€




O ciclo de Krebs

a-cetoglutarato
()

Y

succinil-CoA
(Cg)



O ciclo de Krebs

succinil-CoA succinato
(@A) (@)




O ciclo de Krebs

succinato fumarato
(Cs) (Cz)




O ciclo de Krebs

fumarato malato
(Cz) (C4)




O ciclo de Krebs regenera o oxaloacetato

Piruvato
(@)

Acetil-CoA
(C2) '

+

citrato malato
(€9)) (@)

oxaloacetato
(Cg) E—, e




A concentragao de oxaloacetato controla a velocidade do Krebs

Piruvato CO2
(&) O
= 9

. Acetil-CoA
(@3]

®
+

citrato
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oxaloacetato
(@)




A concentragao de oxaloacetato controla a velocidade do Krebs

®
. Piruvato CO2
@) ® (C3) .
‘ ‘ ’ * Naoimporta a quantidade de
o piruvato na célula
.. ‘ . Acetil-CoA
(&)
. A formagado de citrato (e a
‘ velocidade do ciclo)
O dependem da concentracao
+ de oxaloacetato
citrato

(€

oxaloacetato
(@)




A concentragao de oxaloacetato controla a velocidade do Krebs

. Piruvato

.. (€))
® O

®e

e © O

Acetil-CoA
(@3]

+

oxaloacetato
(@)

CO2

o0
1 2

citrato
(C6)

Quanto mais oxaloacetato,
mais piruvato é consumido.

Maior a velocidade do ciclo
de Krebs.



A concentragao de oxaloacetato controla a velocidade do Krebs

Piruvato
(@3)

Acetil-CoA
(@3]

+

oxaloacetato
(@)

CO2

0000
1 2

citrato
(C6)

Quanto mais oxaloacetato,
mais piruvato é consumido.

Maior a velocidade do ciclo
de Krebs.



As reacoes anapleroticas

=  Ana (repeticao, para cima), Plerotikos (completar, preencher).
=  S3oreagoes que suprem o ciclo de Krebs com seus precursores.

=  Aprincipal reagdo anaplerdtica é a de conversdo do piruvato a oxaloacetato, catalisada pela enzima piruvato
carboxilase

Piruvato + CO2 +ATP + H20 _>s oxaloacetato + ADP + Pi

TABLE 16-2 Anaplerotic Reactions

Reaction Tissue(s)/organism(s)

yyruvate carboxylase
Pyruvate + HCO5; + ATP —————— (xaloacetate + ADP + P; Liver, kidney

PEP carboxykinase

Phosphoenolpyruvate + CO, + GDP =————————— oxaloacetate + GIP Heart, skeletal muscle
PEP carboxylase
Phosphoenolpyruvate + HCO3 —_— oxaloacetate + P; Higher plants, yeast, bacteria
malic enzyme

Pyruvate + HCO; + NAD(P)H == malate + NAD(P) " Widely distributed in eukaryotes
and prokaryotes




A piruvato carboxilase gera
oxaloacetato a partir de
piruvato e CO2 (ions HCO3-

)-

Esta enzima utiliza a biotina
para transferir um grupo
carboxilico para o piruvato.

A biotina é uma vitamina
soluvel (vit. BY).

o

Carboxyphosphate

Pyruvate carboxylase

Oxaloacetate
o-

Pyruvate

(o]
)J\NH enolate
HN 0o_ 0

7
\C/

o
S 0\(&-{2 —

Of e

(o]
. AN
S

C—N
/
-0

NH
0]
IIIH

Carboxybiotinyl-enzyme

Transfer of
carboxybiotin
@ | (activated CO,)
to second
catalytic site




A biotina funciona como um conector.

A biotina é um conector, que
permite a transferéncia de um
grupo COO-.

O acido lipoico e o grupo
pantotenato tém o mesmo papel
em outros complexos
enzimaticos.

B-Mercapto-

ethylamine Pantothenate
E—

O CH. CH

H

3




A concentracao de oxaloacetato controla a velocidade do
Krebs
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A concentragao de oxaloacetato controla a velocidade do Krebs

CO2
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A via anaplerética, produz
oxaloacetato a partir do
piruvato

Aumentando a velocidade do
Krebs.



A concentragao de oxaloacetato controla a velocidade do Krebs
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Aumentando a velocidade do
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O ciclo de Krebs e fonte de importantes precursores para
outras vias de sintese

/- Pyruvate
Fatty acids,
sterols

yyruvate
carboxylase Acetyl-CoA
)X mnase /
, Glutamine

Oxaloacetate Citrate T

N .

A
Citric
acid
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/ M
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P yruval




O ciclo de Krebs é fonte de importantes precursores para
outras vias de sintese

Pyruvate

Fatty acids,
sterols

pyruvate l
carboxylase Acetyl-CoA
PEP carboxykinase /
~ -\ Glutamine

Phosphoenolpyruvate =~ ===========(xa]oacetate Citrate Proline
(PEP) E——

N

I

e a-Ketoglutarate sss== Glutamate

Purines

glutamato




Porem, os reagentes nao sao finitos...

=  Como mencionado, a entrada de um
grupo Acetil-CoA ndao aumenta a
concentracao dos intermediarios do

ciclo.
o ¢ Acetyl-CoA
PEP carboxykinase
=  Seuma molécula de a-cetoglutarato N
a0l ; Phosphoenolpyruvate ~—®===========(yga]oacetate
for utilizada para a sintese de EP) PEP \ o
glutamato, arginina ou purinas, o ciclo carboxylase - Arginine
’ itric
sera quebrado. acid \ I
Malate cycle a-Ketoglutarate s Glutamate
malic \ l
»=  Porisso, quando o ciclo de Krebs i e R
estiver sendo utilizado para a sintese imidi ™ Succinyl-CoA

Pyruvate

de precursores de outras vias, seus
intermediarios precisam ser repostos.

. Por isso, a importancia das vias
anaplerdticas para repor o
oxaloacetato consumido!




Aregulacao do ciclo de Krebs

=  Seestimarmos as concentracdes dos Table 21-2 Standard Free Energy Changes (AG°') and
intermediarios do ciclo de Krebs numa célula, Physiological Free Energy Changes (AG) of
podemos calcular a variagao da energia livre. Citric Acid Cycle Reactions

AG” AG
Reaction  Enzyme (kJ - mol™!)  (kJ - mol™})

=  Uma analise AG das diferentes reacdes do ciclo de

. . Citrate synthase =315 Negative
Krebs indica 3 pontos importantes de controle.

Aconitase ~5 ~0

Isocitrate —21 Negative

=  Aproducgao de citrato pela citrato sintase. dehydrogenase

a-Ketoglutarate —33 Negative
dehydrogenase
multienzyme

=  Aproducao de a-cetoglutarato pela isocitrato
complex

desidrogenase. ,
Succinyl-CoA

synthetase
Succinate

= E a inil-CoA pela a- I
a producao de succinil-CoA pela a-cetoglutarato dehydrogenase

desidrogenase.
Fumarase

Malate

»  Asdemais reagoes, estdo em equilibrio (AG ~ zero) CEOTETIEEIIGE




Aregulacao do ciclo de Krebs

As enzimas regulatodrias sdo as enzimas que
catalisam as reacoes irreversiveis.

O ciclo de Krebs é muito bem regulado.

Note que os principais reguladores sao ATP,
ADP e AMP, indicadores do estado
"energético" da célula.

De forma semelhantes, NAD+ e NADH
podem inibir ou ativar algumas enzimas.

Em resumo, as relagdes [ATP]/[ADP] e
[NADH]/[NAD+] sao importantes
reguladores alostérico das enzimas do Krebs.

As enzimas sao ainda moduladas
alostéricamente pelos produtos e/ou
substratos.

Pyruvate

® ATP, acetyl-CoA,
pyruvate NADH, fatty acids
dehydrogenase

complex | (@) AMP, CoA, NAD*, Ca2*

Acetyl-CoA

®NADH, succinyl-CoA, citrate, ATP
@) app
citrate

synthase Citrate

Oxaloacetate

Isocitrate

isocitrate ® ATP
dehydrogenase @ CaZ*, ADP

malate

dehydrogenase /
Malate

— a-Ketoglutarate
a-ketoglutarate ® succinyl-CoA, NADH
dehydr: se @ Cal+

FADH,

succinate
dehydrogenase

Succinyl-CoA




O ciclo de Krebs pode regular a via glicolitica

»  Ocitrato é formado pela unido do Acetil-
CoA e do oxaloacetato.

AT AU 4D
=  Ambos sdo produzidos a partir do glicose N

via piruvato.

Fructose 6- + ATP Fructose 1,6- + ADP

phosphate »n® bisphosphate

, . - e [
=  Oacumulo de citrato indica, portanto, um cit\ate

excesso de Acetil-CoA e piruvato.

»  Ocitrato é exportado para o citossol onde
ele inibe a enzima fosfofrutoquinase,
desligando a via glicolitica.




Mapas metabolicos

Faga seu proprio mapa metabolico.
Use uma folha de papel A3 ou A2.

Online: http://www.genome.jp/kegg/pathway.html
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